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RESUMO

O Rhipicephalus (B.) microplus, conhecido popularmente como carrapato-do-boi, ¢ a espécie que
mais compromete a produtividade pecuarista bovina no pais, além de configurar um fator
preponderante de impacto para prejuizos comerciais, ambientais ¢ de saude publica. Na
contemporaneidade existem vdrias estratégias de controle, prevencdo e eliminacdo de pragas
agricolas e outros microrganismos patogénicos como bactérias e fungos. Desta forma, a adogao de
medidas de aplicacio das formulagdes com dispositivos inovadores multifuncionais por
intermédio de Oleos essenciais (OEs) vém encontrando grande eficiéncia no combate a esses
agentes etioldgicos, principalmente o 6leo essencial de Syzygium aromaticum (OESA). O objetivo
consiste na obtencdo e caracterizacdo de um dispositivo multifuncional inovador a base de
microemulsdes contendo o o6leo essencial de S. aromaticum, dispersas em uma base saponeica
desenvolvida através de uma reagdo de saponificacdo, visando a aquisi¢ao de um sistema, que em
contato com o meio aquoso, permita a liberagdo do eugenol (principio ativo do OESA), molécula
responsavel pelo controle de pragas agricolas e de extensa agdo acaricida, bactericida e fungicida.
A metodologia foi desenvolvida com base em estudo experimental, com a realizacdo da
construgdo do diagrama de fases pseudoternario, selecao da formulagdo, desenvolvimento e
caracterizagdo fisico-quimica da microemulsdo, elaboracdo de uma base saponeica, avaliacao
acaricida e da atividade microbiologica. Os resultados obtidos demonstraram que todas as trés
formulagdes mantiveram-se com viscosidade adequada, de coloracdo amarelada, limpidas e
transparentes. Dentre as formulagdes desenvolvidas, a formulagao 02 (ME25, 2:8:6 OESA: T/Cot:
agua) foi a escolhida para os demais testes devido as suas caracteristicas mais promissoras. Os
resultados indicaram valores de PDI menores que 0,3 demonstrando que existe uma grande
homogeneidade de distribuicdo do didmetro das goticulas nessas formulacdes. O potencial zeta
variou entre -27,1 e -39,9 mV. A formulagdo selecionada apresentou pH de 8,50. Com relacao a
base saponeica obtida, apresentou-se de forma fisica semissolida, mesmo apds secagem,
comprometendo a obtengao dos tabletes. Quanto a atividade acaricida, o uso do (OESA), puro, ¢
da microemulsdo inibiram significativamente a postura das fémeas ingurgitadas, demonstrando
uma eficacia de quase 100% para as teledginas. Ja para as formas larvais, o grupo contendo o
OESA puro e microemulsionado, resultou em mortalidades acima de 99% e 95%,
respectivamente. No que concerne a avaliacdo microbiologica, verificou-se que tanto o dleo
essencial puro quanto o composto microemulsionado apresentaram atividade antimicrobiana,
sendo classificados como inibidores fortes, pois apresentaram Concentracdo Inibitoria minima
(CIM) de até 500pg/mL. Com isso, conclui-se que a microemulsdo contendo o 6leo essencial de S.
aromaticum foi obtida de maneira satisfatoria, revelando-se como adequada em seus aspectos
fisico-quimicos. Outrossim, tanto o O6leo essencial quanto a microemulsdo mostraram-se
promissores no combate a espécie Rhipicephalus (B.) microplus, sugerindo uma eximia atividade
carrapaticida, além de uma atividade antimicrobiana satisfatdria, sendo necessarios novas
pesquisas e experimentos para elucidagao dos mecanismos de acao do composto.

Palavras-chave: Syzygium aromaticum, microemulsdes, acaricidas, produtos com acgao
antimicrobiana.



ABSTRACT

Rhipicephalus (B.) microplus, popularly known as “carrapato-do-boi”, is the species that most
compromises cattle breeding productivity in the country. Additionally, this parasite has a major
negative impact on commercial, environmental, and public health. Nowadays, several strategies
are available for controlling, preventing, and eliminating agricultural pests and other pathogenic
microorganisms such as bacteria and fungi. In this way, applying formulations with innovative
multifunctional devices based on essential oils (OEs) has been finding great efficiency in
combating these etiological agents, mainly the Syzygium aromaticum essential oil (OESA). This
work aims to obtain and characterize an innovative multifunctional device based on
microemulsions containing the essential oil of S. aromaticum, dispersed in a saponeic base
developed by a saponification reaction. It is expected that such system, when in contact with the
aqueous medium, releases eugenol, an active ingredient of OESA and responsible for controlling
agricultural pests due to an extensive acaricidal, bactericidal, and fungicidal action. The
methodology was developed based on an experimental design study, including a pseudo- ternary
phase diagram, the formulation selection, the development and physical-chemical characterization
of the microemulsion, the production of a soap base, and the evaluation of acaricides and
microbiological activity. The results obtained demonstrated that all three formulations remained
with adequate viscosity, yellowish, clear, and translucent. Among the developed formulations,
formulation 02 (ME25, 2:8:6 OESA: T/Cot: water) was chosen for the other tests due to its
promising characteristics. The results indicated PDI values lower than 0.3, demonstrating an
excellent homogeneity in the droplet diameter distribution. The zeta potential varied between
-27.1 and -39.9 mV. The selected formulation had a pH of 8.50. The soap base presented a
semi-solid appearance, even after drying, compromising the tableting process. As for the
acaricidal activity, using OESA, pure, and in the microemulsion significantly inhibited the posture
of the engorged females, demonstrating an effectiveness of almost 100%. As for the larval forms,
the group containing pure and microemulsified OESA resulted in mortalities above 99% and 95%,
respectively. The microbiological evaluation showed an antimicrobial activity for both pure and
microemulsified essential oil, classified as strong inhibitors, as they had a Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of up to 500pg/mL. Thus, it is concluded that the microemulsion containing
the essential oil of S. aromaticum was obtained satisfactorily, proving to be adequate in its
physicochemical aspects. Furthermore, both the essential oil itself and the microemulsion showed
capable of combating the species Rhipicephalus (B.) microplus, suggesting an excellent acaricidal
activity, in addition to a satisfactory antimicrobial activity, requiring further research and
experiments to elucidate the mechanisms of action of the compound.

