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Introducio

As doengas virais continuam representando um importante desafio para a saude publica,
a producdo animal e a economia mundial. Entre elas, a influenza aviaria destaca-se pelo elevado
impacto sanitario e econOmico, causando altas taxas de mortalidade em aves, perdas
significativas para a industria avicola e restricdes ao comércio internacional, além do potencial
risco de transmissao entre espécies (Badshah et al., 2021) . No Peru, surtos recentes de influenza
aviaria reforcaram a necessidade de desenvolver novas estratégias para complementar as
medidas de preveng¢ado e controle da doenga.

Nesse contexto, a nanotecnologia tem se consolidado como uma alternativa promissora
para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de compostos bioativos. As nanoparticulas
poliméricas de quitosana apresentam elevada biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e capacidade de encapsular moléculas terapéuticas, protegendo-as da degradacdo e
promovendo sua libera¢do controlada (Elnosary et al., 2023).Entre os métodos de sintese, a
gelificagdo ionica utilizando tripolifosfato de sdédio (TPP) destaca-se por sua simplicidade,
eficiéncia e por dispensar o uso de solventes organicos toxicos (Elnosary et al., 2023; Hadidi et
al., 2020)..

Os flavonoides quercetina e luteolina t€ém despertado interesse devido as suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antivirais. Estudos demonstram que esses
compostos podem atuar em diferentes etapas do ciclo de infec¢do viral, incluindo a entrada, a
replicagdo e a disseminacdo do virus da influenza (Yan et al., 2019). Entretanto, sua aplicacao
terapéutica ¢ limitada pela baixa solubilidade em meio aquoso, reduzida estabilidade e baixa
biodisponibilidade, fatores que podem comprometer sua eficacia (Roy & Rhim, 2021)

A encapsulacdo individual desses flavonoides em nanoparticulas de quitosana
representa uma estratégia promissora para aumentar sua estabilidade, proteger os compostos
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bioativos e favorecer sua liberagao controlada (Elnosary et al. 2023) A551m 0 Ob_]etIVO deste
trabalho foi sintetizar nanoparticulas de quitosana carregadas individualmente com quercetina
e luteolina por gelificagdo i0nica, caracterizar suas propriedades fisico-quimicas por meio de
microscopia eletronica de varredura (SEM), espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial
zeta, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e andlise
termogravimétrica (TGA), bem como determinar a eficiéncia de encapsulacao dos flavonoides,
visando sua futura avaliagdo da atividade antiviral frente ao virus da influenza aviaria em ovos
embrionados de galinha.

As doengas virais continuam representando um importante desafio para a saude publica,
a producdo animal e a economia mundial. Entre elas, a influenza aviaria destaca-se pelo elevado
impacto sanitario e econdmico, causando altas taxas de mortalidade em aves, perdas
significativas para a industria avicola e restricdes ao comércio internacional, além do potencial
risco de transmissdo entre espécies. No Peru, surtos recentes de influenza aviaria reforcaram a
necessidade de desenvolver novas estratégias para complementar as medidas de prevencdo e
controle da doenca. Nesse contexto, a nanotecnologia tem se consolidado como uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de compostos bioativos. As
nanoparticulas poliméricas de quitosana apresentam elevada biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e capacidade de encapsular moléculas terapéuticas,
protegendo-as da degradacdo e promovendo sua liberagdo controlada. Entre os métodos de
sintese, a gelificacdo i6nica utilizando tripolifosfato de sédio (TPP) destaca-se por sua
simplicidade, eficiéncia e por dispensar o uso de solventes organicos toxicos.

Os flavonoides quercetina e luteolina tém despertado interesse devido as suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antivirais. Estudos demonstram que esses
compostos podem atuar em diferentes etapas do ciclo de infec¢do viral, incluindo a entrada, a
replicacdo e a disseminag¢do do virus da influenza. Entretanto, sua aplicacdo terapéutica ¢
limitada pela baixa solubilidade em meio aquoso, reduzida estabilidade e baixa
biodisponibilidade, fatores que podem comprometer sua eficacia. A encapsula¢do individual
desses flavonoides em nanoparticulas de quitosana representa uma estratégia promissora para
aumentar sua estabilidade, proteger os compostos bioativos e favorecer sua liberagao
controlada. individualmente com quercetina ou luteolina voltadas para aplicagdes contra o virus
da influenza aviaria. Dessa forma, o desenvolvimento e a caracterizagdo desses sistemas
nanoestruturados podem contribuir para o avancgo de novas alternativas terapéuticas para essa
enfermidade.

