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RESUMO

Polimeros naturais como alginato e quitosana sdo bastante explorados para a
encapsulacdo de ativos por serem biodegradaveis, biocompativeis e capazes de
responder a estimulos externos, como a variagcdo do pH. Neste trabalho, esses
polimeros foram utilizados para encapsular 6leo essencial de bergamota (OEB) para o
tratamento de carrapatos (Rhipicephalus microplus) em ruminantes por via oral. O OEB
livre apresentou alta agao acaricida em teste in vitro com fémeas ingurgitadas da
espécie Rhipicephalus microplus, eliminando 99,7 % destas na concentragcdo 6 %
(m/V). O (R)-Limoneno, um dos componentes majoritarios do OEB, demonstrou
eficiéncia ainda maior, com 90,7 % a 1 % (m/V) e 100 % a partir da concentragéo 4 %
(m/V). Esses resultados sdo promissores para o desenvolvimento de um tratamento
com ativos naturais, algo completamente inédito do que esta sendo ofertado
comercialmente nesse ramo. O preparo das capsulas foi feito pelas técnicas de
gelificagdo ionotropica e coacervagao complexa e seus parametros experimentais
foram estudados. Avaliou-se dois tipos de agentes reticulantes (M), Fe3* e Cu?* e a
proporgao entre alginato/quitosana e entre alginato/M"*. Capsulas com formato esférico
e resisténcia mecanica foram obtidas com Fe3*, 5:1 (m/m) alginato/quitosana e 1:0,05
(m/mol L") alginato/Fe3*. As capsulas apresentaram eficiéncia de encapsulagdo de 73
% (m/m) de OEB encapsulado. A matriz polimérica foi exposta ao pH 6,8 por 24h e pH
2 por 2h simulando as condi¢bes de pH encontradas no rumen e no abomaso,
respectivamente. O perfil cinético de liberacdo do OEB foi avaliado pelas equacodes de
ordem zero, primeira ordem e Korsmeyer-Peppas, em ambos os meios. A liberagao do
OEB foi mais rapida em pH 2 do que em pH 6,8, comprovando que o sistema proposto
€ responsivo ao pH. Vale ressaltar que a matriz polimérica n&o perdeu a integridade
apdés nenhum dos testes deliberagcdo em fungcdo do pH, evidenciando a coesdo da
matriz polimérica das capsulas. As capsulas também foram avaliadas pelo teste in vitro
de digestédo ruminal, nas quais foram colocadas em contato com liquido ruminal por 24
h. Depois desse periodo, foi detectado que 87 % das capsulas foram digeridas pelos
microrganismos e bactérias presentes no rumen. No entanto, cabe destacar que o teste
foi feito em condigcbes extremas e que as capsulas foram desenvolvidas para passagem
direta do rumen para o abomaso.

Palavras-chave: microcapsulas, 6leo essencial de bergamota, acaricida, carrapato
bovino, pés-rumen, cinética de liberagao.



ABSTRACT

Natural polymers such as alginate and chitosan are widely explored for the encapsulation
of actives because they are biodegradable, biocompatible and able to respond to external
stimuli, such as pH variation. In this work, these polymers were used to encapsulate
bergamot essential oil (BEO) for the oral treatment of ticks (Rhipicephalus microplus) in
ruminants. The free BEO showed high acaricidal action in an in vitro test with engorged
females of the Rhipicephalus microplus species, eliminating 99.7 % of these at a
concentration of 6 % (m/V). (R)-Limonene, one of the major components of BEO, showed
even greater efficiency, with 90.7 % at 1 % (m/V) and 100 % from 4 % concentration
(m/V). These results are promising for the development of a treatment with natural
actives, something completely unprecedented in what is being offered commercially in
this field. The capsules were prepared using ionotropic gelling and complex coacervation
techniques and their experimental parameters were studied. Two types of crosslinking
agents (Mn*), Fe3* and Cu?*, and the ratio between alginate/chitosan and between
alginate/Mn* were evaluated. Capsules with spherical shape and mechanical resistance
were obtained with Fe3*, 5:1 (m/m) alginate/chitosan and 1:0.05 (m/mol L") alginate/Fe3*.
The capsules showed encapsulation efficiency of 73 % (m/m) of encapsulated BEO. The
polymeric matrix was exposed to pH 6.8 for 24 h and pH 2 for 2 h simulating the pH
conditions found in the rumen and abomasum, respectively. The kinetic profile of BEO
release was evaluated by zero order, first order and Korsmeyer-Peppas equations, in
both media. BEO release was faster at pH 2 than at pH 6.8, proving that the proposed
system is pH responsive. It is noteworthy that the polymeric matrix did not lose its integrity
after any of the deliberation tests as a function of pH, evidencing the cohesion of the
polymeric matrix of the capsules. The capsules were also evaluated by the in vitro test of
ruminal digestion, in which they were placed in contact with ruminal liquid for 24 h. After
this period, it was detected that 87 % of the capsules were digested by microorganisms
and bacteria present in the rumen. However, it should be noted that the test was carried
out under extreme conditions and that the capsules were developed for direct passage
from the rumen to the abomasum.

Keywords: microcapsules, bergamot essential oil, acaricide, bovine tick, post-rumen,
release kinetics.
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1. INTRODUGAO

Encapsulagao consiste em recobrir determinadas substancias com uma pelicula
protetora, geralmente uma parede polimérica. Esse processo permite a conservagao
das caracteristicas intrinsecas do material aprisionado ao protegé-lo de interagir e/ou
reagir com outras substancias presentes no ambiente. Essa técnica € comumente
empregada para encapsular ingredientes ativos como medicamentos, cosméticos,
suplementos alimentares, fragrancias, dentre outros'4.

Além da conservacao do material encapsulado, um dos grandes objetivos dessa
técnica ¢é a liberagao do ativo em locais e momentos desejados. Isso ocorre por meio
de estimulos especificos, como alteragcdo no pH, temperatura, biodegradagédo ou
ruptura mecénica por exemplo. Nesse caso, as capsulas sdo desfeitas ou
modificadas, desencadeando a liberagao do material aprisionado na matriz polimérica,
controladamente*%. Em muitas aplicagbes, essa liberacdo localizada permite a
reducdo da quantidade total de ingredientes ativos que devem ser administrados para
atingir o efeito esperado, o que auxilia na diminuigdo de custos e potenciais efeitos
colaterais, sendo uma caracteristica benéfica em aplicagdes farmacéuticas*.

Uma combinagado de polimeros que vem sendo amplamente estudada para
encapsulacéo de ativos € alginato de sodio e quitosana, por serem materiais oriundos
de fontes naturais, biodegradaveis, biocompativeis e capazes de reagir em condi¢des
brandas”™'°. As aplicagbes envolvendo esses polimeros sdo inimeras, dentre elas a
entrega de medicamentos'’, encapsulagdo de proteinas'?, imobilizagdo de enzimas™ e
preparo de curativos para queimaduras'4. Este projeto estudou uma aplicagao ainda
nao explorada: a criagdo de um possivel sistema inerte a degradagao ruminal para
administragcdo via oral em bovinos. Na literatura, publicacbes envolvendo essa
finalidade sdo escassas devido ao complexo sistema digestivo apresentado por esses
animais.

Os bovinos foram escolhidos como alvo desse trabalho devido a suma
importancia da bovinocultura no pais. Atualmente, o Brasil conta com mais de 224
milhdes de cabecas de gado'™ e é considerado um dos maiores produtores e
exportadores de carne bovina do mundo’®. Dessa forma, aplicagbes visando melhorias

na qualidade de vida e produtividade desses animais s&o assuntos de grande interesse.
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Os bovinos possuem quatro estémagos (rimen, reticulo, omaso e abomaso)'’:'8,
O rumen, que € o primeiro estomago, € composto por milhares de microrganismos e
bactérias'® que podem destruir ou modificar substancias administradas via oral. Para
passar inerte pelo rumen, o ingrediente ativo deve ser protegido da atividade microbiana
ruminal. Anderson e Minn?® desenvolveram um sistema estavel ao rimen revestido com
um polimero sintético sensivel ao pH, comercializado como Smartamine®. Ao passar
do rumen para o abomaso, a diferenca de pH, de aproximadamente 5,5 — 6,8 para 2,
faz com que o sistema libere aminoacidos essenciais que serao posteriormente
absorvidos pelo intestino 8.

A matriz polimérica escolhida para este projeto também €& estimulo responsiva
ao pH e, diferentemente do produto Smartamine®, é composta por polimeros naturais.
O alginato possui presenga de cargas negativas em pH maiores que o pKa dos grupos
carboxilicos presentes nas suas cadeias de acidos manurdnico e gulurénico, 3,38 e
3,35, respectivamente. E a quitosana possui cargas positivas em pH menor que o pKa
de seus grupos aminas, que € 6,5%". Os dois polimeros interagem entre si por interagéo
eletrostatica, onde usualmente a quitosana é usada como uma camada externa de
protecdo as capsulas de alginato. E de se esperar que em meio neutro (pH ~ 7), a
insolubilidade da quitosana auxilie na conservagao das caracteristicas das capsulas e
impeca a desestabilizagao do gel. E, em meio acido, a camada protetora de quitosana
€ desfeita, o que permite o intumescimento das cadeias de alginato e,
consequentemente, liberagdo do material encapsulado. Essas caracteristicas sao
desejadas para o desenvolvimento de um sistema que libere seu conteudo em pH < 2,
que é o pH do abomaso.

O desenvolvimento de um sistema de entrega pés-ruminal eficaz permitiria a
implementacdo de alguns avancgos significativos na nutricdo e saude animal em
ruminantes'®22. Além de abrir margem para o desenvolvimento de outras aplicagées,
como um método alternativo para o tratamento de carrapatos (Rhipicephalus
microplus). Atualmente, os métodos de controle disponiveis no mercado e comumente
utilizados contra esse ectoparasita sao injetaveis, pulverizagdes/banhos e pour-ons,
sendo os dois Ultimos de administragédo epidérmica?s.

Os tratamentos atuais para infestacao de Rhipicephalus microplus comumente
fazem uso de ativos sintéticos. A maioria dos produtos usados apresentam alta
toxicidade, podendo deixar residuos quimicos em alimentos e no meio ambiente, o que

representa um alto risco para a satide humana, animal e ambiental?3-2%. Dessa forma,
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a busca por métodos menos agressivos de controle para esse ectoparasito torna-se
cada vez mais necessaria®.

A troca da aplicagao do tratamento por via oral diminui o risco de contaminagao
ambiental, pois 0 medicamento é aplicado em doses controladas e ndo sob a pele do
animal. Uma outra possibilidade para tornar o método menos agressivo € a substituigao
dos ativos comerciais sintéticos por ativos naturais, o que reduz a contaminagao da
saude humana e animal, pois um ativo natural, comumente, apresenta baixa toxicidade,
oferencendo um risco a menos para o aplicador e para o animal. Nesse caso, uma
promissora opcao sado os Oleos essenciais (OE), conhecidos por apresentarem
atividades inseticidas, bactericidas, pesticidas e repelentes?’-2°, o que os torna fortes
candidatos a apresentarem atividade acaricida em Rhipicephalus microplus.

Alguns OE de frutas citricas foram relatados pela sua atividade acaricida?’2%:3,
principalmente os que possuem limoneno como componente majoritario. O OE
escolhido neste trabalho foi o 6leo essencial de bergamota (OEB), pois possui limoneno
como um dos componentes majoritarios e, recentemente, também foi usado em
trabalho anterior do Laboratério de Parasitologia Clinica Veterinaria (LPCV), sob
orientagao do prof. Dr. Marcelo Molento. Garbin3' utilizou OEB para tratar endoparasitas
em ruminantes e obteve bons resultados, o que nos levou a questionar se este OE
também serviria para tratar ectoparasitas.

Este projeto de mestrado, entdo, se propOds a desenvolver capsulas estimulo
responsivas ao pH com liberagdo de OEB visando o tratamento de ectoparasitas em
ruminantes. As caracteristicas do sistema proposto também permitem a sua aplicagao
em finalidades diferentes, como encapsulacado de outros ativos bem como seu uso em

sistemas digestivos menos complexos.



23

2. OBJETIVOS
2.1.1 Objetivo geral

Estudar a acdo acaricida do OE de Citrus aurantium bergamia (bergamota),
encapsula-lo em uma matriz de alginato e quitosana e avaliar a estabilidade do sistema

frente as condigdes ruminais.
2.1.2 Objetivos especificos

a) Determinar a eficacia e a agao acaricida do OEB com fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus por meio de testes in vitro.

b) Obter capsulas de alginato e quitosana contendo o OEB.

c) Caracterizar as capsulas formadas.

d) Avaliar a estabilidade das capsulas em solu¢gdes tampdes simulando o pH
encontrado no rumen (pH 5,5 — 7,0) e no abomaso (pH < 2).

e) Avaliar a estabilidade das capsulas em liquido ruminal coletado de ruminantes

(teste in vitro digestao ruminal).
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 TECNICAS DE ENCAPSULAGAO

A encapsulagdo de ativos é feito por meio de diversas técnicas, sendo a
gelificagdo ionotrépica e a coacervagdo complexa duas metodologias amplamente
utilizadas, devido a simplicidade e baixa geragdo de residuos em seus processos®32. A
gelificagao ionotropica se baseia na capacidade de polimeros polieletroliticos fazerem
ligagbes cruzadas na presencga de contra ions para formar hidrogéis® e a coacervagéo
complexa se baseia na interagao entre polieletrolitos de cargas opostas?'.

Na gelificagao ionotropica, os hidrogeis podem ser obtidos pelo gotejamento de
uma dispersao polimérica em uma solugdo aquosa com cations multivalentes. Dessa
forma, os cations se difundem para dentro da gota polimérica e, por ligagdes cruzadas,
ha a formagdo de uma esfera de hidrogel (beads), uma estrutura formada pela
reticulacdo das cadeias do polimero na presenga dos contra-ions. Nesse processo,
fatores como concentragao dos polimeros, temperatura, tempo de reticulagdo, massa
molar dos polimeros, concentragao do agente reticulante e pH podem afetar a formacao
dos beads®3.

Para a liberacdo do conteudo das esferas de hidrogel € necessario um
relaxamento das ligagdes cruzadas formadas, o que pode ocorrer quando os beads séo
expostos a substancias com forte afinidade pelo ion reticulante, de modo que essas
substancias retiram o ion da matriz polimérica, desestabilizando o hidrogel. Outro
meétodo de liberacdo € a exposicdo dos beads a solugbes com altas concentragdes de
cations nao-reticulantes, nas quais os ions presentes na matriz sdo substituidos por
ions que desestabilizam o hidrogel®33.

