162 Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica - CIIC
2022

30 e 31 de agosto de 2022
ISBN: 978-65-88414-07-1

AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DE NANOFORMULACOES EM MICROCRUSTACEO
BIOINDICADOR PARA USO NA PISCICULTURA

Beatriz Cristine Fariano Mendes?, Julia Marrote Ferreira?, Claudio Martin Jonsson3, Marcia Regina
Assalin4, Sonia Claudia do Nascimento de Queiroz®

N°22401

RESUMO - Embora a piscicultura no Brasil se destaque como uma area com grande relevancia
econdmica, a ocorréncia de diversas patologias vem causando muitos impactos negativos na salde
dos peixes e na produtividade. As solugdes convencionais como 0 uso de antibiéticos € um fator
preocupante devido aos impactos ambientais causados nos ecossistemas aquaticos e terrestres,
além da saude humana. Diante disso, se faz necessario a busca de alternativas que sejam menos
prejudiciais aos organismos que fazem parte desses ecossistemas. O presente trabalho relata os
resultados obtidos a partir de testes de toxicidade aguda de amostras de duas nanoformulacdes de
zeina (uma das proteinas derivadas do milho), uma com carvacrol e outra com 6leo essencial de
Piper aduncum, além do branco da nanoformulagéo (isento dos principios ativos). De modo a verificar
a viabilidade do uso seguro de nanoformulac¢des na piscicultura foram realizados bioensaios com
concentracdes estipuladas para avaliar a imobilidade no microcrustaceo, Daphnia magna, que é
considerado um excelente bioindicador. Os testes foram feitos em placas com 12 pocos contendo
5mL de solugdes teste, com um total de 24 organismos em cada placa. Como resultado, observou-
se que a toxicidade da nanoformulacéo contendo carvacrol, diminuiu significativamente quando
comparada com a emulsdo de carvacrol, a qual, em ensaios prévios, foi considerada extremamente
toxica para os organismos testes. Além disso, observou-se diferenca significativa da emulséo de
Piper aduncum com as nanoparticulas de zeina com P. aduncum, porém a toxicidade foi diminuida

poucas vezes.
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ABSTRACT - Although fish farming in Brazil stands out as an area with a great economy, the
occurrence of several diseases causing many impacts on fish health and productivity. Conventional
solutions such as the use of antibiotics is a worrying factor due to the environmental impacts caused
on aquatic and terrestrial ecosystems, in addition to human health. Therefore, it is necessary to search
for alternatives that are less harmful to the organisms that are part of these ecosystems. The present
work reports the results obtained from acute toxicity tests of samples of two zein
nanoformulations(one of the proteins derived from corn), one with carvacrol and another with Piper
aduncum essential oil, in addition to the blank of the nanoformulation (free from active ingredients).
In order to verify the feasibility of the safe use of nanoformulations in fish farming, bioassays with
stipulated concentrations were carried out to evaluate the immobility in the microcrustacean, Daphnia
magna, which is considered an excellent bioindicator. Tests were performed in 12-well plates
containing 5mL of test solutions, with a total of 24 organisms on each plate. As a result, it was
observed that the toxicity of the nanoformulation containing carvacrol significantly decreased when
compared to the carvacrol emulsion, which, in previous tests, was considered extremely toxic to the
test organisms. In addition, there was a significant difference between the Piper aduncum emulsion

and the zein nanoparticles with P. aduncum, but the toxicity was reduced a few times.

Keywords: Nanoformulations, Dapnhia magna, toxicity, pathologies.

1. INTRODUCAO

No Brasil, a piscicultura tem se destacado como uma atividade importante em fungéo do seu
potencial econdmico e de lazer. Segundo Nascimento et al. (2021) assim como em qualquer outro
sistema de producdo intensivo, 0os peixes destinados a piscicultura estdo vulneraveis a diversas
patologias devido a fatores como alta densidade populacional, estresse, baixa qualidade de agua,
como por exemplo, excesso de ambnia, variagbes bruscas na temperatura da 4gua, entre outros.

