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RESUMO - Um dos grandes desafios na piscicultura é a ocorréncia de doengas. Diferentes
antibidticos comerciais sao utilizados para controlar essas doengas, porém, seu uso prolongado
pode levar a resisténcia de tais medicamentos. Deste modo, faz-se necessario o uso de métodos
alternativos e inovadorespara o controle sanitario em peixes. Os d6leos essenciais apresentam-se
como uma boa alternativa. No entanto, fatores como a baixa solubilidade em agua e volatilidade
limitam seu uso. Neste trabalho, nanoparticulas poliméricas carregadas com carvacrol foram
preparadas pelo método denanoprecipitagdo, utilizando-se poly-¢-caprolactone (PCL) e quitosana.
Aceficiéncia de encapsulamento foi determinada de forma indireta, por meio da cromatografia liquida
de alta eficiéncia e deteccdo por arranjo de diodos, utilizando calibracdo externa para quantificacao
do carvacrol.A atividadeantimicrobiana in vitro da nanoparticula carregada com carvacrol foi
avaliada por meio da determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao
Bactericida Minima (CBM) frente abactéria Streptococcus agalactiae. Carvacrol foi

satisfatoriamente encapsulado pelo método de nanoprecipitacdo, com eficiéncia de
encapsulamento de 69,64+4,42%. Os resultados de CIM e CBM obtidos para o carvacrol
encapsulado e isolado foram iguais, sendo de 62,5 ug/ml e 390,625 ug/mi,respectivamente,
evidenciando o aumento do efeito inibitério do carvacrol quando na forma nanoencapsulada. Os
estudos preliminares realizados abrem perspectivas para solugées mais seguras e eficazes que
empregam compostos de origem vegetal para o controle de doengas em peixe.
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ABSTRACT - One of the great challenges to be overcome in fish farming is the occurrence of
diseases. Different commercial antibiotics are used to control these diseases; however, their
prolonged use can lead to the resistance of such drugs. It is necessary to use alternative and
innovative methods for sanitary control in fish. Essential oils are a good alternative. However,
factors such as low water solubility and volatility limit its use. In this work, polymeric nanoparticles
loaded with carvacrol were prepared by the nanoprecipitation method, using poly-e-caprolactone
(PCL) and chitosan. The encapsulation efficiency was indirectly determined, using high
performance liquid chromatography and detection by diode array, using external calibration to
quantify the carvacrol. The in vitro antimicrobial activity of the nanoparticle loaded with carvacrol
was evaluated by determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (CBM) against the bacterium Streptococcus agalactiae. Carvacrol was

satisfactorily encapsulated by the nanoprecipitation method, with encapsulation efficiency of 69.64 +
4.42%. The MIC and CBM results obtained for the encapsulated and isolated carvacrol were the
same, being 62.5 ug / ml and 390.625 ug / mi, respectively, showing the increased inhibitory effect
of carvacrol when in the nanoencapsulated form. The preliminary studies carried out open
perspectives for safer and more effective solutions that use compounds of plant origin to control
diseases in fish.

Keywords: Nanoprecipitation; sanity, tilapia, bacteriosis, essential oils.

1. INTRODUCAO

O Brasil esta entre os quatro maiores produtores mundiais de tildpia com forte tendéncia de
crescimento da produgdo (MEDEIROS; ALBUQUERQUE, 2019).Um dos grandes desafios que
podem comprometer a sustentabilidade da piscicultura € a ocorréncia de doencas em peixes, as
quais levam a redugdo do valor comercial, devido as lesbes provocadas pelas infecgoes
bacterianas e consequente aumento da mortalidade (HERNANDES 2016). Para contornar esse
problema, diferentes antibidticos sdo utilizados. No entanto, o uso intensivo de antibiéticos pode
levar ao desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias patogénicas, contaminar o meio ambiente
e deixar residuos nos alimentos(REGITANO; LEAL, 2010; TAVARES-DIAS; MARIANO, 2015).
Assim, métodos alternativos e inovadores para o controle de doencas em peixes que sejam
efetivos e ambientalmente seguros precisam ser implementados de forma a contribuir com a