A coacervagao complexa é uma técnica que envolve a combinagdo de duas
dispersdes poliméricas com cargas opostas que resultam na interacdo eletrostatica
entre os polimeros e formacdo de um complexo com solubilidade reduzida. Quando
esse complexo é formado, ha uma separacéao de fases, na qual a fase rica em polimeros
(complexo polieletrolitico) coalesce sobre a outra (menos rica), formando um
revestimento continuo e dando origem a parede da microcapsulas?34,

Como as capsulas formadas nessa técnica sao resultados de interacdes
eletrostaticas, a liberacdo de seu conteudo ocorrera quando essas interagdes forem

desestabilizadas. Isso geralmente acontece quando a matriz polimérica é exposta a pH
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em que as interagdes polieletrolito-meio sdo mais favoraveis do que polieletrélito-
polieletrélito.

Para aplicagdo médica e biolégica de sistemas de liberagdo modificada, é
necessario que o material utilizado na encapsulagao apresente baixa toxicidade e alta
biocompatibilidade. Tendo isso em vista, a combinacdo de biopolimeros naturais tem
sido preferida no lugar de polimeros sintéticos devido suas caracteristicas promissoras
e com efeito toxicoldgico minimo3°.

Uma combinagao que vem sendo estudada é a utilizagdo de alginato de sédio e
quitosana. Isso ocorre devido a capacidade do alginato em gelificar na presenca de
cations polivalentes e da possivel interagao eletrostatica entre os dois polimeros em pH
adequado’3637, Em comparagdo com as capsulas feitas somente com alginato, a
incorporagao da quitosana auxilia no aumento da resisténcia mecéanica das capsulas e
dificulta a difusdo do material encapsulado por formar uma barreira adicional de
protecdo 38. Ao utilizar esses dois polimeros, ocorre uma combinagdo das técnicas de
gelificagéo ionotrépica e coacervagao complexa. Essa combinagao pode ser obtida em
uma unica etapa, por meio do gotejamento de uma dispersdo de alginato em uma
solugao contendo quitosana e cations polivalentes ou por duas etapas (layer by layer),
de modo que a dispersao de alginato € gotejada primeiramente em uma solugédo com
cations e posteriormente os beads formados s&o colocados em uma disperséo de
quitosana.

O ajuste do pH se faz necessario para garantir a interagédo eletrostatica entre o
alginato e a quitosana, que ocorre quando os grupos carboxilicos do alginato estao
desprotonados, ou seja, negativamente carregados (COO") e os grupos aminos da
quitosana estdo protonados, apresentando carga positiva (NH3*). Para o alginato, a
presenca das cargas negativas ocorrem em pH maiores que o pKa dos grupos
carboxilicos presentes nas cadeias dos acidos manurdnico e gulurénico, 3,38 e 3,35,
respectivamente e, para a quitosana, a presencga de cargas positivas ocorrem em pH
menor que o pKa dos grupos aminas, que é 6,52'. Dessa forma, para o preparo das
capsulas em uma unica etapa, a solugao contendo quitosana e o cation reticulante deve

ter o pH ajustado na faixa entre 4 e 4,5.
3.2 ALGINATO DE SODIO

O alginato € um polimero natural extraido de algas marrons pelo tratamento com

solugdes alcalinas, como hidroxido de sodio (NaOH). Em virtude da sua
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biocompatibilidade, baixa toxicidade, baixo custo e gelificagdo moderada pela adicao
de cations bivalentes (exemplo: Ca?*), o alginato é tipicamente usado em aplicagdes na
area da saude. Principalmente na forma de hidrogéis para revestimento de sistemas de
liberacdo controlada de medicamentos, curativos, transplantes de células na
engenharia de tecidos, administragao oral, dentre outros. Outra grande vantagem do
uso do alginato sdo as reagdes em condicbes brandas e sem o uso de solventes
organicos3®#'. Em relagao as suas caracteristicas quimicas, o alginato & um copolimero
linear anidnico, composto por blocos de acido a-L-gulurénico (Bloco G) e acido B-D-

manurénico (Bloco M) unidos por ligagao 1,4-glicosidicas, conforme Figura 1.

Figura 1. a) Estrutura molecular do acido 3-D-manurénico (Bloco M). b) Estrutura molecular do a-L-
gulurdnico (Bloco G). c) Exemplo aleatério de uma cadeia de alginato.
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FONTE: Adaptado de Lee et al., (2012)3°.
A estrutura basica do alginato consiste em unidades lineares nao ramificadas de

mondmeros que podem estar dispostos em sequéncia consecutiva de acido gulurdnico,
uma consecutiva de residuos de acido manurdénico e/ou uma sequéncia alternada entre
eles. O arranjo e a proporgdo dos monémeros sao dependentes do tipo de extracao e
da fonte de alginato, o que determina sua massa molar, suas propriedades fisicas e de
estruturas derivadas desse polimero3839,

Uma das caracteristicas mais interessantes do alginato consiste em sua
capacidade de gelificar na presenca de cations multivalentes. Para cations divalentes,
essa gelificagdo ocorre pela formagao de ligagdes cruzadas entre os cations e as

hidroxilas (OH) e carboxilatos (COO) do Bloco G e pela interagcéo entre estes blocos e
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os Blocos G de cadeias adjacentes, levando a formagédo de uma estrutura conhecida

como egg-box, o que caracteriza um hidrogel forte, rigido e poroso (Figura 2)124042,

Figura 2. Estrutura egg-box formada na interacdo entre o acido gulurénico e o cation Ca?*.

FONTE: Paques et al., (2014)4?

As caracteristicas do hidrogel formado dependem da concentragdo e afinidade
dos cations com as cadeias de alginato, bem como da propor¢éo e ordem sequencial
dos monémeros M e G. Isto porque a estrutura egg-box ocorre pela interagao
preferencial com o Bloco G do polimero para cations divalentes3:3943, Essa interagéo
preferencial ocorre devido a existéncia de um vazio formado quando duas regiées de
Blocos G estao alinhadas, por possuir dimensdes ideais para interacdo com ions
divalentes, conforme pode ser observado na Figura 1c'2.

Ja para cations trivalentes, como Fe3* ou AlI**, o mecanismo de reticulacdo ainda
nao esta definido. O que é de comum acordo entre os autores € que a interagao do
cation com o alginato ndo ocorre somente com o Bloco G, mas também com o Bloco
M. E que o tipo de estrutura formada é diferente do modelo egg-box, o qual € formado
num plano bidimensional. Alguns autores acreditam que a interagdo de cations
trivalentes com o alginato leva a formagdo de uma estrutura tridimensional3344-46,
Dessa forma, o hidrogel formado por cations trivalentes tem aspecto mais denso e

compacto, sendo mecanicamente mais rigido.
3.3 QUITOSANA

A quitosana € um polissacarideo obtido pela N-desacetilagdo parcial (= 40 %) ou
total da quitina, que é um polissacarideo natural de grande importancia, pois €

sintetizada por um enorme numero de organismos Vivos e € o segundo polimero mais
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abundante no mundo, atras apenas da celulose. Na natureza, a quitina esta presente
como componente estrutural de exoesqueletos de artropodes ou nas paredes celulares
de fungos e leveduras, exercendo como principal fungéo a resisténcia mecanica desses
organismos?047,

O processo de desacetilacdo parcial da quitosana consiste na transformacgao de
uma parte dos grupos acetamidas (NHCOH3) presente na quitina em aminas (NHz). A
presenca dos grupos amino, em contraste com a quitina, permitem a solubilidade da
quitosana em meios acidos devido a protonagao desses grupos (formando NHs*). Além
disso, a quitosana é um polimero biocompativel, biodegradavel, ndo téxico e com
atividade biocida, o que torna esse polimero um forte candidato para aplicagdes
alimenticias e farmacéuticas36-4.

A quitosana pode apresentar diferentes graus de desacetilacédo (GD) devido as
variaveis presentes no processo, como temperatura, tempo de reagado e concentragao
da solucao alcalina, por exemplo. Os GD podem influenciar na solubilidade do polimero
em meio acido, no preparo de derivados de quitosana e na solubilidade desses
derivados*’. Em relagdo as suas caracteristicas quimicas, a quitosana € um copolimero
linear composto por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucose e 2-amino-2-desoxi-

D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas B(1->4), conforme evidenciado na Figura 340.

Figura 3. Estrutura molecular da quitosana.
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FONTE: Adaptado de Dutta et al., (2004)*.

3.4 TRATO DIGESTIVO RUMINANTES

Os ruminantes (ex. bovinos, ovelhas, caprinos, girafas, dentre outros),
apresentam quatro estémagos: reticulo, rumen, omaso e abomaso (Figura 4). O

alimento é ingerido, mastigado e enviado para o rumen e o reticulo por intermédio do
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es6fago, onde é regurgitado para cavidade oral, sendo novamente mastigado. Esse
processo recebe o nome de ruminagdo e € caracteristico de ruminantes. O bolo
alimentar sofre a primeira digestdao fermentativa no rumen e, apés a ruminagao, €&
conduzido para o omaso. Este é responsavel por filtrar particulas maiores e absorver
agua. Em seguida, o restante € transportado para o abomaso, responsavel pela
digestao enzimatica do alimento819,

O rumen, primeiro estbmago desses animais, € uma camara fermentativa
composta por um ambiente anaerdbico com milhares de microrganismos e bactérias.
Esse estdbmago € responsavel pela digestdo da celulose, hemicelulose, amido,
proteinas e lipideos''. A composicdo do rumen dificulta a criagdo de
medicamentos/suplementos via oral devido a necessidade de protecao das substancias
frente a esse ambiente. Outra dificuldade encontra-se na série de pHs distintos ao longo
do percurso pelo trato digestivo. Comegcando em pH 5,5 — 7,0 no reticulo e rumen,
passando para 2,0 — 3,0 no abomaso e 7,0 — 8,0 no intestino'®1922, Além disso, para
criacdo de um produto que libere seu conteudo depois do rumen, € necessario que este
seja menor que 2 mm?°, Esse tamanho permite a passagem direta do rimen para o
abomaso sem ser retido pelo reticulo. Ao passar direto pelo rumen, o produto também
passa isento pelo processo de regurgitacdo e, com isso, evita ser destruido nesse

processo.

Figura 4. llustragédo do trato digestivo de ruminantes.
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FONTE: Adaptado de Millen e colaboradores?®.
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3.5 OLEOS ESSENCIAIS E SUA AGAO ACARICIDA EM RHIPICEPHALUS
MICROPLUS

Os OE sao metabolitos secundarios de plantas e desempenham funcgdes
ecologicas importantes para sua protegdo contra herbivoros e patdgenos, além de
servir para a atragdo de polinizadores através da cor, aroma e sabor*®%. OE sio
liquidos limpidos, volateis e com forte odor, que podem conter diversos componentes
em concentracgdes variadas, formando um complexo natural de substancias lipofilicas®’.
Nesse complexo pode existir a presenca de mais de um ativo quimico, tornando os OE
candidatos interessantes para o desenvolvimento de fitoterapicos acaricidas®’.

Um ectoparasita que carece de um tratamento com ativos naturais é o
Rhipicephalus microplus, visto que a maioria dos tratamentos comerciais disponiveis
fazem uso de ativos sintéticos®%°3. Esses ativos sdo geralmente tdxicos e sua aplicagao
indiscriminada e prolongada pode levar a consequéncias indesejadas como o
desenvolvimento de carrapatos resistentes aos acaricidas utilizados?3. Dito isso, 0 uso
dos OE pode auxiliar nesse problema de resisténcia. Isso devido a sua composicao,
que pode ter diversos componentes majoritarios e até mesmo mais de um com
potencial atividade acaricida®?°3. Essa caracteristica difere os OE da maioria dos
tratamentos acaricidas comerciais, que fazem uso de um UuUnico ativo em sua
Composicao.

No Brasil, as infestagcbes desse ectoparasita trazem grandes prejuizos
econdmicos. Os valores séo estimados em US$ 3 bilhdes anuais®* e estdo relacionados
aos danos causados no animal, como perda de peso, reducdo na producao de leite e
leses na pele?3. O prejuizo econdémico também pode ser atribuido aos inimeros gastos
realizados pelos pecuaristas no combate deste parasita, por meio da compra de
acaricidas e despesas relacionadas a aplicagdo dos mesmos.

Estudos envolvendo o desenvolvimento de um tratamento com OE para
Rhipicephalus microplus tem sido alvo de grande interesse na tltima década®®, inclusive
no Brasil®®. Na literatura, OE extraidos de frutas citricas foram relatados pelo seu alto
potencial acaricida?’2?30, principalmente OE com limoneno como componente
majoritario. O limoneno (1-metil-4-isopropenil-ciclo-hex-1-eno), cuja estrutura esta
representada na Figura 5, € um terpeno monociclico que possui duas formas
enantioméricas R e S. A forma R é a mais abrangente em OE obtidos das cascas de

Citrus sp e a forma S, em OE das espécies Pinus e Mentha®’.
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Vinturelle e colaboradores®®, obtiveram 100 % de mortalidade no teste de
imersao de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus com 10 % de OE limao
siciliano, que possui 50,3 % de limoneno em sua composi¢cdo. Pazinato e
colaboradores®® testaram 10 % (m/V) de OE de bergamota (OEB), com 30 % de
limoneno, e obtiveram 90 % de eficacia contra o carrapato Rhipicephalus microplus. O
trabalho de Pazinato foi um dos unicos encontrados sobre esse tema. Isso demonstra

que o OEB carece de estudos contra o carrapato bovino.

Figura 5. Estrutura (R)-limoneno (esquerda) e (S)-limoneno (direita).

FONTE: Adaptado de Erasto et al., (2008)7.

O OEB tem inumeras aplicagdes industriais, desde a confec¢ao de perfumes,
cosméticos e alimentos até medicamentos®®. Na industria farmacéutica, o OEB é usado
tanto para absorver os odores desagradaveis dos medicamentos quanto por suas
propriedades antissépticas e bactericidas. Recentemente, o OEB também foi estudado
para tratamento de Haemonchus contortus, um endoparasita presente no abomaso de
ruminantes®’.

Em virtude das caracteristicas acima citadas, o OEB foi escolhido para ser

avaliado como possivel tratamento do carrapato bovino Rhipicephalus microplus.
4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

O OEB foi adquirido da empresa Ferquima Industria e Comércio Ltda (Vargem
Grande Paulista, Brasil) e o composto isolado limoneno ((R)-Limoneno) foi adquirido da
Sigma Aldrich®.
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No preparo das capsulas utilizou-se alginato de sodio e quitosana (> 75 %
desacetilagdo) da marca Sigma Aldrich®. Os agentes reticulantes foram sulfato de cobre
penta-hidratado (CuSO45H20) (Synth) e cloreto de ferro (lll) hexahidratado
(FeCls.6H20) (Vetec). Todas as dispersdes poliméricas e solu¢des dessa etapa foram
preparadas em agua destilada.