Para mitigar os problemas causados por patdégenos, € muito comum recorrer ao uso de
antibidticos. Segundo a Fundacdo Oswaldo Cruz (2017), os antibidticos sdo medicamentos
desenvolvidos a partir de bactérias, fungos ou formulagbes sintéticas com a fungdo de combater
microrganismos responsaveis por infec¢des. Atualmente apenas dois antimicrobianos séo aprovados

para uso na aquicultura no Brasil, a oxitetraciclina e o florfenicol (SINDAN, 2018). O uso de
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antibiéticos auxilia no controle da proliferagdo das bactérias patogénicas nas areas de cultivo, com

isso, 0s peixes ficam menos suscetiveis a doencas e proporcionam um aumento da produtividade.

Os antibidticos sdo extremamente eficientes as funcdes designadas, contudo, quando séo
analisados os impactos causados no meio ambiente o cenario muda. Por exemplo, na aquicultura
algumas modalidades de criacdo sdo feitas em ambientes abertos, e 0 uso combinado de
antimicrobianos causa a contaminac¢ao dos cursos d'agua, e por consequéncia favorece a selecao,
e disseminacdo de patdgenos resistentes aos medicamentos, representando uma importante
ameaca a saude publica (REVERTER et al., 2020)

As préticas para reducéo de impacto ambiental na agricultura e, também, em diversos outros
setores vem ganhando cada vez mais espago no mercado nacional, a partir da ado¢do de novas
tecnologias e metodologias, como por exemplo, as boas praticas de manejo, novas
regulamentacdes, substituicdo de substancias nocivas, dentre outras.

Recentemente, tem ocorrido um avanc¢o na area de estudos de potenciais bioativos extraidos
de plantas, principalmente, os que séo provenientes de 6leos essenciais, para serem utilizados no
tratamento de doencas em peixes. Entretanto, para viabilizar o uso dessas substéncias, novas
pesquisas envolvendo o uso de nanotecnologia tém sido avaliadas para protecdo dessas substancias
bioativas da degradacédo e possiveis perdas por evaporacdo. Além disso, a liberacdo gradual dos
compostos do 6leo aumenta seu poder de acdo (GONZALEZ et al., 2014).

As nanoformulacdes também promovem uma maior area especifica, solubilidade e
mobilidade de particulas, o que por consequéncia favorece uma atuacao mais eficiente desses 6leos
quando comparados as praticas convencionais como 0 uso de emulsées.

O carvacrol (Figura 1), é o principal componente ativo nas plantas pertencentes a familia
Lamiaceae, como orégano, tomilho, entre outras. Possui alto potencial de uso na aquicultura para
controle de microorganismos como Streptoccocus agalactiae e Streptoccocus iniae (NING et al.,
2021).
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Figura 1. Formula estrutural do Carvacrol.
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O dilapiol (Figura 2), € o principal constituinte ativo da pimenta-de-macaco (Piper aduncum),

também pode ser encontrado em endros e raizes de erva doce. Esse constituinte é responséavel pelo
controle de Hysterothylacium sp., um endoparasita responsavel por significativas perdas nas

criacdes de varias espécies de peixes (CORRAL et al., 2018).
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Figura 2. Férmula estrutural do Dilapiol.

As nanoparticulas de zeina sao constituidas por proteinas presentes no milho (Zea mays)
gue favorecem a solubilidade dos 6leos essenciais em mais de dez vezes, fato que ndo faz com que
ela perca uma caracteristica muito importante, que € de ser antioxidante. Um exemplo do seu uso foi
descrito por Abdelsalam et al. (2021) onde a quebra de nanoparticulas contendo os compostos
fendlicos, timol e carvacrol, liberados lentamente, ocasionaram a reducdo da proliferacao de
Escherichia coli, um patégeno causador de doencas na criacao de peixes.

O uso do microcrustaceo de agua doce Daphnia magna (Figura 3), em bioensaios, é
corroborado devido a sua alta disponibilidade anual, baixo custo de criagdo, alta taxa de reproducéo
e ocorréncia universal, formando um elo muito importante para a cadeia alimentar. Além disso, ha
geralmente uma maior sensibilidade de D. magna para testes de curta e longa duracdo quando
comparada aos demais invertebrados aquaticos e peixes (ADEMA, 1978). A D. magna é altamente
sensivel em baixas concentracfes de produtos quimicos, nesses tipos de testes, € um notorio
bioindicador da qualidade do ambiente aquatico.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade de nanoformulagbes contendo
carvacrol e 6leo de Piper aduncum através da observagdo da imobilidade da D. magna frente a
diferentes concentracdes destes nanomateriais. Os dados obtidos poderdo auxiliar no
estabelecimento de padrées de qualidade da agua e normas de manejo desses nanomateriais na

piscicultura de modo a proteger provaveis impactos nas comunidades aquaticas.
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Figura 3. Neonato de Daphnia magna. Fonte <Arman et al. (2016)>