superacao desses desafios da piscicultura (SOARES et al., 2020).
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A utilizacao de compostos naturais se mostra como uma alternativa favoravel ao uso de
antibiéticos para controlar a proliferacédo de micro-organismos patogénicos, assim como para serem
desenvolvidos no caso de resisténcia aos antibidticos (NOSTRO; PAPALIA, 2012). Oleos
essenciais, sao produtos naturais que consistem em combinagdes de inUmeras moléculas volateis,
geralmente compostos por monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides e outras substancias
com baixas massas moleculares (MARTINS, 2012).Eles tém sido usados para diversas aplicagdes
farmacéuticas, cosméticas, agricolas e em industrias alimenticias(ASBAHANIet al., 2015). No
entanto, 6leos essenciais sdo compostos volateis instaveis e frageis, consequentemente, podem
ser degradados facilmente (por oxidacao,volatilizacdo,aquecimento ou luz) se ndo estiverem
protegidos de fatores externos (ASBAHANI et al., 2015).

Carvacrol (2-metil-5-(1-metiletil)-fenol), cuja estrutura estd mostrada na Figura 1, é
pertencente ao grupo dos fendis monoterpénicos, biossintetizado a partir de terpineno, por meio de
p-cimeno. E encontrado em plantas arométicas e em diversos 6leos essenciais de plantas da
familia Labiatae, como por exemplo, os géneros Origanum, Satureja, Thymbra, Thymus e
Corydothymus. Nos Estados Unidos e na Europa, foi aprovado como aditivo alimentar considerado
seguro, sendo utilizado como agente aromatizante em doces, bebidas e goma de mascar
(NOSTRO; PAPALIA, 2012).

OH

Figura 1. Estrutura quimica do carvacrol.

E descrito em varias pesquisas que o carvacrol apresenta uma alta diversidade de
propriedades biolégicas, tais como atividades anti-inflamatéria, antioxidante, antimutagénica,
antitumoral, analgésica, inseticida, antiparasitaria e antimicrobiana (NOSTRO; PAPALIA, 2012).
Estes estudos tém mostrado que a atividade antimicrobiana relaciona-se essencialmente com a
interacdo que o carvacrol possui com as membranas celulares dos diversos micro-organismos
(ALMEIDA, 2015). Segundo Helander et al. (1998 apud ALMEIDA, 2015, p. 4) em estudo com
células de Escherichia coli e Photobacterium leiognathi, que sao bactérias Gram negativas, apos
submeterem as células ao carvacrol, chegaram a conclusao de que este composto ocasiona a
desintegracao da membrana citoplasmatica, devido a liberacao de lipopolissacarideos, reducao dos
niveis de ATP intracelular e aumento dos niveis de ATP extracelular. O estudo de Xu et al. (2008)
atribuiu a atividade antibacteriana do carvacrol a capacidade deste de permeabilizar e despolarizar
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a membrana citoplasmatica de E. coli. Para testar esta hipdtese, a equipe usou a coloracao
fluorescente combinada com a citometria de fluxo. Conforme os ensaios realizados, demonstrou-se
a diminuicao da taxa de fluorescéncia em razao das alteracoes provocadas sobre a permeabilidade

da membrana, por causa da interagdo desta com o carvacrol.

Por meio da nanotecnologia é possivel alterar algumas propriedades intrinsecas a molécula,
tais como sua solubilidade em agua, aumento da estabilidade e tempo de acao, protecdo contra a
degradacao prematura, além de possibilitar a liberacdo sustentada dos ativos (ASBAHANI et
al.,2015).

Dentre os diferentes tipos de nanoparticulas que podem ser utilizadas, as poliméricas tém
sido aplicadas no desenvolvimento de nanocarreadores de diferentes compostos. (PASCOLI et al.,
2018; VURRO et al, 2019). E considerada a forma mais simples de sistemas de liberacéo
controlada, capazes de aumentar a eficiéncia e solubilidade dos compostos além de oferecer
protecdo aos compostos bioativos sujeitos a degradacado prematura, atrelados aos beneficios de
biodegradabilidade e biocompatibilidade (PASCOLI et al., 2018).