Os demais reagentes utilizados sdo de alto grau de pureza, sendo eles:
polisorbato 80 (Neon), acido acético glacial (CH;COOH) (Neon), acido cloridrico (HCI)
(Synth), hidréxido de sédio (NaOH) (Biotec), cloreto de sddio (NaCl) (Exodo), cloreto de
potassio (KCI) (Biotec), fosfato dissédico (NazHPO4) (Synth), fosfato monopotassico
(KH2PO4) (Synth), e brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) (Sigma Aldrich®). Os
tampdes foram preparados em agua ultrapura com resistividade controlada em 18,2 uQ

cm, purificada pelo sistema Millipore-Simplicity UV (Bedford, USA).
4.2 METODOS
4.2.1 Caracterizagcao do OEB e do composto isolado por GC-MS

O cromatoégrafo a gas utilizado foi GCMS2010 Plus Shimadzu acoplado a um
espectrometro de massas em tandem do tipo triplo quadrupolo (TQ8040) e auto
amostrador (AC 5000 Coluna SH-Rtx- 5MS 30m x 0,25mm; 0,25um) e gas hélio (5.0)
como gas de arraste. Para as determinagbes cromatograficas, as amostras foram
previamente solubilizadas em hexano grau HPLC na concentragdo 1 mg L' e injetadas
no sistema GC-MS. Utilizou-se uma rampa de aquecimento com inicio a 60°C por 3
minutos, com aumento de 4°C/min até 270°C, perfazendo um total de 77 minutos de
analise. A temperatura do injetor foi de 250°C. O volume de amostra injetado foi de 1
ML aplicando-se o modo de injecao split, fonte de ions a 270°C, interface a 270°C e
vazao de gas hélio a 3 mL min-'.

Os dados cromatograficos e espectrais foram analisados por meio do software
GCMS Solution®, no modo fullscan m/z 40 — 400. A elucidagcdo dos compostos foi
realizada por similaridade (acima de 90 %) dos espectros de massa de cada pico
identificado no cromatograma, utilizando dados da biblioteca NIST/EPA/NIH 2014.
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4.2.2 Testes de Acgao Acaricida

Os testes foram realizados em colaboragdo com o Laboratério de Parasitologia
Clinica Veterinaria do departamento de Medicina Veterinaria da UFPR sob orientagao
do Prof. Dr. Marcelo Beltrao Molento e da técnica biéloga Ursula Yoshitani.

As teledginas utilizadas nos biocarrapaticidogramas foram previamente coletadas
de bovinos naturalmente infestados no Centro Paranaense de Referéncia em
Agroecologia (CPRA), localizado em S&o José dos Pinhais, PR. O CPRA n&o faz uso
de tratamentos sintéticos disponiveis no mercado desde 2005. Essa pratica permite
afirmar que as teledginas utilizadas nos testes ndo apresentavam qualquer tipo de

residuo aos tratamentos sintéticos disponiveis.

4.2.2.1 Biocarrapaticidograma

A realizacdo do biocarrapaticidograma seguiu-se em acordo com o método
descrito por Drummond®’. Fémeas adultas de Rhipicephalus microplus foram pesadas
e separadas em grupos com 10 teledginas de pesos homogeneamente semelhantes

em cada, conforme exemplificado na Figura 6.

Figura 6. Fémeas teledginas de Rhipicephalus microplus acondicionadas em copos plasticos e
separadas em grupos com peso homogeneamente distribuido.

FONTE: A Autora (2021).

Cada grupo foi submetido a um banho de imersdo de 5 mL em solugdes
previamente preparadas do composto isolado (R)-Limoneno e OEB nas concentragdes
1,2,4 e 6 % (m/V) em agua destilada, polisorbato 80 a 2 % (m/V) e de alcool etilico 50
% (VIV) em cada.
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Para melhor avaliacdo do teste, foram feitas 3 solugdes de controle, conforme
descrito na Tabela 1. A imersao ocorreu sob agitagdo manual por 5 minutos e depois
as teledginas foram secas com papel toalha. Todas as solugdes e testes com

carrapatos foram feitos em ftriplicata.

Tabela 1. Grupos controles positivo e negativo e suas solugbes utilizados nos testes de
biocarrapaticidograma.

Grupo Controle (GC) Solugao

CN1 Agua
Negativo ] _ _

CN 2 Agua, polisorbato 80 2 % (m/V) e alcool etilico 50 % (V/V)
Positivo CP Acaricida comercial Colosso FC30®

Os grupos foram colocados individualmente em placa de petri e as teledginas
foram fixadas em fita dupla-face com a parte ventral voltada para cima e a porgcao
anterior voltada para fora. Desse modo a postura dos ovos ocorreu fora da fita dupla-
face. As placas de petri com as fémeas de R. microplus foram mantidas em estufa a
27°C e 70-80 % de umidade relativa por 14 dias (Figura 7).

Figura 7. Teledginas separadas e fixadas em fita dupla-face dentro da estufa controlada.

FONTE: A Autora (2021).
Apos o periodo de postura, os ovos foram removidos das placas e pesados para

obter-se os dados de postura total. Os ovos de cada grupo foram transferidos para
tubos de ensaio, os quais foram vedados com tampa de algodao e mantidos em estufa,
nas mesmas condi¢des por 26 dias para incubagao e eclosao dos ovos. Depois desse

tempo, foi feita a leitura da eclodibilidade das larvas, comparando o numero de ovos
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remanescentes ndo eclodidos, com as cascas e a visualizagio das larvas na parede do
tubo de ensaio.
A eficiéncia reprodutiva (ER) e a eficacia do produto (EP) foram determinados a

partir da e , em acordo com Drummond®°:

Peso total dos ovos (g)X % eclosdo x 20.000 ~
ER = - . _ Equacso 1.
peso das fémeas ingurgitadas (g)

ER do grupo controle—ER do grupo tratado X 100 .
EP = Equaco 2.
ER do grupo controle

Os dados obtidos nos testes de biocarrapaticidograma foram avaliados
estatisticamente pelo teste t para amostras independentes com 95 % de confianca,

utilizando o software OriginPro 2018®.

4.2.2.2 Interpretacao dos Resultados do Biocarrapaticidograma

As posturas das teledginas sdo classificadas em completa, parcial, inviavel e
sem postura. A avaliagao entre a postura completa e parcial é feita pela aparéncia das
teledginas, sendo considerado uma postura completa quando a mesma apresenta um
formato de “L”, com o final da a parte ventral dorsal para cima e o resto do corpo
achatado (Figura 8) e a postura parcial é evidenciada quando a teledgina ndo atinge
essa caracteristica. Ja a classificacao inviavel esta relacionada a aparéncia dos ovos,
ou seja, é atribuida aos ovos com coloragdo marrom escura e aspecto seco, visto que
0S 0VOs viaveis apresentam coloragao marrom claro e um certo “brilho”. O termo inviavel
é utilizado pois essa postura néo eclodira em larvas. Ja a classificagao sem postura

refere-se as fémeas que nao tiveram postura.
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Figura 8. Placa com teledginas apds postura dos ovos. Em vermelho esta destacado uma postura
completa, com a teledgina em formato “L”.

FONTE: A Autora (2022).
4.2.2.3 Teste de Pacote de Larvas (TPL)

A realizagdo do teste de pacote de larvas seguiu-se 0 método descrito por
Chagas®'. Fémeas adultas de R. microplus ingurgitadas foram acondicionadas em
estufa climatizada (£ 27°C e umidade relativa > 80 %) para a produgéo de ovos e larvas.
Neste teste, foram utilizadas larvas com 14 a 21 dias de idade apés a ecloséao.

As solugdes testadas no TPL foram OEB nas concentragdes 2 e 4 % (m/V) em
agua destilada, alcool etilico 50 % (V/V) e polisorbato 80 2 % (m/V). Para melhor
avaliacdo do teste, foram feitas 3 solu¢des de controle, iguais as descritas na Tabela 1
doitem 4.2.2.1.

Aproximadamente 100 larvas foram colocadas em papel filtro 2x2 cm e
impregnadas com 100 pyL de solugdo em cada lado do papel. O papel contendo as
larvas e a solucéao testada foi dobrado formando um envelope e vedado por pregadores
de metal, conforme Figura 9. Os envelopes foram armazenados sob uma bandeja e em
estufa climatizada (x 27°C e umidade relativa > 80 %) por 24 h. Esse procedimento foi

feito para todas as solucdes testadas e em quadruplicata.
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Figura 9. Bandeja contendo os envelopes do TPL antes do armazenamento em estufa climatizada.

FONTE: A Autora (2022).
Apos 24 h, os pregadores de metal foram retirados para abertura dos envelopes

e as larvas foram contadas com o auxilio de uma bomba a vacuo. Para isto, foi colocado
um tecido voal em uma ponteira e este sistema foi anexado a mangueira da bomba,
permitindo a sucgao das larvas vivas e mortas para contagem sem que elas entrassem

na bomba (Figura 10). Larvas completamente iméveis foram consideradas mortas.

Figura 10. Contagem das larvas vivas e mortas apds 24 h por sucgdo com o auxilio da bomba a vacuo.
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FONTE: A Autora (2022).
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A mortalidade das larvas foi avaliada em acordo com as equacdes abaixo
(Equacéao 3 e Equagao 4).
larvas mortas

Mortalidade = x 100 Equaco 3.
total de larvas

soma da mortalidade de cada repeticao
4

Mortalidade média = X 100 Equacao 4.

Os dados obtidos no TPL foram avaliados estatisticamente pelo teste t para
amostras independentes com 95 % de confianga, utilizando o software OriginPro
2018°.

4.2.3 Caracterizagao do alginato de sédio

4.2.3.1 Determinagcao da Massa Molar Média Ponderal (Mw) por HPSEC

As anadlises de cromatografia de exclusdo por tamanho de alta performance
(HPSEC) foram realizadas no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
UFPR, em cromatografo equipado com detector de indice de refragcao diferencial (IR),
modelo WATERS 2410, e com detector de espalhamento de luz laser com angulo reto
(RALS) WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP com 18 canais acoplados em
série. Utilizaram-se quatro colunas de gel permeacao ultrahidrogel WATERS em série,
com limites de exclusdo de 7x10°% g mol-!, 4x10° g mol-', 8x10* g mol-! e 5x10% g mol".

Foi injetado 100 yL de amostra a um fluxo de 0,6 mL min-'.

O detector IR mediu a variacdo no indice de refragcao entre os eluentes, com e
sem a presenca do polimero. Ja o RALS relacionou a intensidade da luz espalhada pela
amostra com o tamanho das particulas, o que possibilita a determinacdo das massas
molares média, numérica e ponderal®?.

A amostra de alginato de sadio foi dispersa na concentragdo 1 mg mL-' em nitrito
de sddio (NaNO2) 0,1 mol L' e 200 ppm de azida de sédio (NaNs), solvente utilizado
também como fase movel. Antes de ser injetada no equipamento, a amostra foi filtrada
com filtro Millipore de porosidade 0,22 pm.

A determinacéao do incremento do indice de refragao (dn/dc) foi realizada usando
um refratdbmetro diferencial Waters, modelo 2410. Para isso, cinco dispersdes de

alginato foram preparadas em diferentes concentragdes (0,2 mg mL-'; 0,3 mg mL™"; 0,4
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mg mL-"; 0,5 mg mL™"; 0,6 mg mL") no eluente supracitado e filtradas com filtro Millipore

de porosidade 0,22 um. O valor de dn/dc foi calculado pela

An =V. d(an)
av

Equacao 5.

Onde An ¢é o indice de refragao diferencial da amostra, V € a voltagem obtida

~ da(A . . ~ . - .
em cada concentragéo e % € a constante de calibracao RI, cujo valor utilizado foi

7,1813.10°. dn/dc foi obtido pela inclinagdo da reta em uma curva de An pela
concentracao.
Para interpretacdo dos dados e obtencédo do valor da massa molar ponderal

média (Mw), utilizou-se o software ASTRA versdo 4.70.07°.

4.2.3.2 Determinagao darazao M/G por RMN

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) para as amostras de
alginato foram adquiridos no Centro de Ressonancia Magnética Nuclear da UFPR, no
Departamento de Bioquimica e Biologia Celular em espectrdbmetro Bruker, modelo
AVANCE DRX-600MHz. As amostras foram dispersas em D20, em tubos de 5 mm, a
concentragdo de 10 mg mL-'. Os espectros de 'H foram adquiridos a 70°C, com 128
scans e acido trimetilsilil propiénico (TMSP) como padréo.

Para determinag&o da raz&o entre os acidos manurénicos e gulurénicos (M/G)
presentes no alginato foi utilizada a metodologia descrita por Jensen e colaboradores®?,

conforme abaixo:

M Ipt+ic— 14
— = Equacao 6.
G Ip
Em que I, corresponde a integral dos sinais de H1 das unidades de acido
gulurénico (regiao de 4,96 a 5,18 ppm), Iz corresponde a integral dos sinais de H5 das
unidades de acido gulurdnico adjacentes a acidos manurdnicos e aos sinais de H1 das
unidades de acidos manurdnicos (regido de 4,57 — 4,82 ppm) e I, corresponde a

integral dos sinais de H5 de acidos gulurdnicos (regido 4,38 — 4,55 ppm).
4.2.4 Preparo das capsulas de alginato e quitosana

Altas velocidades de agitagao podem ser prejudiciais para a formagao de uma
capsula esférica, visto que ao entrar em contato com a solugédo, a gota pode ser

arrastada, levando a obtengdo de capsulas com formatos irregulares, alongados ou
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com a presencga de “caudas”. No caso do fluxo de gotejamento, se este for muito rapido,
as gotas caem muito préximas uma da outra na solugéo, o que atrapalha o tempo de
formagado das capsulas. A distancia entre a ponta da agulha e a solugdo deve ser
suficiente para que a gota adquira o seu formato esférico antes de entrar em contato
com a solugdo. Para este trabalho, as condigdes que melhor se adaptaram para a
obtengdo de capsulas esféricas foram: agitagdo lenta (200 rpm), fluxo 1 mL min™' e
distancia de 10 cm.

Foram preparadas dispersdes poliméricas de alginato em agua destilada na
concentragéo 2 % (m/V) (0,5 g em 25 mL) e de quitosana em acido acético 0,1 mol L™’
na concentragéo 0,02 % (m/V) (0,08 g em 40 mL). As dispersdes foram mantidas sob
agitacao constante durante 24 h em temperatura ambiente (20 — 25°C). Em sequéncia,
adicionou-se 0,1 % (m/V) de polisorbato 80 nas dispersdes e ambas foram mantidas
sob agitagao para dissolugao do surfactante. Apds esse periodo, adicionou-se OEB na
dispersao de alginato na proporc¢éo 1:1 (m/m), a qual foi mantida sob forte agitacéo para
formacado de uma emulsdo. O pH da dispersao de quitosana foi alterado para 4 — 4,5
com solucédo de hidroxido de sédio 5 % (m/V). Posteriormente, adicionou-se cloreto de
ferro 11l hexahidratado (FeClsz.6H20) em quantidade suficiente para concentragéo final
ser 50 mmol L-! de agente reticulante (M"*). 20 mL da emulsao de alginato e OEB foram
coletados com uma seringa de vidro e gotejados sob fluxo de 1 mL min-!, com o auxilio
de uma bomba de seringa em cima da dispersao de quitosana e agente reticulante, que
estava sendo agitada a 200 rpm. A disténcia entre a ponta da agulha acoplada a seringa
de vidro e a dispersao de quitosana foi de 10 cm. As capsulas formadas foram mantidas
sob agitacdo na dispersao de quitosana e agente reticulante por 1 h, depois foram
filtradas e colocadas em agua ultrapura por 10 min. Em sequéncia, as capsulas foram
novamente filtradas e colocadas sob placa de petri para secagem em temperatura
ambiente. Apos a secagem, as capsulas foram armazenadas em a 4°C. Para melhor
compreensao, uma representacdo esquematica da metodologia de preparo das

capsulas pode ser encontrada na Figura 11.
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Figura 11. Representagédo esquematica do preparo das capsulas de alginato e quitosana.