Assim, o objetivo deste trabalho foi sintetizar nanoparticulas de quitosana carregadas
individualmente com quercetina e luteolina por gelificagdo 1i0nica, caracterizar suas
propriedades fisico-quimicas por meio de microscopia eletronica de varredura (SEM),
espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial zeta, espectroscopia no infravermelho por
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transformada de Fourier (FTIR) e analise termograwmetrlca (TGA) bem como determmar a
eficiéncia de encapsulagdo dos flavonoides, visando sua futura avaliacdo da atividade antiviral
frente ao virus da influenza aviaria em ovos embrionados de galinha.
Material e Métodos

As nanoparticulas de quitosana carregadas com quercetina e luteolina foram preparadas
separadamente pelo método de gelificacao i6nica, conforme descrito por Tuesta-Chavez et al.
(2022), com adaptagdes. A quitosana foi dissolvida em tampao acido acético/acetato de sédio
(pH 4,7) sob agitacdo durante 24 h. As solucdes de quercetina ou luteolina foram preparadas
em agua:PEG 400 (1:1, v/v) e adicionadas a solucdo de tripolifosfato de sodio (TPP), sendo
posteriormente gotejadas sobre a solucao de quitosana sob agitagcdo continua (850 rpm) durante
40 min. Em seguida, as suspensdes foram submetidas a sonicac¢do (60 % de amplitude) por 5
min para reducdo do tamanho das particulas.

As nanoparticulas foram caracterizadas por espalhamento dindmico de luz (DLS)
quanto ao didmetro hidrodinamico, indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta, utilizando
um analisador Zetasizer Ver. 7.13. A morfologia foi avaliada por microscopia eletronica de
varredura (SEM), as interagdes quimicas por espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) e a estabilidade térmica por andlise termogravimétrica (TGA).

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada por ultrafiltragdo a 15.000 rpm durante
1,5 h, seguida da quantificagdao do flavonoide ndo encapsulado por espectrofotometria UV-Vis,
utilizando 365 nm para luteolina e 375 nm para quercetina. O perfil de liberagao foi avaliado
por dialise em tampao PBS a temperatura ambiente durante cinco dias, com coleta de aliquotas
de 3 mL a cada 12 h para determinacdo da concentracdo liberada. A estabilidade das
nanoparticulas carregadas e sem carga foi avaliada apds armazenamento a 4 °C durante sete
dias, monitorando-se o didmetro hidrodinamico, o indice de polidispersidade e o potencial zeta
nos dias 1, 4 e 7. Os ensaios de atividade antiviral em ovos embrionados SPF frente ao virus da
influenza avidria serdo realizados em colaboragcdo com o Laboratorio de Patologia Aviaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

Resultados e Discussao

As nanoparticulas de quitosana foram sintetizadas com sucesso pelo método de
gelificacdo i6nica utilizando tripolifosfato de sodio (TPP) como agente reticulante. Conforme
apresentado na Tabela 1, a formulacdo sem flavonoides (NPQ) apresentou didmetro
hidrodindmico médio de 103,1 £ 2,0 nm, indice de polidispersidade (IPD) de 0,17 + 0,01 e
potencial zeta de +38,4 £ 2,3 mV, indicando elevada estabilidade coloidal e distribui¢ao
homogénea das particulas. A incorporagdo da quercetina promoveu um aumento discreto do
diametro para 120,1 £+ 4,6 nm, mantendo baixo IPD (0,21 £+ 0,01) e potencial zeta de +22,5 +
1,0 mV. Por outro lado, as nanoparticulas contendo luteolina apresentaram diametro médio de
195,7 £ 14,4 nm, IPD de 0,28 + 0,05 e potencial zeta de +19,9 £ 0,7 mV, evidenciando maior
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tamanho e heterogeneidade da dispersao. A redu(;ao do potencial zeta apos a encapsula(;ao dos
flavonoides sugere interacdes entre os grupos fenodlicos e os grupos amino protonados da
quitosana, comportamento semelhante ao descrito por (Hafizi et al., 2021)