Keywords: Syzygium aromaticum, microemulsion, acaricide, antimicrobial action product
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1 INTRODUCAO

Sob a dtica dos estudos e manejos para manutengao das plantagdes saudaveis e produtivas,
aliada ao equilibrio da saude da populacdo, as pragas agricolas surgem como um pesadelo na
rotina de diversas comunidades agricolas, que figuram expressivamente no potencial de
crescimento socioecondmico do pais. O desenvolvimento de infecgdes por pragas agroecologicas,
especialmente causadas por ectoparasitas como os carrapatos, tem sido cada vez mais frequente no
Brasil, pais de caracteristicas climaticas que favorecem a sobrevivéncia e disseminacao parasitaria
do carrapato, principalmente da espécie Rhipicephalus (B.) microplus (OLIVEIRA et al., 2013;
FIDELIS JUNIOR et al., 2014; CHAPARRO- GUTIERREZ, 2020).

O Rhipicephalus (B.) microplus, conhecido popularmente como carrapato-do-boi, ¢ a
espécie que mais compromete a produtividade pecuarista bovina no pais, além de configurar um
fator preponderante de impacto para prejuizos comerciais, ambientais e de problemas para a satide
publica. Contemporaneamente existem vdrias estratégias de controle, prevenc¢do e eliminacio de
carrapatos como, a forma alopatica por meio de feromonios associados a substancias toxicas que
podem ser medicamentos sistémicos injetaveis ou medicamentos de contato a partir de técnicas de
pulverizacdo ou imersdo (OLIVEIRA et al., 2013; FIDELIS JUNIOR et al., 2014; CHAPARRO-
GUTIERREZ, 2020; TORRES-SANTOS et al., 2022).

Tem-se o controle imunoldgico que muitas vezes ¢ restrito por questdes economicas e de
acessibilidade através da vacinagdo que permite a inclusdo de multiplos antigenos que tém como
alvo o combate ao carrapato e também a prevencdo da transmissdo de patogenos. Para isso, ¢
importantissimo o estudo e a ado¢do de metodologias fitoterapicas que correspondem a aquisi¢ao
de plantas medicinais ou extratos vegetais, com aplicacdo das formulagdes a base de Oleos
essenciais (OEs), como principios ativos que vém encontrando grande eficiéncia no combate as
pragas agricolas e agentes etiologicos estudados (LOPES et al.,, 2013; VERISSIMO, 2015;
SILVEIRA NETO et al., 2017).

Este procedimento busca primordialmente, amenizar a contamina¢do ambiental e a
toxicidade dos animais e dos seres humanos, mas que ao longo do uso, encontram resisténcia dos
parasitas. Para isso, torna-se fundamental o emprego de veiculos com formulagdes seguras e
eficientes produzidas a partir de OEs de ordem natural e de baixo custo como uma excelente
alternativa viavel economicamente e sustentavel, com o intuito de diminuir os efeitos colaterais
provocados pelo uso indiscriminado de acaricidas. Haja vista, que o uso de dispositivos
multifuncionais como microemulsdes a base de OEs incorporados a uma base saponeica

configuram um produto de estrita inovacao para aplicagdes agricolas (OLIVO et al., 2013; CRUZ,
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2017).

Sob essa perspectiva, dentre os OEs que possuem atividade efetiva de destaque contra
agentes patogénicos tem-se o Oleo essencial de Syzygium aromaticum (OESA), conhecido
popularmente como 6leo do cravo da india, este por sua vez, ¢ obtido pela extragao das folhas e
dos botdes floriferos secos. Nao obstante, os OEs em sua maioria apresentam importantes
limitacdes como agravantes a serem sanados, nomeadamente como baixa solubilidade, a
instabilidade na presenca de luz, do calor, umidade ar e metais. Para tal, a utilizagdo de sistemas
estabilizadores ou formados por tensoativos, como, micelas, emulsdes, microemulsoes,
lipossomas e cristais liquidos, podem ser um excelente meio para minimizar essas caracteristicas
limitantes dos OEs (FERREIRA, 2018; CHELLAPPANDIAN; VASANTHA-SRINIVASAN;
SENTHIL- NATHAN, 2018).

Nesse cendrio, o presente estudo teve como objetivo obter e caracterizar um dispositivo
multifuncional inovador a base de microemulsdes contendo o o6leo essencial de Syzygium
aromaticum, dispersas em uma base saponeica desenvolvida através de uma reagdo de
saponificagdo, visando obter aquisi¢do de um sistema que em contato com o meio aquoso, permita
a liberagdo do eugenol (principio ativo do OESA), molécula responsédvel pelo controle de pragas

agricolas e de extensa acao acaricida, microbiologica, fungicida e virucida.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Obtencao e caracterizagao de um dispositivo multifuncional inovador a base de microemulsdes

contendo o 6leo essencial de Syzygium aromaticum, dispersas em uma base saponeica.