Emulsdo alginato 2% (m/V)
+ polisorbato 80 0,1% (m/V)
+ OEB 2% (m/V)

L RS
1 mL min-
Bomba de seringa : 10 cm

"4

Quitosana 0,2% (m/V) A
+ Polisorbato 80 0,1% (m/V)
+ Fe® 0,05 mmol L

Lavagem com agua por 10 min

Agitacdo por 1h
200 rpm

FONTE: A Autora (2022).

A metodologia representada acima foi seguida durante todo o preparo das
capsulas. No entanto, alguns parametros foram variados e estudados ao longo da
execucgao desse projeto. Isso porque varias condicdes experimentais podem influenciar
diretamente nas caracteristicas das capsulas formadas, como a velocidade de agitacéao,
fluxo de gotejamento, distancia entre a ponta da agulha e a solugdo com M"*, ajuste do
pH, concentracédo dos polimeros, tipo e concentracdo do M"*. Os parametros alterados

estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros avaliados durante o preparo das capsulas de alginato e quitosana, sendo estes a
proporcao entre alginato/quitosana (m/m), tipo de agente reticulante utilizado (M"*) na concentracao 0,1
mol L', proporgédo alginato/ (m/mol L-').

Parametros avaliados

Proporgao entre alginato/quitosana (m/m) 51/31/2:1/1:1
Tipo de agente reticulante (M"*) 0,1 mol L Cu?*/Fed
Proporgao alginato/M"* (m/mol L") 1:0,01/1:0,02/1:0,05/1:0,075

FONTE: A Autora (2022).

4.2.1 Caracterizagao das capsulas

4.21.1 Eficiéncia de encapsulacao (EE %)

Para calcular a eficiéncia de encapsulagao do OEB, 0,03 g de capsulas foram
adicionadas em 3 mL de hexano e trituradas com o auxilio de uma espatula fina até
completa destruicdo. Em sequéncia, uma aliquota do sobrenadante foi retirada e

analisada por espectrofotometria no UV-Vis na faixa de 200 a 800 nm.
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Para determinar a quantidade de OEB presente em hexano, curvas analiticas
foram construidas previamente em triplicata. Na Figura 12 é possivel identificar o
comportamento do OEB em hexano e a curva analitica. A absorvancia maxima

apresentada foi em 307 nm e a obtida esta apresentada abaixo.

y = 555,1274 + 0,00757 com R*> = 0,99 Equagao 7.

Figura 12. Espectro UV-Vis do OEB em hexano (esquerda) e curva analitica (direita). A curva analitica
relaciona a absorvancia maxima do OEB em hexano em 307 (eixo y) € a sua respectiva concentragéo
em g/mL (eixo x).

2,0
— hexano 1,2y = 555,1274x + 0,00757; R?= 0,99
——0,0021 g/mL c
——0,0017 g/mL c
1,5 ——0,0010 g/mL ~ 1,01
© ——0,0005 g/mL =4
% ——0,0001 g/mL GE_) 0,8
1,0
5 S 06-
(%)
e} C
< @
0.5 g 0,4 -
a
<€ 0,2
0,0
. : . : 0,0 - . . .
300 400 500 0,000 0,001 0,002
Comprimento de Onda (nm) Concentracdo OEB (g/mL)

FONTE: A Autora (2022).

Para calcular a EE %, utilizou-se a descrita acima e

abaixo.

m + OEB encontrada no sobrenadante

Equacéo 8.
m;

Onde m , refere-se a massa total de OEB e m ;, a massa inicial de OEB adicionada.
Essa analise foi feita em triplicada apds secagem completa das capsulas (3 dias
em temperatura ambiente entre 20 — 25°C) e no dia dos testes de liberagao, a fim de

verificar se a quantidade de OEB se manteve constante entre a secagem e os testes.

4.21.2 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Nessa etapa, utilizou-se o espectrofotobmetro de infravermelho Vertex 70 (IR
médio e NIR) localizado no Laboratério de Espectroscopia de Absor¢ado no
Infravermelho dentro do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana
(DQUI - UFPR). Os espectros foram obtidos em temperatura ambiente (20 — 25 °C), de
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400 a 4000 cm, utilizando pastilhas de KBr, a um total de 32 acumulagdes por espectro
e resolugdo de 4 cm™'.

Para a analise, duas capsulas de cada formulagao foram trituradas e misturadas
em KBr previamente ao preparo da pastilha. Além das capsulas, os polimeros alginato
e quitosana, bem como o OEB também foram caracterizados por FTIR. No caso do
OEB, foi colocado uma gota de 6leo sobre uma pastilha de KBr.

4.2.2 Estabilidade das capsulas com variagao do pH

Segundo Pell e colaboradores®, um sistema Uutil, de baixo custo e facil de ser
feito para a triagem de sistemas promissores a degradagao ruminal é colocar esses
materiais em tampao fosfato (pH 5,5 — 6,8) por 24 h a 40°C. Essas condi¢des imitam
as encontradas no rumen. Se os materiais se dissolverem nesse meio, € improvavel
que sobrevivam a degradacao ruminal. No entanto, permanecerem intactos durante o
teste ndo é uma garantia que sobreviverdo a fermentacdo microbiana de fato. Essa
etapa também teve como base o trabalho de Cao e colaboradores®, que
desenvolveram um sistema rumen by-pass com pellets revestidos e, em seus testes,
utilizaram tampao fosfato (PBS) 0,05 mol L-' com pH 6,8 para simular o pH encontrado
no rumen.

A estabilidade das capsulas foi avaliada pela liberagdo do OEB em pH 6,8 e 2
em todas as formulagbes propostas, seguindo o fluxograma da Figura 13. A liberagao
foi medida por espectrofotometria no UV-Vis (em triplicata) e cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometro de massas no modo de injegdo Headspace.
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Figura 13. Fluxograma realizado para a avaliagdo da estabilidade das capsulas.
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FONTE: A Autora (2022).
4.2.21 Estabilidade em pH 6,8

Para as analises qualitativas de estabilidade, aproximadamente 0,03 g de
capsulas foram colocadas em 3 mL de tampao fosfato (PBS) 0,05 mol L' com 0,1 %
(m/V) de CTAB sob agitagdo constante a 40°C por 24 h. A cada 1h durante as seis
primeiras horas de analise, uma aliquota de cada solugao foi retirada, centrifugada em

microtubos de 2 mL por 2 minutos, em centrifuga de bancada MiniSpin da Eppendorf®,

a 13400 rpm. O sobrenadante foi analisado em espectrofotdometro UV-Vis Agilent® Cary
60 na faixa de 200 a 800 nm. O mesmo procedimento foi feito para aliquotas retiradas
apos 24 h.

Para as analises quantitativas, o método utilizado foi mensurar o quanto de
OEB sobrou dentro das capsulas no periodo de 1 a6 h e 24 h. Para isso, pesou-se 0,03
g de capsulas em frascos distintos, adicionou-se 3 mL de tamp&ao PBS 0,05 mol L' em
cada frasco sob agitacao constante a 40°C. Nos intervalos de 15, 30, 45, 60, 120, 240,
360 min e 24 h, as capsulas foram filtradas, adicionadas em 3 mL de hexano e trituradas
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com o auxilio de uma espatula fina até a destruicdo completa das capsulas. Em
sequéncia, uma aliquota do sobrenadante foi retirada e analisada por
espectrofotometria no UV-Vis na faixa de 200 a 800 nm. A quantidade de OEB foi
determinada pela Equacgao 7, apresentada no item 4.2.1.1.

Para a analise com injegdo Headspace, utilizou-se 0 mesmo sistema
cromatografico Shimadzu® descrito anteriormente (item 4.2.1). Para o preparo das
amostras, 0,04 g de capsulas foram adicionadas em frascos vials com 5 mL de tampéo
PBS e, apos 24 h, os componentes volateis foram medidos. Os parametros Headspace
foram volume de injecao 500 uL e tempo de incubacao de 15 min a 100°C. Para a
cromatografia, utilizou-se rampa de aquecimento com inicio a 60°C e com aumento de
3°C/min até 246°C.

4.2.2.2 Estabilidade em pH 2

A estabilidade em pH 2 foi analisada em solugao simulando o fluido gastrico,

conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Nome da solugéo, composicao e referéncia da solugéo utilizada para simular fluido gastrico.

Solugao Composicao Referéncia

0,2 g de cloreto de sodio +
700 pL de acido cloridrico em
100 mL de agua ultrapura

Fluido gastrico sem
enzima (FGS)

Farmacopeia Brasileira
ANVISA (2010)

FONTE: A Autora (2022).

Para isso, 0,03 g de capsulas foram colocadas em frascos distintos, adicionou-
se 3 mL de solucdo acida sob agitagao constante a 40°C. Nos intervalos de 10, 20, 30,
60, 90 e 120 min, as capsulas foram filtradas, adicionadas em 3 mL de hexano e
trituradas com o auxilio de uma espatula fina até a destruicdo completa das capsulas.
Em sequéncia, uma aliquota do sobrenadante foi retirada e analisada por
espectrometria UV-Vis na faixa de 200 a 800 nm. A concentragao de OEB no meio foi
determinada pela

Para a analise Headspace seguiu-se 0s mesmos parametros descritos

anteriormente (item 4.2.2.1).

4.2.2.3 Morfologia das capsulas apos testes de estabilidade

As analises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram feitas com os
microscopios JEOL JSM 6360-LV e TESCAN VEGA3 LMU localizados no Centro de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana (CME-UFPR), operados a
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uma tensado de 15 kV. As amostras foram depositadas em suportes de aluminio e

previamente metalizadas com ouro.
4.2.3 Digestao ruminal in vitro

O teste de digestdo ruminal in vitro foi feito em parceria com o Laboratério de
Fermentabilidade Ruminal da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
(FZEA) da USP localizado em Pirassununga, SP sob os cuidados do Prof. Dr. Ives
Claudio da Silva Bueno e da técnica Priscila Sales Maldonado. O liquido ruminal
utilizado foi coletado de animais da FZEA.

O conteudo ruminal foi coletado via canula antes da alimentagao dos animais,
obtendo o material da fase sdlida e da fase liquida do rimen na proporg¢ao 50/50 %
(V/V). Esse conteudo foi homogeneizado com o auxilio de um liquidificador e filtrado
com tecido de algodao. Foi obtido 400 mL de liquido (indculo), ao qual adicionou-se
1600 mL de solugao tampéao previamente preparada, com bicarbonato de aménio e de
sédio (NH4COs e NaHCO:s), além de microminerais (cloreto de célcio (CaClz), cloreto
de manganés (MnCl2), cloreto de cobalto (CoClz2) e cloreto de ferro (FeCls) e
macrominerais (fosfato dissodico (NazHPOa4), fosfato monopotassico (KH2POa4), sulfato
de magnésio (MgSOa4)

Para o teste, aproximadamente 0,4 g de capsulas foram acondicionadas em
saquinhos de TNT e colocadas em estufa a 105°C por 24 h com a finalidade de
determinar a matéria seca das capsulas. Apds esse periodo, as amostras foram
novamente pesadas e acondicionadas em jarros contendo o indculo e tampao. Esses
jarros foram incubados em incubadora Dayse in vitro TE-150 por 24 h a 39°C e agitagéo
constante (movimentos rotatorios), conforme

Figura 14. Apds 24 h, os saquinhos foram coletados, lavados em agua corrente
e acondicionados em estufa a 105°C por 24 h para secagem completa. Por fim, as
amostras foram novamente pesadas e determinou-se a degradabilidade das capsulas
pela diferenga entre o peso inicial e final dos saquinhos (apds incubagao com liquido
ruminal). Esse teste foi feito em triplicata.

Para melhor compreensdo do teste, uma representacdo esquematica da

metodologia pode ser encontrada na Figura 15.
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Figura 14. Imagem da incubadora in vitro Dayse TE-150 aberta mostrando os 3 jarros utilizados para
incubacao dos saquinhos contendo as capsulas em liquido ruminal.
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FONTE: A Autora (2022).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A secgao de resultados e discussdo foi dividida em trés partes, conforme
indicado no esquema da Figura 16. A Parte | corresponde a escolha e caracterizagao

do OEB e sua possivel aplicagdo em ruminantes determinada por meio do teste
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bioldgico biocarrapaticidograma. A Parte |l € dada pelo preparo das capsulas bem como
os testes de estabilidade e sua caracterizacido. Por fim, na Parte Il é relatado o teste
biolégico de digestao ruminal.

Figura 16. Esquema representando a divisdo da segéo de resultados e discussao em 3 partes. Parte I:
analise do OEB. Parte II: preparo e caracterizagdo das capsulas. Parte Ill: teste bioldgico de digestao
ruminal.

Parte Il

| Definigao de
Parte | parémetros Parte Il
Preparo das capsulas
com OFB Teste de estabilidad
. I este de estabilidade Teste de Digestao
Andlise do OEB (pH 6,8 & 2) Ruminal
|| Caracterizagéo das

capsulas (FTIR, MEV)

FONTE: A Autora (2022).

5.1 PARTE |

5.1.1 Composig¢ao do OEB e do composto isolado (R)-Limoneno

Os cromatogramas obtidos para o OEB e pelo composto isolado (R)-limoneno
podem ser observados na Figura 17.

Figura 17. Cromatogramas obtidos por GC-MS para o OEB e o (R)-Limoneno (1 mg L' em hexano
grau HPLC) em coluna SH-Rtx- 5MS (30m x 0,25mm; 0,25um)
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FONTE: A Autora (2022).

A composicao do OEB foi elucidada pela avaliagao dos 5 compostos majoritarios
do cromatograma e esta listada na Tabela 4, juntamente com a area relativa, tempo de
retencdo e similaridade encontrada na biblioteca NIST. E possivel observar que os

componentes principais sao (R)-Limoneno, acetato de linalila e linalol, o que esta de
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acordo com a literatura® e o laudo técnico do fabricante. A estrutura quimica desses
compostos esta representada na Figura 18.
Para o limoneno, o composto majoritario foi o (R)-Limoneno com 100 % de area

relativa, TR 12 min e similaridade de 97 %.

Tabela 4. Tempo de Retengdo (TR), Similaridade, Area Relativa e Componentes identificados no
cromatograma do OEB.