Varios polimeros naturais e sintéticos, tais como poli-g-caprolactona, quitosana e alginato de
sodio tém sido utilizados no encapsulamento de diferentes compostos levando a formacao de
nanoparticulas de diferentes tamanhos (NURUZZAMAN et al, 2016).Buscando uma melhor
interacao entre as nanocapsulas e o tecido alvo, pesquisadores usam “coatings” superficiais nas
nanoparticulas dando uma carga catioénica (+) ou anibénica (-) ou até mesmo funcionalizando-as
com moléculas especificas que se ligam a receptores celulares. Nanoparticulas revestidas com
quitosana tém desperta a mucosa. Estudos tém demonstrado que as propriedades mucoadesivas
da quitosana ajudam a modelar a liberacao sustentada dos ativos (BERNI-NETO, 2014).

Na aquicultura, a imersao € um dos principais métodos de administracao de medicamentos
ou imunomoduladores aos peixes. No entanto a eficiéncia destes esta diretamente relacionada com
a forma de exposicao aos medicamentos e sua absorcao pelo peixe, que é variavel e dependente
da dose aplicada. O uso de nanocarreadoresmucoadesivos € uma alternativa promissora para
administracdo de medicamentos e imunomoduladores em sistemas de imersdo poraderirem a

superficie mucosa do peixe resultando em pouco efeito residual na agua (SILVA, et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi preparar nanoparticulas poliméricas carregadas com carvacrol
utilizando o polimero biodegradavel poly-¢-caprolactone (PCL) e o biopolimero natural com
propriedades mucoadesivas quitosana,pelo método de nanoprecipitagdo e avaliar o efeito do
encapsulamento na atividade antimicrobiana frente a bactéria Streptococcus agalactiae.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao das nanoparticulas poliméricas e determinacdo da eficiéncia de

encapsulamento

Os experimentos para o preparo das nanoparticulas contendo carvacrol foram realizados na
Central Analitica de Residuos e Contaminantes da Embrapa Meio Ambiente, em Jaguariiina — SP.

Para a obtencao dos sistemas, utilizou-se o método da nanoprecipitagéo descrito por Berni-
Neto, (2014). Primeiramente, foram preparadas duas solug¢des, uma aquosa (acido acético 0,2%
(v/v), quitosana e Tween 80) e outra orgénica (acetona, PCL e carvacrol, no caso das
nanoparticulas carregadas) completamente misciveis. Um volume de 3 mL da fase orgénica foi
adicionado a solucao aquosa (9 mL) via drop wise (gotejamento controlado e continuo) narazédo de
0,5 mL/min sob agitagdo magnética (400 rpm). Manteve-se a agitacdo magnética por mais 15

minutos e submeteu-se a evaporacao do solvente organico sob baixa pressao.

A eficiéncia de encapsulamento (ee%) foi calculada de forma indireta, através da diferenca
da massa de carvacrol adicionada na nanoformulagdo (m total experimental) e a massa presente
na fase aquosa (m fase aquosa). A massa de carvacrol na fase aquosa foi obtida apos a filtragcao
de 500 pl da nanoformulagdo em microfiltros Amicon® ultra-0.5 com corte molecular de 10 kda,
centrifugados a 14.000 rpm, 20° Ce durante 40 minutos. A quantificagdo do carvacrol foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando deteccao por arranjo de diodos em comprimento
de onda de 274 nm. O analito sofreu eluicdo em modo gradiente, iniciando em 50% metanol (grau
HPLC) até 80% em 10 minutos, mantendo-se por mais 3 minutos e retornando ao equilibrio inicial,
totalizando 20 minutos de corrida, a coluna utilizada foi C18, 5 um, 250 x 4,6 mm (Phenomenex),
fluxo 0,800 mL min™ e volume de injecdo de 20 pL. O tempo de retengéo atribuido ao carvacrol foi
de 9,6 minutos. Os ensaios de quantificagdo foram realizados por meio de padronizacdo externa,
utilizando-se uma curva analitica, na faixa de 2,5 a 40 pg mL™". O ensaio foi realizado em friplicata.