Tabla 1
TEM de nanoparticulas cargadas y sin cargado
Parametro 1 2 3 Promedio SD
Diametro (nm)|  101.7 105.4 102.3 103.1 2.0
NPQ IPD 0.174 0.188 0.161 0.2 0.014
PZ (mV) 40.43 35.83 38.86 384 234
Diametro (nm)| 122.3 123.2 114.8 120.1 4.61
NPQ - Qu IPD 0.207 0.212 0.196 0.2 0.01
PZ (mV) 23.63 21.89 21.86 225 1.01
Diametro (nm) 186.4 2123 188.5 195.7 14.39
NPQ-Lu IPD 0.298 0.322 0218 03 0.05
PZ (mV) 19.29 19.78 20.6 19.9 0.66

A eficiéncia de encapsulacio dos flavonoides foi determinada por espectroscopia UV-
Vis apo6s a separagao do composto livre. As nanoparticulas contendo quercetina apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo de 66,9 + 4,9%, enquanto as nanoparticulas contendo luteolina
apresentaram valor médio de 43,1 + 23,3%. A maior eficiéncia observada para a quercetina
pode estar relacionada a maior interagdo entre seus grupos hidroxila fendlicos e a matriz de
quitosana/TPP, favorecendo sua retencdo no sistema nanoparticulado. Em contraste, a menor
eficiéncia e elevada variagao experimental observada para a luteolina podem estar associadas a
sua menor estabilidade durante o processo de encapsulagdo, a solubilidade limitada em meio
aquoso e a maior tendéncia de agregacao, fatores que também podem explicar o aumento do
diametro hidrodindmico e do IPD observado para essa formulacao.

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (Figura 1)
evidenciaram nanoparticulas predominantemente esféricas a quase esféricas. As formulagdes
NPQ e NPQ-Qu apresentaram particulas menores e distribuicdo relativamente uniforme,
enquanto as nanoparticulas contendo luteolina exibiram maior tamanho e tendéncia a
agregacao, corroborando os resultados obtidos por espalhamento dindmico de luz (DLS). As
dimensdes observadas encontram-se dentro da faixa normalmente reportada para
nanoparticulas de quitosana preparadas por gelificagdo i6nica (Ahmad et al., 2023).

Figura 1
TEM de nanoparticulas cargadas y sin cargado
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Os espectros de FTIR (Figura 2) revelaram, para as nanoparticulas carregadas com
quercetina, as bandas caracteristicas do flavonoide associadas as vibra¢des aromaticas (~1100
e 1600 cm™) e aos grupos fenolicos (1200—1400 cm™). Observou-se aumento da intensidade
das bandas relacionadas aos grupos hidroxila fenolicos, bem como redugdo da intensidade e
deslocamento da banda atribuida ao grupo carbonila (~1660 cm™), indicando a formacao de
ligagdes de hidrogénio entre a quercetina e a matriz de quitosana/TPP. Além disso, os espectros
de NPQ e NPQ-Qu apresentaram bandas caracteristicas semelhantes, porém com menor
intensidade na formulagdo carregada, sugerindo que a encapsulagdo ocorreu sem alteracdes
estruturais significativas da matriz polimérica, indicando que a quercetina encontra-se tanto
adsorvida na superficie quanto incorporada ao interior das nanoparticulas (Jardim et al., 2022;
Nguyen & Goycoolea, 2017).

Figura 2
Espectros FTIR de luteolina, nanoparticulas de quitosano (NPQ), NPQ-Qu y NPQ-Lu
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As curvas termogravimétricas (Figura 3) evidenciaram comportamento térmico
caracteristico das nanoparticulas de quitosana, apresentando perda inicial de massa associada a
eliminacdo da dgua adsorvida, seguida pela degrada¢ao da matriz polimérica em temperaturas
mais elevadas. As formulagdes contendo flavonoides apresentaram discretas modificagdes no
perfil de degradagdo em comparagao as nanoparticulas sem carga, indicando interagao entre os
compostos bioativos e o polimero, em concordancia com estudos anteriores
Figura 3
TGA de nanoparticulas cargadas, sin cargado, y quercetina y luteolina
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A estabilidade coloidal das formulagdes foi monitorada durante sete dias por meio da
determinag¢do do diametro hidrodindmico e do indice de polidispersidade (Tabela 2). As
nanoparticulas NPQ e NPQ-Qu apresentaram pequenas variagdes no diametro médio (106,0 +
3,7nm e 113,8 + 2,2 nm, respectivamente), mantendo baixos valores de IPD, o que demonstra
boa estabilidade durante o periodo de armazenamento. Em contraste, as nanoparticulas
contendo luteolina apresentaram maior variagdo no diametro (219,7 + 42,8 nm) e aumento do
IPD (0,43 £+ 0,13), indicando maior heterogeneidade e tendéncia a agregacdo ao longo do

armazenamento (Essa et al., 2023).