TR Similaridade (%) Area (%) Componente
9,90 96 4,31 B-Pineno
12,00 97 37,08 (R) - Limoneno
13,28 96 6,26 y-Terpeno
15,11 95 14,49 Linalol
22,04 96 37,86 Acetato de Linalila

FONTE: A Autora (2022).

Figura 18. Estrutura quimica dos compostos majoritarios do OE de bergamota

OH
‘ O>/
‘ 0
\ /
Limoneno Linalol Acetato de Linalina

FONTE: Adaptado de Avila-Sosa et al.%b.

5.1.2 Avaliagao do potencial acaricida do OEB em fémeas ingurgitadas de

Rhipicephalus microplus

O biocarrapaticidograma € uma técnica geralmente utilizada para avaliar a agao
acaricida de produtos de aplicagao transdérmica. A maioria desses produtos age de
forma sistémica contra o parasita, ou seja, o produto precisa ser absorvido pela pele do
animal e eliminar o carrapato pela ingestdo que este faz do sangue com acaricida.

O mecanismo de agao sistémica € uma hipoétese de como as capsulas agiriam
no organismo dos ruminantes. O OE seria liberado no abomaso, absorvido na corrente
sanguinea e atingiria os carrapatos que ingerissem esse sangue contaminado. Com
isso, conclui-se que a técnica aplicada é a unica disponivel para avaliagao do sistema

proposto.
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Na Tabela 5 estdo localizados os produtos testados, a eficiéncia reprodutiva
(ER) e a eficacia do produto (EP), baseado nas Equacgdes 1 e 2 descritas em 3.2.1.1.
Informagdes complementares sobre o peso das teledginas, peso da postura e
eclodibilidade dos ovos podem ser encontradas no Apéndice 1. Na Figura 19 encontra-
se uma representacdo visual dos dados de EP obtidos na Tabela 5, para melhor
compreensao das informagdes. Nos calculos de EP e ER, foi considerado como grupo
controle as solugdes contendo somente agua (GC1) com a finalidade de descobrir se a
presenga do surfactante (polisorbato 80) e do alcool etilico nas solugdes iriam
influenciar o efeito observado nos tratamentos com o (R)-Limoneno/OEB.

O grupo controle serviu como base de comparacao para avaliagao do tratamento
aplicado. Os controles negativos sdo considerados os “brancos” da analise e, portanto,
nao devem apresentar nenhum efeito sobre os parasitas. Os controles positivos sao
aqueles capazes de eliminar 100 % dos parasitas. Dessa forma, os controles permitem
distinguir a diferenca entre o resultado negativo e o positivo para o teste, além de
garantir que ndo ha nenhum problema com a viabilidade das teledginas escolhidas e
que todo o efeito observado, como morte das teledginas ou postura

completa/parcial/inviavel, pode ser atribuido ao produto aplicado.

Tabela 5. Resultados de eficiéncia reprodutiva (ER) e eficiéncia do produto (EP) obtidos no teste de
biocarrapaticidograma para os grupos controle e as solugdes de limoneno e OEB de 1 a 6 % (m/V).

Concentragao %

Produto Testado (mIV) ER EP (%)
Negativo CN1 - 836758 Nd
CN 2 - 622016 0,0
Positivo CP - 0 100,0
1 57899 90,7
. 2 36222 94,2
(R)-Limoneno 4 0 100,0
6 0 100,0
1 250327 59,8
2 142197 77,1
OEB 4 20369 96,7
6 1618 99,7

FONTE: A Autora (2022).

Legenda: Nd = ndo determinado
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Figura 19. Representagao visual dos dados de eficiéncia do produto (%) (eixo y) por concentragao %
(m/V) do OEB e limoneno obtidos pelo biocarrapaticidograma.
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FONTE: A Autora (2022).

Foi feito a analise estatistica teste t sobre os controles negativos (CN 1 e 2), o
qual obteve-se p = 0,127. Como p > 0,05 indica que nédo ha diferenca estatistica
significativa entre os dois grupos, escolheu-se o grupo CN 2 para o calculo da EP. Outro
teste t foi aplicado para comparar o (R)-Limoneno e o OEB em mesmas concentragdes
e os valores obtidos foram p < 0,05. Esses valores indicam que houve diferenca
significativa entre o componente isolado e o OE.

Pela Tabela 5, observa-se que CP apresentou o comportamento esperado,
visto que 100 % dos carrapatos foram eliminados antes de terem postura (ER = 0).
Também é observado que o aumento nas concentragdes, tanto de limoneno quanto
OEB, apresentaram um aumento na EP.

Ao comparar os resultados obtidos entre as solugdes de (R)-Limoneno e do
OEB nas mesmas concentragdes, nota-se que o composto isolado apresentou maior
acgao acaricida. Apesar do (R)-Limoneno ser um dos componentes majoritarios do OEB,
ainda representa 37 % de seus componentes, sendo possivel que a reduc¢ao da acao
acaricida apresentado pelo OEB seja resultado de sua menor concentragdo quando
comparado ao (R-)-Limoneno puro. Esses dados corroboram com a ideia de que o
limoneno é um dos principais responsaveis pela agao acaricida do OEB.

Na literatura, o unico trabalho encontrado que utilizou OEB contra
Rhipicephalus microplus foi o de Pazinato e colaboradores (2016)%. Os autores
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utilizaram solugdes de OEB a 1, 5 e 10 % (m/V) com surfactante Triton X-100 a 1 %
(m/V) em agua destilada. Os resultados de EP foram 84,9, 86,6 e 90,5 %. As solugdes
de OEB preparadas neste trabalho utilizaram outro surfactante (polisorbato 80) e alcool
etilico em sua composigéao.

E dificil estabelecer uma comparacéo direta entre os resultados. Isto devido
aos carrapatos testados por Pazinato e colaboradores terem sido coletados em outro
estado (Quilombo, SC), onde os animais sofrem outro tipo de influéncia do clima,
alimentacao etc. Além disso, os autores utilizaram solucées de OEB preparadas com
outro surfactante e sem o uso de alcool etilico. Na concentragédo de OEB a 1 % (m/V),
feita em ambos os trabalhos, observou-se 59,8 % e 84,9 % de mortalidade contra as
teledginas. A maior concentragéo testada neste projeto foi OEB a 6 % (m/V) versus 10
% e os valores foram 99,7 e 90,5 %. Apesar serem situacdes distintas, a agao acaricida
do OEB esta presente em ambas as pesquisas, com valores acima de 90 % nas
concentragdes mais altas avaliadas.

Em relagcdo ao composto isolado (R)-Limoneno, os estudos encontrados
relatam o seu carater acaricida®’%®, mas a forma de preparo e andlise foram muito
distintas para estabelecer uma comparagao direta. Ferrarini (2008)%” avaliou o limoneno
contra larvas de Rhipicephalus microplus e observou 100 % de mortalidade a 2,5ug/mL
com solugdo previamente preparada em alcool etilico 96 %. Peixoto (2015) menciona
que testou concentragcdes de 10 a 200 mg/mL de limoneno em solu¢gdo com Triton X-
100 e obteve concentracgéo letal 50 % (LCso) a 322,7 mg/mL.

Neste trabalho, o composto (R)-Limoneno apresentou 100 % de mortalidade
em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus a partir de 4 % (m/V). Tanto esses
resultados quanto os do OEB enaltecem a hipétese de ambos sao fortes candidatos

para o desenvolvimento de um acaricida com ativos natural.

5.1.3 Avaliagdao do potencial acaricida do OEB em larvas da espécie

Rhipicephalus microplus

O TPL foi realizado para avaliar a eficacia do OEB contra larvas de bovino
Rhipicephalus microplus. As larvas estudadas no TPL compreendem a fase de vida
livre e o inicio da fase parasitaria, antes dessas se fixarem no hospedeiro (14 a 21 dias)

apods a eclosio dos ovos.
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Os valores de mortalidade média obtidos com o teste encontram-se na Tabela 6.
Informagdes complementares sobre a quantidade de larvas vivas e mortas e a

mortalidade podem ser encontrados no Apéndice 2.

Tabela 6. Resultados da mortalidade e mortalidade média obtidos no TPL para aos grupos controle e as
solucbes de OEB nas concentracdes 2 € 4 % (m/V).

Concentraciao % Mortalidade média
Produto Testado (miV) (%)
CN1 - 2,3
Negativo
CN 2 - 2,1
Positivo CP - 99,8
5,6
OEB

4 11,3

FONTE: A Autora (2022).

Apesar de ser observado um aumento da taxa de mortalidade média entre as
concentragdes 2 e 4 % (m/V) do OEB, n&o se encontrou evidéncias estatisticas da
diferencga significativa entre os valores (p = 0,110). Ja em relagdo ao grupo controle,
ao comparar estatisticamente as concentracoes de OEB com CN2, observou-se que
ndo ha diferenca expressiva entre os produtos (p = 0,247 para OEB 2 % (m/V) e p =
0,110 para OEB 4 % (m/V). Dessa forma, a baixa mortalidade permite concluir que o
OEB nas concentragdes testadas ndo apresentou efeito significante para ser usado
como tratamento principal para larvas nesse estagio da fase parasitaria. Outras
concentracdes precisam ser testadas para avaliar se ha um aumento efetivo na
mortalidade.

Nao foi encontrado nenhum estudo que utilizou OEB em larvas de Rhipicephalus

microplus para comparagao dos resultados obtidos nessa etapa.
5.2 PARTE Il
5.2.1 Caracteristicas do alginato de sédio

O polimero fundamental para a obtengcado das microcapsulas foi o alginato de
sodio. Dessa forma, sua caracterizacdo € de extrema importancia para garantir

reprodutibilidade das capsulas, bem como compreender suas caracteristicas.

5.2.1.1 Massa Molar Ponderal Média (Mw)

O perfil cromatografico do alginato de sédio esta presente na Figura 20. E

possivel observar uma distribuicdo monomodal eluindo em torno de 40 mL. Os valores



54

da massa molar ponderal média (Mw) e numérica (Mn), bem como o valor do incremento

de indice de refragéo (dn/dc) obtido previamente encontram-se na Tabela 7.

Figura 20. Perfil cromatografico HPSEC obtido para o alginato de sodio.
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FONTE: A Autora (2022).

Tabela 7. Parametros fisico-quimicos do alginato de sédio determinados pela técnica HPSEC (Mw, Mn,
D) e valor obtido no incremento de indice de refragdo. A porcentagem ao lado do valor indica o erro
associado a analise.

Incremento de Massa molar Massa molar . ~
o ~ < 4 - R D (dispersao
indice de refracao ponderal média numeérica média WMw/M»)

(dn/dc) (Mw) (g mol) (Mn) g mol Wi
0,144 mL g* 1,37.105 (6 %) 7,623.10% (15 %) 1,798 + 0,291

FONTE: A Autora (2022).

O perfil obtido para o alginato corresponde a uma amostra polidispersa,
confirmada pela polidispersdo de massas molares B > 1 e a massa molar ponderal
média estd dentro da faixa de valores relatados para fins comerciais, que varia de
32.000 a 400.000 g mol" 9.

5.21.2 Razao M/G por RMN

Para determinar a razdo entre os acidos manurénico (Bloco M) e gulurdnico
(Bloco G) foi realizada a andlise de '"H RMN do alginato de sédio, cujo espectro é
mostrado na Figura 21. O calculo da razdo M/G pode ser encontrado abaixo, por meio

da apresentada no item 4.2.3.2.

M Ip+ic—14 1,12+1,48-1
— = = = 1,6
G Ip 1
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Pelo valor de M/G é possivel afirmar que ha uma maior quantidade de
mondmeros do Bloco M em relagdo aos monémeros do Bloco G no alginato utilizado
neste trabalho. Para cations divalentes, a maior presenca de Bloco M influencia
diretamente na formagao do hidrogel. Isso porque para esses ions a gelificagao ocorre
preferencialmente pelo Bloco G (egg-box)®. Ja para cations trivalentes, como estes sdo
relatados com a capacidade de interacdo com os dois blocos (M e G), a maior

quantidade de Bloco M nao necessariamente seria um fator impactante na reticulagao.

Figura 21. Espectro de RMN de "H (600 MHz, D20) da amostra de alginato de sédio (10 mg mL") a
70°C com as regibes A, B e C identificadas.
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FONTE: A Autora (2022).

5.2.2 Obtencao das capsulas de alginato e quitosana

A concentracdo e propor¢cao entre os polimeros interfere diretamente na
formagao da parede polimérica da capsula e, por isso, capsulas com proporgées 1:1,
2:1, 3:1 e 5:1 (m/m) de alginato/quitosana foram testadas. No entanto, com excegao da
propor¢gao 5:1 (m/m), ndo houve formagdo de capsulas esféricas nas demais
formulagdes e/ou as capsulas formadas estavam relativamente frageis e acabaram se
desintegrando durante o processo de agitacaoffiltragdo das capsulas. Nesses testes, a

concentragdo de quitosana e o agente reticulante foram mantidas constantes. Sendo
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assim, pode-se concluir que a concentragao de alginato foi um parametro fundamental
para as técnicas de gelificagcdo ionotrépica e coacervagao complexa. Além de que a
diluicdo da solugédo polimérica afeta diretamente nas caracteristicas das capsulas.
Consequentemente, a proporgao determinada para continuidade deste trabalho foi de
5:1 (m/m) alginato/quitosana.

Outro parametro explorado no preparo das capsulas foi o tipo de agente
reticulante. Isso porque a afinidade do cation pelo alginato influencia diretamente na
forma de liberacdo do material encapsulado, que pode ocorrer pela substituicdo do
cation reticulado por outro ion oriundo do meio em que a capsula esta. Em trabalho
anterior realizado em nosso grupo de pesquisa GPMIn, Silva®® explorou a afinidade
entre o alginato e os ions Fe3*, AI**, Ce®*, Ca?*, Cu?* e Zn?* e relatou maior afinidade
para o Cu?*dentre os cations divalentes e Fe3* para os cations trivalentes. Dessa forma,
optou-se pela escolha do Fe®* e Cu?* para o preparo das capsulas e a proporgéo entre
alginato/M™ também foi estudada.

Em um primeiro momento, as capsulas foram preparadas com uma concentracio
em excesso dos M™ (0,1 mol L") com o objetivo de verificar as condigdes experimentais
e garantir que as capsulas seriam formadas. Posteriormente, avaliou-se outras
proporgdes entre alginato/M™ (m/mol L-"). Na Tabela 8 estd um resumo dessa etapa e

os resultados obtidos.

Tabela 8. Proporgdes alginato/M™ (m/mol L) utilizadas nas formulagdes e os resultados obtidos para
cada uma delas.

Proporgdes alginato/M™* (m/mol L) Resultados obtidos
1:0,01
Formato irrregular
1:0,02
1:0,05
Formato esférico e uniforme
1:0,075

FONTE: A Autora (2022).
Dessa forma, como as capsulas com proporgdes 1:0,05 e 1:0,075 (m/mol L")
apresentaram as caracteristicas desejadas, optou-se por continuar com a proporgao

1:0,05 (m/mol L"), por possuir menor concentragdo do M"*.
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5.2.3 Caracteristicas das capsulas

Nesse item serdo descritas as capsulas obtidas com agente reticulante Fe3* na
proporgao alginato/M™ 1:0,05 (m/mol L) devido ao desempenho observado nos testes

de estabilidade, que serao discutidos posteriormente no item 5.2.4.