2.2 Objetivos especificos

° Determinar composi¢do do fitoingrediente microestruturado, ativo do produto

carrapaticida em tela;

° Desenvolver base saponeica, matriz do sistema microemulsionado, no estado sélido;
° Avaliar eficécia carrapaticida dos produtos desenvolvidos contra Rhipicephalus (B.)
microplus;

° Avaliar a atividade antimicrobiana dos produtos desenvolvidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pragas agricolas

As pragas agricolas sdo caracterizadas como organismos que reduzem a produgdo das
culturas, seja por atacé-las, por serem transmissores de doencas ou por reduzirem a qualidade
dos produtos agricolas. Para tanto, podemos dizer que um inseto ou ectoparasita se torna uma
praga quando ele aumenta e se dissemina em populagdo, ao ponto de ocasionar perturbagdes no
desenvolvimento da lavoura, além de prejuizos econdmicos, danos a satde publica e

desequilibrios ao ecossistema (BLASSIOLI-MORAES et al, 2016; EMBRAPA, 2020) .

Nessa conjungdo, salienta-se a importdncia do manejo integrado e adequado para o
controle desses agentes invasores e produtores de grande desarmonia ambiental, a partir de
diversos métodos de controle que devem ser selecionados com base em pardmetros técnicos de
precisdo e eficacia, padroes e estratégias econOmicas, que preservam o ambiente. Os principais
métodos que podem ser empregados no controle de pragas sdo: os culturais que consistem no
emprego de praticas agricolas normalmente utilizadas no cultivo das plantas objetivando o
controle das pragas; controle bioldégico por intermédio da ag¢do de inimigos naturais na
manuten¢do da densidade das pragas em nivel inferior aquele que ocorreria na auséncia desses

inimigos naturais (BORGES et al, 2017, 2017).

Nesse sentido, ressalta-se o controle quimico por meio da aplicacdo de substancias
quimicas que causam mortalidade no controle de pragas, metodologia essa que t€ém passado por
diversos experimentos e estudos para torna-la mais sustentavel e menos prejudicial a saude e ao
meio ambiente. Desse modo, torna-se imperioso a adog¢do de dispositivos multifuncionais e
inovadores produzidos a partir de substincias naturais, como os Oleos essenciais do
cravo-da-india, que tem demonstrado atuacdo significativa no combate a essas pragas agricolas

(ERB et al, 2015; EMBRAPA, 2020).

Além disso, dispde-se ainda do controle mecanico com o uso de técnicas que possibilitem
a eliminagdo direta das pragas; e o controle fisico que integra a utilizagdo de elementos como
fogo, drenagem, inundacdes, temperatura e radiacdo eletromagnética no controle desses agentes
nocivos. Dessarte, o desafio do agronegodcio brasileiro estd na difusdo de métodos sustentaveis
conforme exposto acima, para o manejo de pragas, trazendo para o dia-a-dia do produtor as
inovagdes tecnologicas e, assim, manter as cadeias produtivas competitivas, porém saudaveis no

mercado (GRACA et al 2016; BORGES et al, 2017).



19

3.2 Carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O Rhipicephalus Boophilus microplus ¢ um ectoparasito de ciclo monoxeno hematofago,
cujo principal hospedeiro ¢ o animal bovino, utilizando um s6 hospedeiro em seu ciclo
evolutivo, isto ¢, depende apenas de um tnico hospedeiro para a sua reproducdo. Antigamente
era denominado de Boophilus microplus, no entanto Murrell; Barker (2003) realizaram estudos e
analises filogenéticas e o reclassificaram no género Rhipicephalus passando a se denominar de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (EVANS, 1992; DAHER, 2012; VERISSIMO, 2015).

O género Boophilus nesta espécie foi mantido como subgénero facilitando a recuperacao
de publicacdes em que aparece com o antigo nome. Estd amplamente distribuido em areas
tropicais e subtropicais no globo terrestre, demonstrando-se persistente entre os paralelos 32°
norte e 32° sul, exceto nos Estados Unidos da América, que conseguiu erradicar o parasito, ¢
também em 4areas muito altas ou muito aridas (EVANS, 1992; DAHER, 2012; VERISSIMO,
2015; SILVEIRA, 2017).

No Brasil, o principal método utilizado pelos produtores para o controle do carrapato

bovino € o tratamento curativo, com produtos quimicos sintéticos disponiveis no mercado ,com
destaque para a utilizagdo de piretroides, organofosforados ¢ amidinas, os quais atuam causando

a morte das fémeas ingurgitadas ou inibindo sua reprodugdo. Estes produtos quimicos se
apresentam como o padrdo-ouro para obtencao de um melhor desempenho na producao bovina,

porém, por muitas vezes, sao administrados de forma equivocada, excessiva e desordenada

(SHYMA, 2014; CHAGAS, 2016; CARDOSO, 2020).