2.2. Avaliacao da atividade in vitro contra bactéria causadora infeccoes em peixe

A atividade antimicrobiana de carvacrol isolado e na forma de nanoparticula foi avaliada
pela determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), por meio da técnica da microdiluicao e
pela determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), através da semeadura em placas
de Petri (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATOY STANDARDS, 2003). A
determinacéo da CIM foi realizada em placas de microdiluicio com 96 pocos, dispostos em 12
colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Em cada um dos pocos das placas de microdiluicdo foram
inseridos 100uL de caldo TSB. Em seguida, inseriu-se numa microplaca 100uL da substancia pura
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carvacrol e em outra microplaca carvacrol na forma de nanoparticula para obtencdo da
concentracdo inicial de 0,5 mg mL™" na primeira linha da placa de microdiluicdo. As concentracdes
subsequentes foram obtidas apds diluicdo seriada dos compostos na placa de microdiluicao,
partindo-se da concentracdo inicial de 0,5 mg mL™" (linha A) até 0,0078125 mg mL™ (linha H), pela
transferéncia de 100uL do conteldo ao pog¢o subsequente. Para os pocos da linha H, foram
dispensados 100uL do conteudo, de modo a igualar o volume total de cada pogo. Posteriormente,
foram inseridos 10 pL da suspensédo dos micro-organismos (1,5 x 10” UFC/mL) em todos os pocos.
As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37° C, por 48 horas. A CIM correspondeu a
tltima diluicdo dos 6leos essenciais na qual néo foi verificado o crescimento do micro-organismo
pela adicdo de uma solucdo 0,5% de cloreto,2,3,5-trifenil-tetrazélio (TTC). A revelagcdo de uma
coloracao vermelha na suspenséao indicou que houve crescimento microbiano apds o periodo de
incubacdo. A Concentracao Bactericida Minima (CBM) foi usada para saber qual a menor
concentracao da formulagcado capaz de inibir o crescimento bacteriano visivele foi obtida por meio
da semeadura, em Agar Mueller-Hinton, de aliquotas de 10uL das diluicbes correspondentes da
CIM, o efeito bacteriostatico foi determinado pela auséncia de crescimento nos pogos da placa de
microdiluicdo. Apds a semeadura, as placas de Petri foram incubadas em estufa bacterioldgica a
37°C, por 24h. A CBM foi considerada a menor concentragdo que impediu o crescimento visivel
das bactérias ou permitiu a formagao de até trés Unidades Formadoras de Col6nia (UFC). Foi
realizado controle positivo com adigao de cloranfenicol mais S. agalactiae ao meio TSB e negativo
com meio TSB mais a bactéria em estudo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de preparo das nanoparticulas pelo método da nanoprecipitagao foi baseada
na descrita por Berni-Neto (2014), substituindo-se PCL de peso molecular de 65.000 g mol™,
utilizado pelo autor no encapsulamento da violaceina pelo de peso molecular médio de 10.000 g
mol'.Ebem estabelecido na literatura que fatores como a natureza do principio ativo
(hidrofobicidade/hidrofilicidade), propriedades fisico-quimicas do polimero (relacionados com seu
peso molecular) e a estrutura das nanoparticulas estao intimamente relacionadas com a liberagao
do ativo da nanoparticula. O método de nanoprecipitacao utilizando-se um polimero hidrofébico
(PCL) resulta em elevada eficiéncia de encapsulamento de ativos insollveis em agua como o
carvacrol (MELO, 2011).A opg¢do da quitosana se deu pela sua propriedade de mucoadesao,
devido a sua carga positiva proveniente dos agrupamentos aminas presentes em sua molécula.
Desta forma, a adicdo de quitosana na formulagdo pode proporcionar uma carga superficial positiva
as nanoparticulas, dando a estas propriedades de mucoadesao (SOSNIKet al., 2015).
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Carvacrol foi satisfatoriamente encapsulado nas nanoparticulas de PCL e quitosana,
resultando em eficiéncia de encapsulamento de 69,64+4,42%. Compostos apolares encapsulados
pelo método de nanoprecipitacdo resultam em eficiéncia de encapsulamento maiores que 70%
(MELO, 2011). Sao comparaveis com outros trabalhos que envolvem a nanoprecipitagdo como
método de encapsulamento de ativos (COLA et al, 2016; HAGGAG et al., 2020;SHAABAN,
SHAKER, MADY, 2017).CAMPOS et al. (2018) prepararam nanoparticulas dequitosana
funcionalizadas com ciclodextrina contendo carvacrol e linalol, utilizando o método de gelificacao
ibnica, obtendo 93.9+£0.58% e 86.9+0.9% de eficiéncia de encapsulamento para carvacrol e linalol
respectivamente. Os autores atribuiram a alta eficiéncia de encapsulamentoa hidrofobicidade
destes compostos e a forte afinidade pelo nucleo hidrofébico da nanoparticula ou a cavidade
hidrofébica da ciclodextrina presente neste sistema.