5.2.3.1 Tamanho das capsulas

As capsulas apresentaram o tamanho de 1 mm, conforme pode ser observado
na Figura 22. Segundo Pell e colaboradores’8, particulas esféricas com didametro menor
que 2 mm séo capazes de passar direto do rumen para o abomaso sem serem retidas
pelo reticulo. Dessa forma, é possivel inferir que as capsulas feitas nesse trabalho

poderiam ser capazes de passar direto pelo rumen.

Figura 22. Capsula de alginato, Fe®*, OEB e quitosana em papel milimetrado.

FONTE: A Autora (2022).
5.2.3.2 Porcentagem de OEB encapsulado

A eficiéncia de encapsulagao (EE %) foi calculada (Erro! Fonte de referéncia
ndo encontrada.) em dois momentos distintos, sendo o primeiro logo apds a secagem
das capsulas (em 3 dias) e o segundo antes da realizacao dos testes de liberacao
(5.2.4) (em 7 dias). Depois de secas, a EE % obtida foi 73 £ 1,32 % (m/m) e antes da
realizagdo dos testes obteve-se 48 £ 1,95 % (m/m).

Os dados mencionados acima indicam que houve uma liberacdo do material
encapsulado sem a necessidade de um estimulo do meio (pH). Desta forma, acredita-
se que a matriz polimérica formada possa ter alguma porosidade e que o OEB, por ser
altamente volatil, tenha sido liberado por difusdo, mesmo as capsulas sendo

armazenadas a 4°C.
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Autores como Benavides et al.’% e Paris et al.”! utilizaram a técnica de gelificagao
ionotropica com alginato e célcio (Ca?*) para encapsular OE de tomilho e canela,
respectivamente. A EE % obtida em seus trabalhos encontra-se na faixa de 80 — 90
%071, sendo este valor levemente acima do encontrado para o OEB (73 + 1,32 %
(m/m)). No entanto, vale ressaltar que as EE % foram obtidas em intervalos de tempo
menores e por métodos diferentes do que foi realizado nesta dissertacdo. Uma
explicagdo plausivel para essa ligeira diferenga na EE % € que durante o processo de
secagem das capsulas, que leva em torno de 3 dias a temperatura ambiente (20 —

25°C), uma pequena parte do OEB encapsulado tenha sido perdida por volatilizagao.

5.2.3.3 Caracterizacao estrutural por FTIR

Para caracterizagcao das capsulas, foram obtidos espectros de infravermelho
(Figura 23) para os polimeros, o OEB e as capsulas secas. A encapsulagao do OEB na
matriz polimérica foi identificada pela banda em 1237 cm-', presente no espectro do
OEB, nas capsulas com OEB e ausente nas capsulas vazias (Alg/Fe3*/Qui*).

As bandas detectadas em 1610, 1415, 1024 cm™ sdo caracteristicas do
estiramento assimétrico e simétrico dos carboxilatos e C-O-C"%73 presentes no alginato
e foram detectadas no polimero puro e nas duas capsulas. Para a quitosana, as bandas
caracteristicas foram encontradas apenas no polimero puro, sendo estas em 1660,
1580 e 1150 cm™ referentes ao estiramento C=0O de amida primaria, N-H de amina
primaria e C-O-C"273, A concentragdo de quitosana utilizada nas capsulas foi menor do
que a do alginato (5:1 (m/m) alginato/quitosana), o que pode ter dificultado a
visualizagao dessas bandas nas capsulas.

Em relagdo aos espectros das capsulas, na literatura, trabalhos como o de
Yousef et al.”® e de Lai et al.”* mencionam o estreitamento da banda em ~1610 cm™! do
grupo carboxilato do alginato e o desaparecimento da banda em 1580 cm™' de ligagao
N-H amina primaria da quitosana como indicativo da interagdo eletrostatica entre os
polimeros. Na Figura 23, observou-se um alargamento da banda em 1610 cm™ e o
desaparecimento da banda em 1580 cm™', o que pode ser um indicativo da formacgéo
da coacervagdo complexa. O alargamento da banda em 1610 cm™' das céapsulas em
comparagao com o alginato puro pode ser indicativo da complexagdo com a quitosana

e gelificagdo com ferro, visto que o COO- é utilizado na interagdo com Fe3* e NH3*.
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Figura 23. Espectro de FTIR-ATR para o OEB, alginato (Alg), quitosana (Qui), capsulas Alg/Fe3*/Qui
com OEB e sem OEB (Alg/Fe?*/Qui*). Ao lado das setas estdo as principais bandas e os referentes
estiramentos.

Qui

~  ~1740 cm™
*" Interagdo Fe3*--- 0O=C
Alg AN )
- ~1024 e 1150 cm”
\/\/‘\—\/\IJ\\//\’J C-O-C alginato e quitosana
Alg/Fe**/Qui ~

~ 1660 e 1580 cm™
C=0 de amida | e C-N de amina

Transmitancia

4200 3600 3000 2400 1800 1200 600
Numero de onda (cm™)

FONTE: A Autora (2022).
A banda em 1740 cm™', que aparece nas duas capsulas e nio aparece nos
polimeros isolados, foi atribuida por alguns pesquisadores como a interagao entre
Fe3*---O=C--OH, o que é um indicativo da gelificagdo ionotrépica entre o alginato e o

ferro 111”77 bem como de uma possivel interagéo entre a quitosana e o ferro”>7879,
5.2.4 Avaliagao do comportamento das capsulas com a variagao do pH

Essa etapa foi fundamental para entender o comportamento das capsulas
nesses meios e selecionar as capsulas promissoras para o teste biolégico de digestao
ruminal. 27693

Apesar do tamanho obtido para as capsulas implicarem que estas passariam
direto do rumen para o abomaso (item 5.2.3.1), o teste de estabilidade em pH 6,8 foi
realizado para entender o que aconteceria caso as capsulas ndo passassem direto.
Além disso, entender o comportamento das capsulas em pH 6,8 também abre margem

para utiliza-las em outras aplicagdes.

5.2.4.1 Avaliagcao do comportamento das capsulas em pH 6,8

Capsulas com Fe3®* e Cu?* foram colocadas no meio proposto por 24h e, apos

esse periodo, observou-se que as capsulas com cobre se desintegraram nesse tempo.
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Provavelmente em virtude de uma possivel troca i6nica do M"* pelo ion sédio (Na*) e/ou
potassio (K*) presentes no tampao PBS. Como o alginato ndo reticula na presenga de
cations monovalentes, a substituicdo do M"™ por esses ions pode ter promovido uma
aproximacéao dos grupos carboxilatos (COQO") e repulsao entre eles devido a presenca
das cargas negativas. Essa repulsao gerou um afrouxamento das cadeias de alginato
e aumentou a possibilidade de intumescimento das capsulas, o que colaboraria para as
capsulas se desintegraram. Na Figura 24 € possivel observar uma representacéo visual
desse processo. Essa hipotese é relatada na literatura por autores como Al-Musa, Fara
e Badwan** e Bajpai e Sharma® que realizaram estudos sobre a interagao do alginato
com cations divalentes (Ca?*, Ba?*) em tampao PBS e relataram resultados similares

ao observado nas capsulas com Cu?*.

Figura 24. Representagdo da proposta de troca idnica entre o ion Cu?* por K* em uma cadeia de
alginato reticulada previamente com Cu?*.

FONTE: A Autora (2022).

Outra hipdtese para as capsulas de Cu?* terem se desintegrado em tamp&o PBS
pode ser dada ao fato do alginato utilizado possuir maior quantidade de monémeros
pertencentes ao Bloco M, como definido no item 4.2.3.2. Na literatura, é relatado que
cations divalentes interagem com o alginato pela formagéo da estrutura egg-box, que
ocorre preferencialmente com o Bloco G do polimero. Isso devido a existéncia de um
vazio formado quando duas regides de Blocos G estao alinhadas, pois este vazio possui
dimensoes ideais para interagdo com ions divalentes38-39.43,

As capsulas com Fe3®' ndo se desintegrarem nesse teste, indicando uma forte
afinidade desse ion com o alginato. Essa hipétese também foi demonstrada em trabalho

anterior do nosso grupo de pesquisa, no qual da Silva3® mostrou o preparo capsulas de
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alginato com diversos cations (Fe3*, AlI3*, Ce3*, Ca?*, Cu?* e Zn?*). Ele também estudou
o comportamento dessas capsulas ao imergi-las em solugdes de diferentes valores de
pH e ions dissolvidos (Figura 25). Neste estudo, o autor relatou maior afinidade do
alginato com o Fe3*, visto que todas as amostras interagiram com esse ion, o que levou
a modificagbes na coloragdo e aspecto do gel. Por outro lado, as amostras de Alg/Fe®*
nao interagiram com nenhum ion avaliado. Além disso, da Silva®?® também relatou obter

capsulas mais densas e compactas com Fe3*.

Figura 25. Aspecto dos beads de alginato/M"* (Fe®*, Al3*, Ce?*, Ca2*, Cu?* e ZnZ*) imidos, secos e apds
imersdo em pH 2, 10 e solugdes de NaCl, FeCls, Al2[SO4]z, CuSOs e ZnCla.

Zn** Cu®* Ca** Ce* AI?* Fe¥t
Beads i J-L.} H- o w - '...'_.a.l..i_.. P T I I
tumidos = Ty :.:. ]
RS

—
'

EREEE =
s
R

Beads
SECOS

pH2.0

pH 10,0

NaCl
S50mM

FeC 1 3
S0mM

A

AL[SO;
S0mM

CuS0,
50mM

£ZnCl,
S0mM

Modificagdo dos Beads via deslocamento idnico por afinidade

FONTE: da Silva33.

O mecanismo de reticulacédo e o tipo de estrutura formada na interagcao entre
cations trivalentes como o Fe3* e o alginato ndo sdo bem definidos na literatura. No
entanto, é possivel observar as seguintes concordancias sobre as caracteristicas da
interagdo Alg/Fe3*: Fe3* forma ligagdes mais fortes com o alginato em comparagéo com
outros ions multivalentes e Fe3* possui capacidade de se ligar ndo somente ao Bloco G

do alginato (como Ca?*) mas também com os Blocos M334546,
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Além da interagéo entre ferro e alginato, outros autores mencionam formacgao de
capsulas pela interagdo entre este ion e a quitosana (e/ou derivados de
quitosana)’>7879 por meio da coordenagdo Fe3*---O=C--OH, entre o ion ferro (Ill) e o
grupo carboxila presentes no polimero. Essa interagdo pode ter auxiliado na estrutura
das céapsulas, visto que o Fe®* pode ter interagido ndo somente com o alginato, mas
também com a quitosana presente nas paredes da capsula, o que contribuiria para néo
desintegragcdo das mesmas no meio estudado (PBS). Dessa forma, seguiu-se os testes
com céapsulas de alginato/Fe**/OEB/quitosana (Alg/Fe3*/OEB/Qui).

Para Alg/Fe®*/OEB/Qui, realizou-se a andlise qualitativa de estabilidade em
tampao PBS com a presenca de surfactante, onde uma aliquota do sobrenadante foi
retirada a cada 1 h durante as seis primeiras e depois em 24 h. O perfil de absorvancia

observado encontra-se na Figura 26.

Figura 26. Analise qualitativa da absorvancia das capsulas de alginato e quitosana com Fe®* em
tampao PBS 0,05 mol L-" e CTAB 0,1 % (m/V) por 6 h e 24 h.
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FONTE: A Autora (2022).
Apds 24 h, as capsulas Alg/Fe3/OEB/Qui apresentaram o mesmo formato
esférico obtido inicialmente e, pelo perfil de absorvancia observado na Figura 26, é
possivel afirmar que houve liberacdo do material encapsulado e que a quantidade de

material liberada se manteve aproximadamente constante de 6 a 24 h.
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Para quantificar o OEB liberado nesse meio, duas metodologias diferentes
foram propostas. A primeira consistiu em determinar a presenca do OE no
sobrenadante e, para isso, uma curva analitca do OEB em PBS + CTAB foi
desenvolvida. A segunda proposta consistiu em quantificar o que sobrou de OEB dentro
das capsulas, ao destrui-las em hexano e analisar o sobrenadante. No entanto, ao
comparar os resultados obtidos pelas metodologias detectou-se uma divergéncia entre
os valores, pois a liberagao calculada pelo sobrenadante (PBS + CTAB) indicou que
apenas 2 % de OEB havia sido liberado e, em hexano, uma perda de 93 % do material
encapsulado.

Na obtencao da curva analitica do OEB em PBS + CTAB foi necessario realizar
um ajuste nos dados brutos, pois a mistura do OE nesse meio levou a formagao de uma
emulsdo. Quando o laser passa por essa solugao, a luz é espalhada pelas bolhas em
suspensao (efeito Tyndall) e, consequentemente, ha flutuagdes na linha base durante
a analise de absorvancia no UV-Vis. Dessa forma, optou-se por dar continuidade nos
testes utilizando somente o método quantitativo de destruigcao das capsulas em hexano,
por demonstrar dados mais confiaveis. Informagdes complementares sobre as curvas
analiticas do OEB em PBS + CTAB podem ser encontradas no Apéndice 3.

Para quantificar o OEB pela segunda metodologia, foi necessario colocar a
mesma quantidade de capsulas em frascos diferentes e macera-las em hexano com o
passar do tempo. Além do perfil de liberagcédo, também se avaliou a cinética de liberagao
dessas capsulas, a fim de obter maiores informagdes sobre o mecanismo de liberagao
do OEB. A cinética foi estudada ajustando-se os dados de liberagdo aos modelos
cinéticos de ordem zero, primeira ordem e Korsmeyer-Peppas.

O perfil de liberagdao do OEB realizado em triplicata e os ajustes cinéticos
encontram-se na Figura 27. Os parametros cinéticos e as equagdes de cada modelo
estdo evidenciados na

Tabela 9 e o modelo de melhor ajuste foi avaliado pelo coeficiente de correlagao
corrigido (R?).

Em um perfil cinético de ordem zero, a taxa de liberagao do ativo é constante,
0 que significa que a mesma concentragao de substancia vai ser liberada por unidade
de tempo independentemente da concentragéo inicial de ativo dentro da capsula®!. Em
uma cinética de primeira ordem, a taxa de liberagdo depende da concentragao do
ativo®'. Ou seja, quanto maior a quantidade de ativo encapsulado, mais rapida a sua

liberagdo. Por fim, o modelo de Kosmeyer-Peppas traz mais informagdes sobre o
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mecanismo de liberacdo da substancia, podendo este ser por difusdo controlada

(modelo de Fick), transporte anémalo (ndo Fickiano) e caso Il de transporte (relaxagao).