3.2.1 Ciclo de vida do carrapato

No que se refere ao ciclo bioldgico do ectoparasita, na fase de vida livre a teledgina, ou
seja, a fémea fecundada, ingurgitada, repleta de sangue, desprende-se do bovino, alcanga o solo
onde procura um local abrigado, com elevada umidade em cerca de 70%, com temperatura
ambiente de 27°C e escuro para realizar a postura de 100 até cerca de 7.700 ovos. Esse evento
ocorre em aproximadamente dois a trés dias apos as teledginas se soltarem, finalizando a
evolugdo em duas semanas aproximadas. Por volta do sétimo dia de eclosdo as larvas se tornarao
infectantes por geotropismo negativo sobem nos pastos a espera do bovino. A fase de evolugado
da vida parasitdria inicia-se quando a larva infectante se instala no hospedeiro passando a ser
larva parasitaria e se transformando em metalarva, ndo se alimentando durante esta fase

(AGNOLIN, 2012; RECK, 2014;REGINATO, 2017; NAVA, 2019).
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Figura 01. Ciclo biolégico do Rhipicephalus (B.) microplus exibindo o tipo de comportamento

monoxeno (um unico ciclo de hospedeiro).

(Fonte da imagem: JAIN, 2020)

3.2.2 Controle do carrapato

Em primeira andlise, o setor da pecudria bovina ¢ um dos campos comerciais mais
importantes do agronegocio brasileiro e que reforcam expressivamente a economia nacional,
tornando-se a pecudria leiteira uma das atividades mais tradicionais do meio rural brasileiro,
além da pecuaria de corte, campo fulcral para a progressao econdmica do pais. Conforme censo
de 2014 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o segundo maior rebanho de
bovinos do mundo pertence ao Brasil, totalizando 212.34 milhdes de cabegas. Nesse interim, a
aplicacdo de carrapaticidas, com diferentes propriedades quimicas e antiparasitarias, ¢ a
ferramenta estratégica mais utilizada para controlar os carrapatos de bovinos (BRASIL, 2014;

ANUALPEC, 2015).

Diante disso, a maioria dos produtos dispostos para controlar as pragas, especialmente na

agricultura, era constituida de compostos organicos e de extratos de vegetais, a exemplos desses
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tem-se a nicotina e a rotenona. Na década de 40, observou-se uma brusca transi¢do no processo
de controle das pragas com a descoberta, por Paul Miiller, das propriedades inseticidas do DDT
(Dicloro-difenil-tricloroetano). Decorrente do seu consideravel potencial residual, o DDT foi
amplamente apresentado e utilizado como inseticida e carrapaticida em bovinos. Todavia, este
mesmo efeito resultou na restricdo da sua utilizagdo, por conta do seu acimulo no meio
ambiente, desequilibrando a flora e fauna e consequentemente a cadeia alimentar dos diversos

seres vivos certamente expostos (RAMOS et al., 2018; PEREIRA, 2019).

3.2.3 Resisténcia aos carrapaticidas

Nos ultimos anos, notadamente a resisténcia dos carrapatos aos principios ativos dos
diversos carrapaticidas vem aumentando de forma mais intensa, comprometendo a eficacia na
aplicagdo de certas moléculas no manejo do controle dos ectoparasitos em diversas regioes de
producdo pecuarista. Estudos observacionais ja demonstraram que o nimero de carrapatos que
se desenvolvem em ragas zebuinas, por exemplo, ¢ menor do que em ragas europeias, sugerindo
que héa uma possivel probabilidade desse desenvolvimento ocorrer em ragas bovinas resistentes

(GASPAR, 2017; CARDOSO, 2020; LEON, 2020).

Esta resisténcia esta associada ao perfil de resposta do sistema imunologico dos
hospedeiros, ja que, em uma primeira infestagao, o nimero de carrapatos que completa o ciclo ¢
semelhante em todas as ragas. O problema da resisténcia do Rhipicephalus (Boophilus)
microplus aos carrapaticidas vem aumentando consideravelmente em todas as regides onde ele
estd presente e que utilizam produtos quimicos como principal recurso para o seu controle

(GASPAR, 2017; CARDOSO, 2020).

Este fato pode ser observado in vivo, verificando-se o efeito dos compostos acaricidas
sobre os carrapatos no hospedeiro, ou em laboratorio, por meio da imersao in vitro de fémeas
ingurgitadas e larvas ndo alimentadas. No entanto, para facilitar o monitoramento global da
resisténcia e fornecer uma base historica para a comparagdo dos resultados dos testes, devem ser
adotados métodos diagndsticos padronizados. Em vista disso e seguindo o conselho de
especialistas, desde 1975, a FAO (Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a
Agricultura) tem recomendado a realizacdo do Teste do Pacote de Larvas — TPL para
investigacdo da resisténcia em cepas de campo do carrapato dos bovinos, especialmente para
acaricidas organofosforados e piretroides sintéticos (JUNIOR, 2014; TAYLOR, 2017; JAIN,
2020).
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3.2.4 Doencas ectoparasitarias transmitidas no R. Microplus

O Brasil ¢ um pais reconhecido globalmente pelo elevado potencial desenvolvido no setor
do agronegocio, principalmente no que concerne a atividade pecudria. No cendrio atual, a
bovinocultura configura-se como um dos principais setores a fortalecerem a economia estatal
mesmo diante dos impactos desfavordveis produzidos pelo contexto da pandemia do novo
coronavirus, SARS-CoV-2, acumulando resultados positivos no ambito de exportagdo,
evidenciando um crescimento do Produto Interno Bruto (PIB) nativo de 5% no final de 2020
(SANTOS, 2019; PAIVA, 2020; SILVA et al., 2021).