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Teste

Para a realizacdo dos testes ecotoxicoldgicos foram utilizadas duas nanoformulagdes de
zeina, uma contendo carvacrol (principio ativo) e outra contendo o 6leo essencial de Piper aduncum,
bem como o branco da nanoformulacéo (isento dos principios ativos). Em trabalhos anteriores foram
avaliadas atividades ecotoxicold6gicas das emulsdes de carvacrol (dados ndo publicados) e Piper
aduncum (MIURA et a.l, 2021), obtidas utilizando Tween 80 (1 g/ L ~1). Nanoparticulas de zeina
foram preparadas pelo método de precipitacao anti solvente. A concentracdo final de carvacrol e

Piper aduncum nas solugdes teste das nanoformulagfes foi de 5 mg/mL.

2.2 Organismo Teste

Espécimes de Daphnia magna foram cultivadas em 4 aquarios de dimensdes iguais a 40 x
25 x 15 cm, com &gua reconstituida formada por solugdo 1 (Cloreto de célcio dihidratado e agua
bidestilada ou de osmose reversa), solucdo 2 (Cloreto de potassio, sulfato de magnésio
heptahidratado, bicarbonato de sédio e dgua destilada ou de osmose reversa), solucdo A (EDTA
dissodico dihidratado, sulfato ferroso, acido boérico, cloreto de manganés tetrahidratado, cloreto de
estroncio hexahidratado, brometo de potassio, molibdato de amonio tetrahidratado, sulfato de cobre
pentahidratado, sulfato de zinco heptahidratado, cloreto de cobalto hexahidratado, iodeto de
potassio, selenito de sédio e agua bidestilada ou de osmose reversa), solucdo C (Silicato de sédio,
nitrato de sodio, fosfato de potassio monobasico ou dihidrogenofosfato de potassio fosfato de
potassio dibasico ou monohidrogenofosfato de potassio e agua bidestilada ou de osmose reversa) e
solucéo D (Tiamina, biotina e agua bidestilada ou de osmose reversa) (JONSSON; MAIA, 1999), com

caracteristicas fisico-quimicas de pH 7,6, condutividade 0,37 ms.cm™ e dureza total 111,2 mg de
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CaCOs.Lt. A agua reconstituida foi trocada nos aquarios duas vezes por semana. Os pequenos

crustaceos foram mantidos em sala climatizada sob temperatura controlada a 20 + 2°C, luminosidade
de ~1000 luz, com alimentacéo diaria de microalgas da espécie Pseudokirchneriella subcapitata.
Para realizacdo desses testes foram utilizados os individuos com tempo de vida inferior a 24 horas,

denominados neonatos.

2.3 Delineamento Experimental

Os testes foram realizados em placas de poliestireno contendo 12 pogos por placa, com
dois neonatos de D. magna, totalizando 24 organismos por concentracao-teste. Os neonatos foram
retirados dos aquérios (com &agua reconstituida, especifica e ja estabelecida a criagdo desses
organismos) e inseridos nos pocos. As placas foram preparadas contendo as concentracdes
avaliadas para cada amostra, com um volume final de 5 mL de solug&o-teste (amostras) e o controle.

Ensaios preliminares foram realizados previamente nas concentracdes de 100, 10, 1,0,1 e
0,01 mg/L dos materiais-teste de modo a selecionar a faixa a ser usada nos testes definitivos. Os
microcrustaceos foram submetidos as condigcbes mencionadas previamente de luminosidade e
temperatura, e foram alimentados somente antes da realizacdo do experimento. Com o0 uso de um
equipamento de contagem de colbnias, a imobilidade foi registrada visualmente a cada 24h durante

um periodo de 48h (CASTRO et al., 2018).