Essas caracteristicas séo obtidas atraveés do valor de n, se n < 0,43, a liberagéo segue

a difusdo de Fick, se 0,43 <n < 0,89, a liberacao é andémala e n > 0,89, caso |12,

Figura 27. Perfil de liberacdo do OEB em PBS (a) e os ajustes cinéticos de ordem zero (b), primeira

ordem (c) e Kosmeyer-Peppas (d).
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FONTE: A Autora (2022).
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Tabela 9. Modelos cinéticos e os parametros obtidos pela liberagdo do OEB em PBS. Também sao
apresentadas as equacbes utilizadas em cada modelo, sendo eles ordem zero, primeira ordem e
Korsmeyer-Peppas.

Modelo Ordem Zero Primeira Ordem Korsmeyer-Peppas

Equagdo Q= Qu+k*t Q=0Q,x(1—ekD) Q =0Q, K, xt"
R? ko R? k, R? K, n
0,12 0,0321 0,96 0,034 0,86 0,45 0,13

FONTE: A Autora (2022).

Legenda: Q é a quantidade de OEB liberado no tempo t, Q, é o valor inicial do OEB, k é a constante
cinética, K, € a constante de Korsmeyer-Peppas e n € o exponente de difuso.

O perfil de liberacao obtido para o OEB em PBS se ajustou melhor ao modelo
de primeira ordem (R? = 0,96). Esse tipo de ajuste indica que a taxa de liberagdo do
OEB esta relacionada com a quantidade de 6leo que foi encapsulada. Nesse caso,
como a liberagao foi rapida, é possivel afirmar que a concentracdo de OEB encapsulada
também foi alta. Essa informacgao corrobora o que foi determinado no item 5.2.3.2, onde
encontrou-se uma eficiéncia de encapsulag¢ao das capsulas de 73 %.

Como pode ser observado na Figura 27, o perfil de liberagdo do OEB atinge
um patamar entre 6h e 24h, indicando que a concentragcdo de OEB liberada atingiu o
seu limite maximo. Em 24h, essa concentragdo esta proxima a 90 % e, como o valor da
quantidade inicial de OEB (Q,) deu 89 %, é possivel afirmar que todo OEB foi liberado
nesse meio. Dessa forma, € possivel concluir que se as capsulas ndao passarem direto
do rumen para o abomaso, o conteudo encapsulado seria liberado no rumen.

Na literatura, foi encontrado um estudo sobre o uso de capsulas de alginato
com Fe3®* para aplicagdo via oral, cujos autores fizeram teste de liberagdo em pH
simulando o meio estomacal e intestinal, algo similar ao que este projeto se propés. A
matriz polimérica utilizada por Swamy e colaboradores® consistiu em
alginato/carboximetilcelulose e os autores relataram maior liberacdo do material
encapsulado (metformina) em pH 7,4 (intestinal) na faixa entre 40 — 60 % do conteudo
das capsulas em até 20 horas. Por se tratar de uma matriz polimérica diferente, bem
como o tipo de material encapsulado, torna-se dificil estabelecer uma comparagao
direta entre as duas pesquisas.

Apesar de ter ocorrido a liberacdo completa do OEB em PBS, o fato das

capsulas néo se desintegrarem apos 24 h indica que o sistema proposto possui boa
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resisténcia mecanica, o que € uma caracteristica importante para a aplicagcédo proposta.
Além disso, esta resisténcia também pode ser util para o desenvolvimento de outras
aplicagdes. Dessa forma, deu-se continuidade nos testes de liberagdo em pH 2,
simulando o pH encontrado no abomaso e o mesmo tipo de capsula foi enviado para
avaliacédo in vitro de digestdo ruminal.

Os dados obtidos por Headspace em pH 6,8 serao discutidos posteriormente

junto com os dados em pH 2, ao final do proximo item.

5.2.4.2 Avaliagao do comportamento das capsulas em pH 2

A liberagdo do OEB das capsulas também foram avaliadas em fluido gastrico
sem enzima (FGS) por 2h a 40°C, pois essas condigdes se assemelham as encontradas
no abomaso'®. Os resultados desse teste encontram-se na Figura 28 junto com os
ajustes cinéticos. Os parametros cinéticos e as equagbes de cada modelo estdo
evidenciados na Tabela 10 e o modelo de melhor ajuste foi avaliado pelo coeficiente de
correlagao corrigido (R?).

O perfil cinético observado se ajustou melhor nas equacdes de primeira ordem
e Kosmeyer-Peppas, com ambos R? = 0,99. Pela liberagdo em primeira ordem, as
conclusdes sao similares as obtidas no item 4.2.2.1 para a liberacdo em PBS. A
liberacdo rapida esta relacionada a concentragao de OEB encapsulada, que também
foi alta. Avaliando a liberagdo por Kosmeyer-Peppas, € possivel afirmar que o
mecanismo de liberacdo do OEB foi difusdo controlada pela parede polimérica, visto
que n = 0,009 (n < 0,43)%,
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Figura 28. Perfil de liberagdo do OEB em FGS (a) e os ajustes cinéticos de ordem zero (b), primeira
ordem (c) e Kosmeyer-Peppas (d).
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FONTE: A Autora (2022).

Tabela 10. Modelos cinéticos e os parametros obtidos pela liberagdo do OEB em FGS. Também sao
apresentadas as equacdes utilizadas em cada modelo, sendo eles ordem zero, primeira ordem e
Korsmeyer-Peppas.

Modelo Ordem Zero Primeira Ordem Korsmeyer-Peppas
Equagao Q= Qo +kxt Q=0Q,*(1—eT*) Q=QoxKy*t"
R? ko R? k4 R? K, n
0,06 0,034 0,99 0,012 0,99 1,06 0,009
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FONTE: A Autora (2022).

Legenda: Q é a quantidade de OEB liberado no tempo t, Q, é o valor inicial do OEB, k é a constante
cinética, K, € a constante de Korsmeyer-Peppas e n € o exponente de difuso.

A liberacdo do OEB em meio acido ocorre por dois motivos. O primeiro é devido
a solubilidade da quitosana nessas condicdes, o que desestabiliza a interacéo
eletrostatica entre este polimero e o alginato. Essa desestabilizagcdo auxilia no
afrouxamento das cadeias e, consequentemente, na liberagdo do material
encapsulado.

O outro motivo esta relacionado a protonagédo dos grupos carboxilatos do
alginato em pH 2. A protonagao desses grupos torna a interagéo eletrostatica com o
Fe3* pouco efetiva e, ao mesmo tempo, favorece a interagdo entre as cadeias de
alginato por meio da formagao de ligacées de hidrogénio, o que aproxima as cadeias
gerando uma contragdo das capsulas*®. Nesse caso, dependendo do tipo de material
encapsulado, este mantém-se aprisionado e a taxa de liberagéo para o meio € menor?®.
No caso do OEB, pode-se observar que este foi prontamente liberado com a
desestabilizagédo da interagéo entre o Fe3* e os grupos carboxilatos.

Na literatura, Shi e colaboradores’ quantificaram a presenca de Fe®* liberado
em meio acido e neutro apods 24 h (a 37°C) da imersdo de capsulas alginato/Fe3* (AL),
alginato/Fe3*/carboximetil-quitina (CMCT) nas proporgdes alginato/CMCT 2:1 (AC1),
1:1(AC2) e 1:2 (AC3) e CMCT/Fe®*. Os resultados desses autores encontram-se na
Figura 29, onde é possivel observar uma maior liberagdo de Fe®* em pH 1,2.
Corroborando com a teoria apresentada anteriormente de que, em meio acido, a
interagdo do Fe3* com as cadeias de alginato é pouco efetiva. Além disso, também foi
possivel observar que para as capsulas de CMCT/Fe3*, houve maior liberagéo de Fe?*,

0 que demonstra a instabilidade do complexo nesse meio.
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Figura 29. Concentragdo de Fe?* liberado das capsulas apos 24 h a 37°C em meio acido (pH 1,2) e
neutro (pH 7,4).

PZZ) pH 1.2
o~ pH 7.4

Iron(lll) elution (%)

AC3 CMCT

FONTE: Shi et al.”

Dada a alta taxa de liberagao do OEB pelas capsulas em FGS, sugere-se que
a contracédo das cadeias de alginato nesse meio possa ter aberto um caminho para o
OEB permear pela matriz (juntamente com o Fe3*) ou que o tempo necessério para a
contracao da cadeia foi o suficiente para liberacdo quase completa do OEB.

A técnica de UV-Vis permitiu a quantificagcdo do OEB liberado pelas capsulas
em pH 6,8 e 2. Para complementar as informag¢des obtidas, também foi feito uma
analise de cromatografia por injecdo headspace do tampao PBS e FGS apds os testes
de estabilidade das capsulas. Nessas analises, o liquido coletado na liberagao foi
aquecido (100 °C) e avaliou-se por GC-MS os componentes volateis da solugéo. O OEB
puro também foi analisado por esta técnica para comparacao dos resultados.

Os cromatogramas (Figura 30) foram obtidos para o OEB puro, tampao PBS
apos 24h de liberagao das capsulas e para FGS apds 2 h. Informagdes como o tempo
de retencao, area, similaridade e nome do composto identificado em cada pico estao

na Tabela 11.

Figura 30. Comparagéo dos cromatogramas obtidos por GC-MS ingestéo headspace para o OEB (em
preto) e o tampao PBS (azul) e FGS (rosa) apos liberagéo das capsulas em 24h e 2h, respectivamente.
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FONTE: A Autora (2022).

Tabela 11. Tempo de retengédo, area, similaridade e nome do composto identificado nos cromatogramas
obtidos por GC-MS ingestdo headspace para o OEB (em preto) e para os liquidos do tamp&o PBS (azul)
e FGS (rosa) ap6s liberagédo das capsulas em 24 h e 2 h, respectivamente.

Tempo de Retengao Area (%) Similaridade (%) Nome do
OEB PBS FGS OEB PBS FGS OEB PBS Fgs  composto
identificado
5.182 - - 1.07 - - 96 - - a-tujeno
5.386 5.415 - 549 148 - 95 92 - a-pineno
- - 6.328 - - 9.81 - - 93 Pirano
6.411 - - 4.42 - - 96 - - Sabieno
6.574 6.600 - 10.89 5.35 - 96 96 - B-pineno
6.842 6.875 6.848 244 315 133 96 94 95 B-mirceno
7981 8005 7975 268 371 823 95 93 95 Cimeno
8.173 8.165 8.133 34.78 14.14 64.35 96 96 97 (R)- Limoneno
9.148 - 9.134 14.34 - 8.35 96 - 96 y-Terpeno
10.704 10.710 10.694 11.39 51.34 3.26 97 97 96 Linalol
- 13.975 - - 5.03 - - 91 - Terpinen-4-ol
- 14.585 14.574 - 10.75 3.01 - 94 94 a-Terpineol
Acetato de
16.914 16.940 - 11.61 5.05 - 97 95 -
Linalila

FONTE: A Autora (2022).

Os cromatogramas da Figura 30 referem-se aos componentes volateis
encontrados na solucdo de PBS e FGS apos liberagdo do OEB. Esses componentes,
listados na Tabela 11, sdo comumente encontrados em OE. No entanto, alguns deles
foram detectados somente no OEB puro enquanto outros foram identificados em PBS
e/ou FGS. Os unicos componentes que foram identificados em ambos os meios e no
OEB puro foram B-mirceno, cimeno, (R)- limoneno e linalol. Essa diferenca observada
pode ser um indicativo de que houve alguma alteracdo na composi¢cao do OEB apoés
ser liberado nesses meios.

O (R)-limoneno, um dos componentes majoritarios do OEB e principal ativo
responsavel pela alta agao acaricida (item 5.1.2) contra o Rhipicephalus microplus foi
detectado em PBS e FGS, o que é um bom resultado para a aplicagao proposta nesse

projeto.



71

5.2.4.3 FTIR das capsulas apos testes com variagao do pH

Espectros das capsulas apds estas permanecerem em FGS e PBS (Figura 31)
também foram obtidos com a finalidade de identificar mudangas estruturais que
corroborassem com o comportamento observado nesses meios. Pasparakis et al.3* e
Lin et al.85 atribuem as bandas em 1740 cm™' somente ao estiramento do grupo
carboxilico (COOH) do alginato. Em seus trabalhos, os autores mencionam o
surgimento dessa banda quando as capsulas sdo expostas ao meio FGS e o
desaparecimento destas quando estdo em PBS ou agua.

No espectro da Figura 31 foi possivel observar que essa banda esta mais
pronunciada em FGS, quando comparadas as capsulas secas e apos PBS, o que pode
ser um indicativo da protonagdo do grupo COO- nesse meio. Outra diferenga
encontrada na mesma figura encontra-se nos estiramentos assimétrico e simétrico de
COOr, no qual as bandas aparecem mais alargadas nas capsulas secas e apos PBS.
Como em FGS ha favorecimento das interagdes entre a cadeia do alginato e o Fe3*
pode estar sendo liberado para o meio, o afinamento dessa banda pode ser um

indicativo de que a interagdo com o Fe3* esta sendo alterada.

Figura 31. Espectro de FTIR-ATR para as capsulas Alg/Fe®*/Qui secas, apos 24h em PBS e 2h em
FGS. Ao lado estéo as principais bandas e os referentes estiramentos.

Ig/Fe*'/Qui

~ 1740 cm™
Interagdo Fe3*---O=C

Transmitancia

Apébs PBS

3600 3000 2400 1800 1200 600
Numero de Onda (cm™)
FONTE: A Autora (2022).

5.2.4.4 MEV das capsulas apos testes com variagao do pH

A morfologia das capsulas foi analisada por MEV antes e apds a liberagao em

PBS e FGS, conforme ilustrado na Figura 32. As capsulas antes da liberagao
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apresentaram uma superficie levemente rugosa com algumas rachaduras. Essas
aberturas podem ter contribuido para a liberacdo do OEB mesmo sem estimulo do
meio, conforme foi evidenciado no item 5.2.3.2. Apds 24 h em PBS, houve um aumento
no numero de rachaduras na parede polimérica da capsula e apés 2 h em FGS notou-
se um aumento drastico na rugosidade e aberturas na superficie.

Entre os meios, € possivel observar um aspecto mais rugoso e com mais
rachaduras na capsula apos FGS do que em PBS. Essa caracteristica corrobora com
as informagdes mencionadas nos testes de estabilidade (item 5.2.4), onde houve uma

liberagao mais rapida em FGS do que em PBS.

Figura 32. MEV para as capsulas de Alg/Fe3*/Qui secas, apds 24h em PBS e 2h em FGS.
Alg/Fe**IQui Apo6s 24h em PBS Apds 2h em FGS

SEM HV: 15.0 kV WO: 9.86 mm | VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 200 x Det: SE 200 ym
View fleld: 1.38 mm _ Date{m/diy): 09/13/22 CME-UFPR

FONTE: A Autora (2022).