Entretanto, os impactos sofridos com a ag¢do das doencas parasitarias causadas por
carrapatos no campo da reprodugdo e criacdo de animais, principalmente de bovinos sdo
extremamente prejudiciais a saude dos animais, colocando em risco a propria saude dos
trabalhadores, comprometendo a seguranga de produgdo alimentar reverberando perdas
significativas para a economia. Em contrapartida, as estratégias de controle e prevencao, quando
empregadas de maneira adequada, sdo consideradas fundamentais para o desenvolvimento dos

sistemas de producao animal (ALMEIDA, 2019; SILVA et al., 2021).

3.3 Bactérias

As bactérias sdo organismos unicelulares procaridticos constituidos por membrana celular,
parede celular e, em alguns casos, envelope celular. Podem ser divididas em duas categorias
principais, as Gram positivas e Gram negativas. Existem trés principais tipos morfologicos:
esferas (cocci), hastes (bacilos) e espirais (espiilla). As bactérias utilizam inimeros mecanismos
de resisténcia contra a acdo de antibioticos. Os mecanismos de resisténcia antimicrobiana se
enquadram em quatro categorias principais: limitagdo da absorcdo de um medicamento;
modificar um alvo de droga; inativar um medicamento; efluxo de droga ativa (PEREIRA et al,
2016; STINGHEL et al, 2022).

A resisténcia intrinseca pode limitar a captacdo, a inativagdo e o efluxo de drogas; os
mecanismos de resisténcia adquiridos usados podem ser modificacio do alvo da droga,
inativacao da droga e efluxo da droga. Nessa conjuntura, urge que estudos cientificos sejam
realizados para uma melhor investigagdo diagndstica, para melhoramento terapéutico, utilizando
compostos naturais principalmente os que sdo obtidos a partir dos Oleos essenciais

(JUTHANI-MEHTA et al, 2016; KAUFMAN et al, 2019).
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3.3.1 Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus sao microrganismos gram-positivos iméveis nao produtores de esporos.
A cepa mais patogénica dessa espécie ¢ a Staphylococcus aureus (S. aureus), que pode causar
uma ampla variedade de doencas em hospitais e também na comunidade. S. aureus ¢ um
organismo comensal dos seres humanos e de outros animais e pode colonizar a cavidade nasal,
oral, a pele e os tratos respiratdrio superior, urogenital inferior e gastrointestinal. Quando
encontrado na flora humana normal de individuos saudaveis ndo costuma causar infecgdoes na
pele, mas ao entrar na corrente sanguinea ou em tecidos causam infecgdes potencialmente graves
e de dificil tratamento devido ao surgimento de cepas multirresistentes (KAUFMAN et al, 2019;
STINGHEL et al, 2022).

Esse microrganismo ¢ considerado um patdgeno humano oportunista que esta
frequentemente associado a infec¢des adquiridas na comunidade € no ambiente hospitalar. As
infeccdes mais comuns envolvem a pele (celulite, impetigo) e feridas em sitios diversos.
Algumas infecgdes por S. aureus sdo agudas e podem disseminar para diferentes tecidos e
provocar focos metastaticos. Ou ainda episédios mais graves, como bacteremia, pneumonia,
osteomielite, endocardite, miocardite, pericardite e meningite (SINGER et al, 2016;
PANCOTTO et al, 2019).

O tratamento de escolha para infec¢des estafilocdcicas era a penicilina inicialmente. Na
década de 50 e 60 surgiram os primeiros casos de cepas resistentes a esse antimicrobiano. Em
1960 um novo antibidtico, a meticilina, uma penicilina semissintética, passou a ser utilizada para
tratar essas infeccdes. Porém, seis meses apos seu uso foram relatados os primeiros casos de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Estudos demonstram que o uso
indiscriminado de antibidticos na medicina, na produ¢do de alimentos para os animais e na
agricultura tem contribuido para um aumento na resisténcia aos antimicrobianos em todo o

mundo (SINGER et al, 2016; MOTA et al, 2018; PANCOTTO et al, 2019).

3.3.2 Escherichia coli

As Escherichia coli sao bactérias gram-negativas em formato de bastonetes e pertencem a
familia Enterobacteriaceae. Sao organismos comensais encontrados no intestino de vertebrados
e colonizam o trato gastrointestinal dos bebés pouco tempo apds o nascimento. A E. coli faz

parte do grupo de coliformes fecais (coliformes a 45 °C) sendo considerada o mais especifico
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indicador de contaminagdo fecal e eventual presenca de bactérias patogénicas (BRYAN et al,
2015; STINGHEL et al, 2022).

Viérios fatores contribuem para sua disseminacao no meio ambiente pois € excretada nas
fezes e pode sobreviver nas particulas fecais, poeira e 4gua por semanas ou meses, porém seu
ambiente normal ¢ o trato intestinal. As cepas comuns podem causar doengas em pacientes
imunodeficientes ou com barreiras gastrointestinais rompidas. Por meio da aquisicdo de
mecanismos de viruléncia, podem causar uma variedade de doengas entéricas e infecgdes fora do
intestino, como no trato urindrio, prostata e corrente sanguinea (ALVES et al, 2016,
RODRIGUES et al, 2020).