Tabla 2
TGA de nanoparticulas cargadas, sin cargado, y quercetina y luteolina
Nanoparticulas Parametro D1 D4 D7 Promedio SD RSD (%)
Diametro
102.3 106.1 109.7 106.0 3.7 3
NPQ (nm)
IPD 0.165 0.184 0.152 0.2 0.016 10
Diametro
114.8 111.3 1153 113.8 2.18 2
NPQ - Qu (nm)
IPD 0.196 0.255 0.289 0.2 0.05 19
Diametro
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 'j
NPQ - Lu (nm) 2123 265.8 181.1 219.7 42.84 19
IPD 0.322 0.385 0.571 0.4 0.13 30

Em conjunto, os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2 e nas Figuras 1, 2 e 3 confirmam a
obtencdo de nanoparticulas de quitosana capazes de encapsular quercetina e luteolina,
apresentando tamanho nanométrico, estabilidade coloidal e caracteristicas fisico-quimicas
adequadas para sistemas de liberacdo controlada de compostos bioativos.(Roy & Rhim, 2021)
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A formulacao contendo quercetina apresentou maior establhdade ﬁswo qulmlca quando
comparada a formulagdo contendo luteolina, demonstrando maior potencial para aplicacdes
biomédicas.(Ahmad et al., 2023; Jardim et al., 2022) Os ensaios de atividade antiviral frente ao
virus da influenza aviaria encontram-se em fase de desenvolvimento e serdo realizados em ovos
embrionados de galinha, permitindo correlacionar as propriedades fisico-quimicas das
formulag¢des com sua eficacia antiviral.

Conclusoes

Neste trabalho, foram sintetizadas nanoparticulas de quitosana carregadas com

quercetina e luteolina pelo método de gelificagao idnica utilizando tripolifosfato de sodio (TPP)
como agente reticulante. Os resultados obtidos demonstraram a formagdo de sistemas
nanoparticulados com caracteristicas fisico-quimicas adequadas, apresentando tamanhos
nanométricos, distribuicdo homogénea de particulas e estabilidade coloidal satisfatéria. A
formulagdo sem flavonoides apresentou didmetro hidrodinamico de 103,1 + 2,0 nm, enquanto
a incorporacdo dos compostos bioativos resultou em particulas de 120,1 £ 4,6 nm para
quercetina e 195,7 = 14,4 nm para luteolina.

As analises de potencial zeta indicaram a manutencao de carga superficial positiva apds
a incorporacao dos flavonoides, sugerindo a interacdo entre os grupos fenolicos dos compostos
bioativos e a matriz de quitosana/TPP. A eficiéncia de encapsulagdo demonstrou maior
incorporagdo da quercetina (66,9 +4,9%) em comparacao a luteolina (43,1 + 23,3%), indicando
maior afinidade da quercetina pela estrutura polimérica. As andlises morfologicas por
microscopia eletronica de transmissdo confirmaram a obtencdo de nanoparticulas
predominantemente esféricas, enquanto as analises de FTIR e TGA evidenciaram interagdes
entre os flavonoides e a matriz polimérica, sem alteragdes significativas na estrutura do sistema
nanoparticulado.

A avaliacdo da estabilidade durante sete dias demonstrou que as nanoparticulas
contendo quercetina apresentaram maior estabilidade fisico-quimica, com menor variagao de
tamanho e polidispersidade quando comparadas as formulagdes contendo luteolina. Dessa
forma, as nanoparticulas de quitosana carregadas com quercetina apresentaram propriedades
mais favoraveis para aplicacdo como sistemas de liberagdo controlada de compostos bioativos.
Os ensaios de atividade antiviral frente ao virus da influenza avidria encontram-se em fase de
desenvolvimento e permitirdo avaliar a relagdo entre as caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas e seu potencial efeito antiviral.
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