5.3 PARTE Il

5.3.1.1 Estabilidade das capsulas em condi¢6es ruminais

O teste de digestao ruminal é geralmente utilizado para avaliar a digestibilidade
de alimentos/suplementos pelo rumen. Para determinar o quanto foi digerido pelo
ramen, € comparado o peso da amostra antes de entrar em contato com o liquido
ruminal com o peso da amostra depois da sua retirada. As amostras sao

acondicionadas em estufa a 105°C por 24 h antes e apds o teste, para garantir que
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qualquer residuo de agua seja eliminado do calculo de digestibilidade. O peso da
amostra seca antes do teste recebe o nome de matéria seca. Para a aplicagao proposta
nesse projeto, o objetivo desse teste foi a verificagdo da integridade das capsulas apds
permanecerem em contato com liquido ruminal por 24 h.

No caso das capsulas, a matéria seca refere-se a massa dos polimeros
(alginato e quitosana) e do agente reticulante, Fe3*. Isso porque ao colocar as capsulas
em estufa aquecida por 24 h, todo conteudo volatil de seu interior foi evaporado. Esse
conteudo refere-se ao OEB e qualquer residuo de dgua preso nas paredes poliméricas
das capsulas. O valor obtido de matéria seca foi de 71,12 % (m/m).

Depois de 24 h em incubagao com o liquido ruminal, as capsulas foram lavadas
e colocadas em estufa novamente por 24 h. Apds esse periodo, elas foram pesadas e,
os valores de matéria seca foram comparados. Essa comparacao em massa fornece o
valor da digestibilidade das capsulas em liquido ruminal. O valor determinado foi 87,65
+ 11,73 % (m/m), indicando que mais de 80 % das capsulas foram afetadas pela
fermentagdo do rumen. Em aspecto visual, as capsulas perderam o formato esférico e
apresentaram uma consisténcia em po.

Como mencionado no item 5.2.3.1, as capsulas obtidas nesse projeto possuem
tamanho pequeno suficiente para passagem direta do ramen para o abomaso. Dessa
forma, acredita-se que estas ndo permaneceriam tanto tempo (24 h) em contato com
0s microrganismos e bactérias do rumen. O que € possivel inferir com as informagdes
obtidas até o momento é que as capsulas que ndo passarem direto para o abomaso
terdo seu conteudo liberado no rimen devido a possivel digestdo das capsulas por
€sses microorganismos.

Para uma resposta mais precisa sobre o tempo que as capsulas sao capazes
de permanecer no rumen sem perder suas caracteristicas iniciais € necessario realizar
mais testes de digestdo ruminal com intervalos de tempo menores. Para este trabalho,
analisou-se o cenario mais critico de 24 h.

Na literatura, ha outra aplicacdo envolvendo OE e rumen. Pesquisadores vém
estudando os efeitos dos componentes de OEs sobre a fermentagdo ruminal com o
intuito de diminuir a liberagdo de metano e nitrogénio amoniacal para o ambiente. Essa
linha de pesquisa tem ganhado maior destaque desde 2006, quando a Unido Europeia
proibiu o uso de antibioticos como aditivos alimentares em vacas leiteiras, devido ao

risco de residuos no leite. Por esta razdo, ha um grande interesse em avaliar o potencial
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de antimicrobianos naturais, como OE, que sdo geralmente reconhecidos como
seguros para consumo humano8-9°,

Como a alta volatiidade e o forte aroma do OE poderiam reduzir a
palatabilidade e consumo da ragdo pelos bovinos, uma alternativa eficiente seria a
microencapsulacdo do OE. Neste trabalho, confirmou-se que a matriz de alginato e
quitosana foi eficiente para encapsular o OEB e libera-lo totalmente em contato com o
liquido ruminal em até 24 h. Essas caracteristicas podem tornar esse trabalho uma
alternativa viavel para os estudos mencionados acima, cujo objetivo seria a entrega do

OE no rumen.
6. CONCLUSOES

Esse projeto de pesquisa se propds a encapsular OEB em matriz polimérica de
alginato e quitosana e testar a estabilidade das capsulas em condigbes ruminais
visando desenvolver um novo método de tratamento de carrapatos em ruminantes.

O OEB apresentou alta agao acaricida em teledginas adultas, sendo capaz de
eliminar proximo de 60 % destas na menor concentragéo testada 1 % (m/V) € 99,7 % a
6 % (m/V). O composto isolado (R)-limomeno demonstrou eficiéncia ainda maior, com
90,7 % a1 % (m/V) e 100 % a partir de 4 % (m/V). Esses resultados sdo promissores
para o desenvolvimento de um tratamento com ativos naturais, algo completamente
inédito do que esta sendo ofertado comercialmente nesse ramo. Para larvas na
transicdo entre o estagio de vida livre e inicio da fase parasitaria, as concentragdes
testadas de OE nao foram suficientes para desempenhar taxas significativas de
mortalidade.

A encapsulagao do OEB foi feita com polimeros naturais, alginato e quitosana,
por meio das técnicas de gelificagao ionotropica e coacervagao complexa, que fazem
uso de condi¢cbes reacionais brandas a temperatura ambiente. Os parametros
experimentais de sintese foram amplamente estuda

dos, sendo avaliados o tipo de M"*, proporgcdo entre os polimeros e entre
alginato/ M™*. Capsulas com formato esférico e melhor desempenho nos testes de
estabilidade em tampao PBS foram obtidas com Fe®*, proporcdo 5:1 (m/m)
alginato/quitosana e 1:0,05 (m/mol L") para alginato/Fe3*.

As capsulas obtidas apresentaram tamanho de 1 mm, sendo um &timo
indicativo de que conseguiriam passar do rumen para o abomaso sem sofrerem o

processo de ruminagéo'®. Além disso, o sistema foi capaz de encapsular 73 % de OEB,
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0 que é um alto valor considerando que a EE % foi obtida apds 3 dias, tempo necessario
para secagem completa das capsulas. Pela técnica FTIR verificou-se a encapsulacéo
do OEB por uma banda detectada em 1237 cm™' que estava presente no OEB puro,
nas capsulas com OEB e ausente nas capsulas vazias.

As capsulas também foram submetidas a testes de estabilidade em pH 6,8
(tampao PBS) por 24 h simulando o pH encontrado no rimen e por 2 hem pH 2 (FGS),
pH encontrado no abomaso. Em ambos os meios as capsulas mantiveram seu formato
esférico e a matriz polimérica n&o se desintegrou, o que demonstra a alta resisténcia
mecanica das capsulas, caracteristica necessaria para a aplicagao proposta.

A liberagao do OEB em FGS foi mais rapida do que em PBS e seguiu os perfis
cinéticos de primeira ordem e Korsmeyer-Peppas. Dessa forma, concluiu-se que a
liberacdo rapida ocorreu devida a alta concentracdo de OEB encapsulada e que o
mecanismo de liberagao foi por difusdo controlada. Em PBS, a liberacao de OEB se
ajustou ao perfil de primeira ordem. Em FGS, houve 94 % (m/m) de OEB liberado em
24 h e, em PBS, 93 % (m/m) em 24 h.

A diferencga na velocidade de liberagdo do OEB € uma comprovacao de que a
capsula utilizada neste trabalho € estimulo responsiva ao pH. Uma 6tima caracteristica
para o desenvolvimento de sistemas de liberagao controlada.

A morfologia das capsulas foi avaliada por MEV antes e depois dos testes de
estabilidade. Antes dos testes, observou-se a presenca de pequenos poros e
rachaduras na parede das capsulas. Apds os testes, detectou-se um aumento nessas
aberturas em ambos os meios. No entanto, em FGS, esse aumento foi mais intenso,
corroborando com os dados de liberacéo obtidos neste meio.

As capsulas também foram avaliadas pelo teste in vitro de digestdo ruminal,
nas quais foram colocadas em contato com liquido ruminal por 24 h. Depois desse
periodo, foi detectado que 87 % das capsulas foram digeridas pelos microrganismos e
bactérias presentes no rumen. Como o teste foi feito em condigbes extremas (24 h),
nao foi possivel determinar quanto tempo as capsulas sdo capazes de permanecer
nesse meio sem perder suas caracteristicas. Dessa forma, € necessario a realizagao
de mais testes em intervalos de tempos menores para obter essa informacao.

As capsulas foram projetadas para passar direto do rumen para o abomaso
devido ao seu tamanho e alta resisténcia mecanica. O que é possivel inferir pelos testes
apresentados nesse trabalho € que as capsulas que n&do passarem direto para o

abomaso sofreriam digestdo no rumen. Além disso, o OEB encapsulado possui alta
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acao acaricida, sendo uma opg¢ao inovadora para o tratamento de carrapatos em

ruminantes.

6.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, propde-se as seguintes

etapas futuras:

Estudar a adigao de polimeros sintéticos mais resistentes e com formacao de
matriz menos porosa, como poli (alcool) vinilico PVA, no revestimento da matriz
de alginato/quitosana bem como os parametros da sintese e se ha diminuicao
na taxa de liberagdo do OEB em pH 6,8 (ou pH 1,2 dependendo da aplicagéo
desejada).

Estudar a adicdo de outro reticulante em conjunto com o Fe3*, como o
glutaraldeido, a fim de diminuir a porosidade da matriz de quitosana, devido sua
alta reatividades com aminas. Também é possivel estudar a utilizagdo de mais
de um cation, como Fe3* e Cu?*.

Estudar o uso de um alginato mais rico em Blocos G para avaliar se ha
diminui¢cdo na porosidade das capsulas e consequentemente menor liberacao
do OEB.

Estudar outra via de aplicacdo do OEB em ruminantes para tratamento de
carrapatos, como a transdérmica.

Estudar o efeito do OEB nos microrganismos do rumen a partir da matriz
polimérica proposta nesse projeto, avaliando se houve diminuicdo de metano e
de nitrogénio amoniacal, responsaveis pelo desempenho da producédo e
liberacao de poluentes ao meio ambiente.

Aumentar a quantidade de OEB encapsulado e estudar seus efeitos na matriz
polimérica de alginato/quitosana com o intuito de descobrir a capacidade maxima
de encapsulagao, o que nao foi avaliado nesse trabalho.

Estudar a mistura do OEB com um éleo fixo, como o 6leo de linhaga (OL), a fim
de diminuir a capacidade do OE de permear pela matriz polimérica. Em um
estudo isolado neste projeto, calculou-se 64 % de eficiéncia de encapsulagao
com OL e 1,20 % de liberacdo em PBS apods 24 h. Além da adigao de um 6leo
fixo, pode-se adicionar um acido graxo, como o acido estearico, que € sdlido a

temperatura ambiente, o que dificultaria a liberagdo do OEB da matriz polimérica.
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e Estudar a diminuicdo do tamanho das capsulas para escala nano, a fim de
verificar se ha um aumento na eficiéncia de encapsulagao, bem como diminuigéo

na taxa de liberacdo do OEB.
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Legenda: ATE = GC2, solugao de agua, polisorbato 80 e alcool etilico.

Produtos Pes._o das | Postura PostL_lra Inviavel Sem Pesoda | Eclodibilidade Eficiénci.a Média ER Eficiéncia
Teledgenas | Completa | Parcial Postura | Postura (%) Reprodutiva do Produto
Agua 210 5 5 0 0 1,03 90 882857
Agua (a) 2,08 3 7 0 0 1,08 75 778846 836758 0,00
Agua (b) 210 8 1 0 0 0,99 90 848571
ATE 21 g 1 0 1 0,93 90 793365
ATE (a) 2,08 g 2 0 0 04 75 649038 622016 25,66
ATE (b) 2,03 7 3 0 0 0,86 50 423645
Colossa 210 0 0 2 8 0 0 0
Colosso (a) 2,04 0 0 1 9 0 0 0 0 100,00
Colosso (b) 2,09 0 0 0 10 0 0 0
Limoneno 1% 2,06 5 2 1 2 0,54 10 52427
Limoneno (a) 1% 2,03 4 2 1 3 05 20 98522 57899 93,08
Limeneno (b) 1% 21 3 0 1 6 0,24 10 22749
Limoneno 2% 2,07 2 1 0 7 0,21 5 10145
Limoneno (a) 2% 2,03 4 2 1 3 05 20 98522 36222 9567
Limoneno (b) 2% 2,08 0 0 0 10 0 0 0
Limoneno 4% 2,04 0 0 0 10 0 0 0
Limoneno (a) 4% 2,06 0 0 0 10 0 0 0 0 100,00
Limeneno (b) 4% 2,05 0 0 0 10 0 0 0
Limoneno 6% 2,06 1 0 0 9 0,06 0 0
Limoneno (a) 6% 2,08 0 0 0 10 0 0 0 0 100,00
Limoneno (b) 6% 2,08 0 0 0 10 0 0 0
OE de Bergamota 1% 2,03 7 1 0 2 0,66 25 162562
OE de Bergamota (a) 1% 2,06 B 1 0 1 0,77 50 373766 250327 70,08
OE de Bergamota (b} 1% 2,05 9 1 0 0 0,88 25 214634
OE de Bergamota 2% 2,04 5 3 0 2 0,62 25 151961
OE de Bergamota (a) 2% 2,07 4 2 0 4 0,51 25 123188 142197 83,01
OE de Bergamota (b} 2% 2,08 li 1 1 1 0,63 25 151442
OE de Bergamota 4% 2,06 3 0 0 7 0,27 5 13107
OE de Bergamota (a) 4% 2,07 1 0 0 9 0,07 0 0 20369 9757
OE de Bergamota (b} 4% 2,00 2 1 1 6 0,24 20 43000
OE de Bergamota 6% 2,05 0 1 0 9 0,04 0 0
OE de Bergamota (a) 6% 2,05 0 0 0 10 0 0 0 1618 99,81
OE de Bergamota (b) 6% 2,06 2 0 0 ] 0.1 5 4854




APENDICE 2 - DADOS BRUTOS TPL

Legenda: ATE = GC2, solugéo de agua, polisorbato 80 e alcool etilico.

Produto Larvas Vivas | Larvas Mortas | % Mortalidade % M;:z:?ade
Agua 136 3 2,16
,t:\gua 15 1 0,86 328
Agua 122 0 0,00
Agua 123 8 6,11
ATE 95 5 5,94
ATE 126 3 2,33 207
ATE 102 0 0,00
ATE 128 0 0,00
Colosso 0 138 100,00
Colosso 0 131 100,00 95 77
Colosso 1 107 99,07
Colosso 0 103 100,00
OE Bergamota 2% 146 18 10,98
OE Bergamota 2% 197 2 1,01 5 53
OE Bergamota 2% 83 2 2,35
OE Bergamota 2% 127 1 7.97
OE Bergamota 4% 159 16 914
OE Bergamota 4% 119 16 11.85 133
OE Bergamota 4% 100 20 16,67
OE Bergamota 4% 169 14 7,65
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APENDICE 3 — INFORMAGOES ADICIONAIS SOBRE A METODOLOGIA DE
QUANTIFICAGAO DO OEB EM PBS + CTAB

Dados ajustados, descontando as alteragdes na

Dados brutos
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