A E. coli comensal, ¢ aquela que faz parte da microbiota intestinal, ndo é patogénica e
apresenta um importante papel fisiolégico para o funcionamento do organismo. Existem seis
categorias patogénicas de E. coli que causam infeccdo intestinal em homens e animais, sendo
denominadas de E. coli diarreiogénicas que sdo diferenciadas pela presenca de fatores de
viruléncia como adesinas, fimbriais e afimbriais, toxinas e invasinas, e classificadas em: E. coli
enteropatogénica , E. coli enterotoxigénica , E. coli enteroinvasora , E. coli enterohemorragica
ou E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa e E. coli aderente
difusa. Apesar de sua ampla distribuicdo e da sua comprovada participacdo como causa de
diarréia humana, sua patogénese e via de transmissdo ndo estdo claramente estabelecidas

(ANDRADE et al, 2016; CARMO et al, 2018).

3.4 Fungos

Os fungos sdo organismos eucariontes, unicelulares (leveduriformes) ou multicelulares
(filamentosos), haploides (homo ou heterocariontes), possuem parede celular contendo quitina e
a-glucano. Nao apresentam plastos ou pigmentos fotossintéticos. Em primeira analise, um dos
principais representantes dos fungicos, as leveduras sdo fungos conhecidos por serem
simbidticos com os mamiferos, sdo patdogenos emergentes e causam problemas globais de saude
publica devido a resisténcia medicamentosa. Nesse cendrio, alguns possuem a capacidade de
aumentar a saude imunologica e sdao inclusive utilizados como agentes probidticos. A
possibilidade de resisténcia fingica ¢ uma preocupagdo de saude publica devido a escassez de
medicamentos antifungicos. O desenvolvimento desses medicamentos tem sido um desafio para

os pesquisadores devido a natureza eucaridtica semelhante entre fungos e humanos (TORRES,

2018; JAMIU et al, 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/filamentous-fungus
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De maneira geral, todos os fungos conhecidos, com poucas excecdes, tém origem nos
esporos (reproducdo sexuada) ou conidios (reprodugdo assexuada), corpuisculos que podem ser
comparados as sementes das plantas superiores, embora ndao sejam morfologicamente
semelhantes a estas. Os fungos sdo agentes patogénicos que podem causar doencgas infecciosas
de grande importancia clinica, podendo produzir sitios infecciosos superficiais ou profundos
associados a altas taxas de mortalidade em pacientes hospitalizados e/ou imunossuprimidos,
como os pacientes que convivem com a Sindrome da Imunodeficiéncia (SIDA/AIDS)

(GOMEZ-GAVIRIA et al, 2020; STINGHEL et al, 2022).

3.4.1 Candida krusei

Espécies como a C. Krusei t€m sido encontradas no intestino de individuos saudaveis
indicando um risco de propagacdo preocupante, devido a sua resisténcia aos antifungicos. Esta ¢
definida como uma levedura dimorfica ascomiceto, e pode causar infecgdes graves em pacientes
imunocomprometidos, com malignidades hematoldgicas ¢ em uso prolongado de terapias
profilaticas. Embora C. albicans continue sendo a principal causa de candidiase, nos ultimos
anos um numero significativo de infec¢des tém sido atribuidas a C. krusei. Essa mudanca
epidemiologica pode ser parcialmente explicada pelo aumento da resisténcia das espécies aos

antimicrobianos (JRODEN et al, 2017; GOMEZ-GAVIRIA et al, 2020; AMIU et al, 2021).

C. krusei é encontrada em uma variedade de habitats naturais, como no ar, esgoto, solo,
alimentos como frutas, laticinios, carne, vinhos e cervejas. E um fungo amplamente distribuido
na natureza e considerado um saprofito facultativo. Dotado de uma maior capacidade em
colonizar superficies inertes, como implantes e cateteres, em virtude da hidrofobicidade de sua
superficie celular. Uma vez ligado a um substrato inerte, e se deixado intacto e com nutri¢ao
adequada, pode se multiplicar e colonizar as superficies e formar biofilmes (QUEIROZ-TELES
et al, 2017; TORRES, 2018).

3.5 Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo substancias ndo gordurosas, volateis, produzidas pelo metabolismo
secundario das plantas e t€ém sido considerados fontes com grande potencial para a aquisi¢ao de
substancias biologicamente ativas, tendo propriedades distintas como, a¢do antimicrobiana,

antitumoral, acao neuronal e inseticida. Sao classificados segundo a sua estrutura molecular em
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monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, ésteres, fendis, éteres e oOxidos, peroxidos,
furanos, lactonas e acidos, e, por sua atividade bioquimica, em grupos funcionais. Com o
desenvolvimento da biotecnologia farmacéutica e medicinal o interesse pelos dleos essenciais
tém crescido exponencialmente, varios estudos realizados demonstram que foram descobertos
aproximadamente 3000 subtipos de OEs, tendo grande importincia comercial para a
cosmetologia, industria alimenticia e farmacéutica, razao da sua grande abrangéncia terapéutica,
atuando em diversos sistemas no corpo, como também na psique (BARROS, 2018;FERREIRA,
2018).

Para a obtencdo desses Oleos sdo utilizadas diversas técnicas, mas a principal e mais
utilizada ¢ a destilacdo por arraste de vapor d’agua. J4 a analise dos componentes dos 6leos
essenciais ¢ realizada pela cromatografia gasosa, teste capaz de identificar os 6leos, avaliar seus
componentes e definir sua pureza.Os OEs tem como caracteristica principal seu odor forte e
aromatizante, sdo lipossoluveis, de consideravel solubilidade em solventes organicos com uma
densidade geralmente inferior a da 4gua. Na maioria dos casos, sdo obtidos a partir de espécimes
vegetais como, flores,folhas, galhos, cascas, brotos, sementes, ervas, madeira, frutas e raizes,
podendo ser encontrados em paises de clima tropical e climas quentes (WOLFFENBUTTEL,
2016).