A Figura 2 apresenta os cromatogramas tipicos do carvacrol pela técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de diodos (HPLC-DAD), utilizada para quantificar
a eficiéncia de encapsulamento.
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Figura 2. Cromatogramas tipicos obtidos pela técnica de HPLC-DAD, utilizado para

quantificar do carvacrol. A) amostra e B) padrédo de carvacrol 20 pg mL™"
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O efeito do encapsulamento na atividade antimicrobiana do carvacrol frente a bactéria
Streptococcus agalactiae foi avaliado. Os valores da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos
produtos testados contra S. agalactiaeforam 390,625 pgmL™ e 62,5 pgmL™, respectivamente para
carvacrol isolado e para a forma de nanoparticula (Figura3).
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Figura 3. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da nanoparticula contra
Streptococcusagalactiae, onde C1= 0,0039 mg mL™; C2 = 0,0078 mg mL™"; C3=0,0156 mg mL';
C4=0,03125mg mL":C5 = 0,0625mg mL"'; C6 = 0,125 mg mL":C7 = 0,25 mg mL": C8 = 0,5

mgmL.

Apos observacao do plaqueamento em placas de Agar Mueller-Hintonno teste do CBM,
realizado em triplicata, observou-se que nao houve crescimento da bactéria nas repeti¢cdes, nas
concentracdes 390,625 pg mL™" e 62,5 ug mL™”, respectivamente para carvacrol isolado e para a
forma de nanoparticula, confirmando portanto o efeito bactericida do composto isolado e na forma
de nanoparticula.

Conforme a classificacdo descrita por Freires et al. (2015), a nanoparticula de quitosana
com PCL, contendo o carvacrol,apresentou uma atividade muito forte, com um valor menor de 100

ug mL™”, j& o carvacrol isolado apresentou uma atividade forte com um valor entre 101-500 pg mL™.

A efetividade das nanoparticulas pode ser explicada pela protecao do carvacrol contra sua
rapida volatilizagdo e degradacao, além se ser liberado de forma sustentada das nanoestruturas.
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O resultado alcancado mostrou-se promissor e a proxima etapa do trabalho sera a
realizacdo de estudos in vivo a fim de avaliar a eficiéncia da nanoparticula e validar a tecnologia
em tilapia infectada comS. agalactiae.

A presente pesquisa reforca que estudos adicionais devem ser realizados no ambito da
obtencao de nanoparticulas a fim de alcangar um maior desenvolvimento desta area, de modo que
a eficiéncia de encapsulamento de ativos seja sempre alta. Com isso, podem ser desenvolvidas
novas tecnologias para controle de doencas causadoras de mortalidade e perda de produtividade
na aquicultura. As vantagens desses novos materiais € a diminuicdo do uso de antibibticos

comerciais, maior preservacao ambiental e maior seguranga quanto ao consumo deste alimento.

Os estudos realizados abrem perspectivas para solugcbes mais seguras e eficazes que
empregam compostos de origem vegetal para o controle de doencas em peixe.A nanoparticula
contendo carvacrol possui a vantagem de diminuir a volatilidade do principio ativo, maior efeito
residual por ser de liberagcdo lenta e sofrer menor degradacdo por luz. Além disso, possui

caracteristica de mucoadesao, diminuindo a perda para o ambiente.
4. CONCLUSAO

E possivel sintetizar nanoparticulas de quitosana com PCL apresentando alta eficiéncia de
encapsulamento do carvacrol. A nanoprecipitagdo mostrouser um método adequado para a sintese
destas nanoparticulas que resultaram num aumento da atividade antimicrobiana do carvacrol frente

a bactériaS. agalactiae.
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