2.4 Andlise de dados

A concentragdo efetiva média (+ intervalo de confianga 95%), ou seja, a que provocou 50%
de imobilidade na populagdo durante o periodo do teste (CE50-48h), foi determinada através do
modulo Probit Analysis contido no programa the Statgraphics Centurion XVII version 1.17.04
(STATGRAPHICS19 CENTURION, 2022). Diferencas significativas entre os valores de CE50-96h foram

consideradas (p<0,05) quando os intervalos de confianga ndo se sobrepem (BEJGARN et al., 2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados da Tabela 1, foi possivel demonstrar que o branco das
nanoparticulas de zeina se comportou como “praticamente nao tdxico”, e que o valor de CE50-48h
foi superior a 100 mg/L. O carvacrol, ou 2-metil-5-1-metiletilfenol, € um monoterpeno que possuli
vasta gama de bioatividades (teis como atividades antimicrobianas, antioxidantes e

anticancerigenas. Acredita-se que a atividade se da em func¢do da ruptura da membrana das
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bactérias. Além disso, possui eficiéncia em tratamentos de fungos e inibe a producéo de biofilmes
(SHARIFI-RAD et al., 2018).

Na piscicultura, as dietas enriquecidas com carvacrol reduzem a mortalidade relacionada a

doencas bacterianas, proporcionando assim maiores taxas de sobrevivéncia em peixes. Por isso, é
um complemento fundamental para a produc¢éo aquicola (SILVA et al., 2021).

A ordem de toxicidade para o organismo testado foi da mais toxica para a menos téxica na
seguinte ordem: emulsdo carvacrol, emulsdo P. aduncum, nanoparticulas de zeina com carvacrol, e
nanoparticulas de zeina com P. aduncum. Pode-se notar que a emulsédo de carvacrol demonstrou
ser extremamente toxica para D. magna segundo a classificagdo da (EPA, 2022), entretanto a sua
toxicidade foi aproximadamente 4.600 vezes menor quando o composto foi encapsulado em

nanoparticulas de zeina.

Tabela 1. Imobilidade de Daphnia magna frente as emulsées e nanoformula¢des de carvacrol e éleo de Piper

aduncum.
Amostra CE50* 24h mg/L CE50 48h mg/L
Emulséo carvacrol 0,0020 (0,0017 - 0,0023) 0,0018 (0,0015 - 0,0021)
Emulsao P. aduncum 13,4475 (11,3873 - 16, 5746) | 6,8002 (5,7733 - 8,2902)
Brz,inco nanoparticulas de > 100 > 100
zeina

Nanoparticulas de zeina 12,4848 (10,6347 - 15,0463) |8,2933(6,8917 - 10,1991)
com carvacrol

Nanoparticulas de zeina 12,1944 (10,1468 - 16,5285) | 10,7862 (8,6075 - 15,1713)
com P. aduncum

*CES0 é a concentracdo efetiva média, com intervalo de confianca 95%, entre parénteses, para os periodos
de 24 e 48 horas.

Piper aduncum é uma planta nativa da regido amazoénica que se destaca por sua ampla acao
terapéutica, contra fungos, dores de estdbmago, reumatismo, febre e infeccdo. Por isso, 0 seu uso
vem sendo estudado na piscicultura. Além disso, a emulsdo de P. aduncum foi obtida através de
estudos anteriores (MIURA et al., 2021).

Observou-se diferenca significativa (p<0,05) entre os valores de CE50-48h da emulsdo P.
aduncum e sua formulacdo em nanoparticulas de P. aduncum (zeina) porém a toxicidade do ativo
foi diminuida, somente, em aproximadamente, 1,6 vezes. Sugere-se que essa reducdo de toxicidade

seja devido a nanoformulagéo liberar de forma gradual os compostos ativos presentes.
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4. CONCLUSAO

Foi constatada néo toxicidade das nanoparticulas de zeina, podendo ser este hanomaterial
utilizado como veiculo no encapsulamento dos compostos bioativos estudados, assim como, em
futuros estudos com D. magna como organismo-teste. A toxicidade do carvacrol foi altamente
reduzida quando este composto se encontra na forma nanoencapsulada, sendo assim uma
estratégia interessante relacionada ao potencial de uso na piscicultura para a reducédo de efeitos
adversos em organismos nao-alvo.

Ambas nanoformulagdes estudadas podem ser consideradas de uso promissor na
piscicultura visto que demonstraram ser moderadamente a levemente toxicas. Os resultados do
presente estudo sd@o Uteis para delinear estudos a um maior prazo de exposicdo com D. magna,
assim como, para integrar com dados de ensaios realizados com outros bioindicadores. Isto
contribuiria para o estabelecimento de concentracfes seguras em sistemas intensivos para a

producao de peixes e de suas regides de entorno.
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