3.5.1 Oleo essencial de Syzygium aromaticum (OESA)

A espécie vegetal Syzygium aromaticum, conhecida popularmente como cravo-da-india,
pertence a familia das Mirtaceae e € uma planta origindria do Extremo Oriente, localizada nas
ilhas Molucas (Indonésia), sendo uma planta arbérea, com copa alongada que pode alcancar em
média 8-10 metros. Possui um potente odor aromatico, sabor ardente e caracteristico, folhas
ovais grandes que variam em comprimento de 7 a 11 centimetros, as flores sdo pequenas e de
cor vermelha que se apresentam em numerosos grupos de cachos terminais (BARROS, 2018;

FERREIRA, 2018).

A introducdo do cravo da india no Brasil, ocorreu em meados da época da colonizacao
portuguesa, mais precisamente no Sul da Bahia, principal regido de cultivo no periodo citado,
tornando-se o estado de maior producdo da especiaria no pais. Possui ainda, botdes florais que
sdo componentes bastante consumidos como aromatizantes, para utilizacdo culindria e na forma
de espécime para chas, além disso apresenta propriedades carminativas e estimulante digestivo.

Os principais produtos derivados do cravo da India na atualidade sdo os OE’s puros ou produtos
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derivados, seu principal constituinte ¢ o eugenol, componente majoritario do 6leo (AFFONSO,

2012; ASCENCAO, 2016; FERREIRA, 2018).

Devido a sua estrutura molecular, o eugenol possui propriedades antiinflamatoria,
cicatrizante, analgésica e inseticida eficaz no combate a pulgdes, acaros, carrapatos e pragas de
artropodes. No campo medicinal tem o papel fundamental no tratamento de nduseas,
flatuléncias, indigestdo e diarréia. As propriedades antibactericidas do o6leo essencial de
Syzygium aromaticum fornece também a capacidade de aplicagdo como anestésico e antisséptico
para o alivio de dores odontoldgicas. Além dos efeitos citados, os extratos de cravo da india
reduzem o numero de colonias bacterianas de Escherichia coli e outras bactérias durante a

armazenagem de sucos, leites e chas (ASCENSAO, 2016; BATIHA, et al, 2020).

Outrossim, o OESA apresenta limitagdes, como instabilidades a altas temperaturas, pode
sofrer influéncia direta da umidade e do ar, podendo ser facilmente oxidado em contato com a
luz. Outra condig¢ao limitante importante, ¢ a baixa solubilidade em solvente universal, todavia, ¢
solivel em solventes organicos, e quando exposto ao ar, mesmo a temperatura ambiente, sofre
evaporagdo. Diante disso, sistemas estabilizados por tensoativos podem ser uma alternativa para
minimizar tais fatores limitantes, uma vez que agem como carreadores de moléculas insolaveis

(BHOWMIK, 2012; BATIHA, 2019; BATIHA, 2020).

3.6 Eugenol

O eugenol ¢ composto extraido do cravo-da-india e responséavel pela expressdo do seu
aroma. O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) corresponde ao botdo seco da flor da familia
das mirtaceas, encontradas principalmente na Indonésia, india e Madagascar. A extragio dos
compostos volateis a partir das folhas, caules e botdes florais do Syzygium aromaticum apresenta
como principal constituinte (70 a 90%) da sua composi¢do quimica o eugenol (CORTES;ROJAS
et al., 2014).

E um monoterpeno (C10H1202), volatil da classe dos fenilpropanoides, que se apresenta
na forma liquida a temperatura ambiente e por ser um Oleo apresenta densidade de 1.066 g/mL,
sendo pouco soluvel em 4gua. Além disso, possui aroma caracteristico de cravo da india,
coloragdo amarela e sabor acre. E fotossensivel ¢ muda de cor e consisténcia se exposto ao ar,
escurecendo e tornando-se mais espesso. Esse fenilpropandide ¢ amplamente utilizado na

conservagao de produtos devido a suas propriedades antioxidantes e estd presente nas
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formulagdes de varios produtos de uso diario como desodorantes, fio dental, perfumes,
maquiagens, shampoos, produtos de limpeza e mesmo em alimentos como agente flavorizante

(IARC, 1985; CHATTERJEE; BHATTACHARIEE, 2015).

Em virtude de sua ampla distribuicdo e utilizacdo, o eugenol passou a ser alvo de estudos
para confirmar suas atividades farmacoldgicas e avaliar sua capacidade de provocar efeitos
toxicos. Alguns fenilpropandides, incluindo o eugenol, apresentam atividade antioxidante, tteis
na prevenc¢do de danos celulares causados por radicais hidroxil, peroxil e superoxido e sdo
empregados na composi¢ao de diversos cosméticos (SANTOS et al., 2014; RESENDE et al.,
2017).

Dentre os o6leos utilizados, o oleo essencial de cravo-da-india se destaca como substituto
de conservantes alimentares sintéticos devido a sua propriedade antimicrobiana, a qual esta
atribuida a presenca do seu composto majoritario, o eugenol. Neste sentido, o uso do eugenol de
forma isolada tem sido observado em diversos estudos e constatado a sua eficacia contra as
principais bactérias contaminantes de alimentos, como Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus (IRKIN e ESMER, 2015; RESENDE et al.,
2017)..

Além disso, ¢ destacada que a a¢do antimicrobiana do eugenol é mais eficaz contra cepas
Gram positivas como Listeria monocytogenes € Staphylococus aureus. Além da propriedade
antibacteriana, o eugenol apresenta diversas atividades, como: anti-inflamatoria, antioxidante,
modulador de respostas imunes, anticarcinogénica, cardiovasculares, antinocicetiva e anestésica
local. Podem ser destacadas também atividade espasmolitica, antisséptica, anti-helmintica em

ruminantes, relaxante muscular e antipirética (SANTOS et al., 2014).



Figura 02 - Estrutura quimica e as principais espécies vegetais que sintetizam eugenol,

em seus Oleos essenciais.
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3.6.1 Mecanismo de acio do Eugenol e do Oleo essencial cravo da india

O mecanismo de agdo desenvolvido pelo eugenol baseia-se diretamente na formagado e
eliminacdo de eugenol. Assim como o o6leo essencial de cravo-da-india, estudos tém
demonstrado a fundamental capacidade de eliminagdo de radicais livres pela acdo do eugenol de
forma isolada. Foi relatado que este composto ¢ capaz de inibir o radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e hidroxila radical de maneira dependente das concentracdes
utilizadas. Porém, & medida que a concentragdo do eugenol foi elevada, ocorreu paralelamente a
formag¢do de radicais livres, indicando uma atividade pré-oxidante a partir deste estudo
(MODIJINOU et al, 2016; NIELSEN et al, 2017).

Os isomeros do eugenol, como o isoeugenol, também foram testados como agente
antioxidante por meio da peroxidacao lipidica mediada pelo ferro e da auto-oxidagdao do Fe2+.
As pesquisas encontradas na literatura também nos trazem resultados que indicam a eliminagao
de oOxido nitrico e forte poder redutor do eugenol, bem como um efeito protetor contra a
neurotoxicidade induzida por N-metil-D-aspartato (KHALIL et al, 2017; et al RAJPUT et al,
2018).

O eugenol apresenta a¢do anti-inflamatoria devido a sua capacidade de inibir a sintese de
prostaglandinas e quimiotaxia de neutrofilos e macrofagos. Também € visto que esta substancia é
capaz de inibir a ativacdo do fator nuclear-kB induzida pelo fator de necrose tumoral. Além
disso, alguns estudos relatam que o eugenol apresentou a¢do anti-inflamatdria por bloquear a
atividade da ciclooxigenase em macréfagos estimulados por lipopolissacarideo. A reducdo da
inflamacdo por diminuir o fator de necrose tumoral e atingir neutrofilos durante a infecg¢ao
pulmonar em animais € outro exemplo desta propriedade do eugenol. Ademais, foi identificado a
eficiéncia deste composto em proteger a disfungdo celular de macréfagos induzida por produtos
quimicos e equilibrar os mediadores proé/antiinflamatorios em macréfagos peritoneais de

camundongos (WAN et al, 2016; KARYMATHIL et al, 2016;MAK et al, 2019).

3.6.2 Atividade antiparasitaria

As plantas produzem em seu metabolismo secundario substancias toxicas aos
nematoides. O eugenol ¢ um exemplo de substancia com potencial nematicida, caracterizando-se
como uma matéria-prima para a producao de nematicida natural. Além da a¢do nematicida,
estudos indicam o potencial anti-giardial, antileishmania, tripanocida e antimalarico do eugenol,

sendo o ultimo em concentragdes mais altas do composto. A atividade anti-parasitaria do
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eugenol citadas nos estudos ocorreram por meio de alteragdes morfologicas que englobaram
modificagdes na forma celular, presenga de precipitados no citoplasma, vesiculas autofagicas,
entre outras (MACHADO et al; 2011;EL-MAAT et al, 2016; XAVIER, 2017).

No combate da leishmaniose o eugenol (100 a 1000 pg/mL) se mostrou eficaz na restri¢do
do crescimento de Leishmania amazonesis, causando alteracdes morfoldgicas como colapso da
membrana interna e inchago. Esta atividade também foi observada em acetilados de eugenol, os
quais apresentaram atividade contra a leishmaniose superior a forma contra promastigotas e
amastigotas de Leishmania infantum chagasi . Ainda no que se refere a atividade antiparasitaria
do eugenol, estudos in vitro mostraram que o eugenol foi ativo como anti-giardial,
tripanossomicida, leishmanicida como citado acima, e antimalarial, sendo essa ultima em maior

concentracdo (MONTESCHIO, 2017; MEHER, 2018; ).

3.6.3 Atividade antifiingica

Os mecanismos do eugenol que ditam a sua atividade antifingica englobam a alteracao da
parede celular do microrganismo, bem como o enfraquecimento do sistema de defesa através da
lipoxigenase mediada por cascata de radicais livres, o que resulta em lesdes na membrana. Além
disso, estudos demonstram que a interferéncia com as permeases de aminoacidos auxilia para a
atividade fungicida do eugenol. Efeitos sinérgicos entre o eugenol e outros compostos também
foram observados pelos pesquisadores, resultante da influéncia na sintese da parede celular do
microrganismo ou da destrui¢do da parede celular (RAJA et al., 2015; KARUMATHIL et al.,
2016; MAK et al., 2019).

Em testes experimentais realizados em fungos a lista de atuacao ¢ ainda mais extensa. O
eugenol mostrou-se ainda mais potente do que alguns antimicrobianos sintéticos, contra as
espécies de Aspergillus, Alternaria alternata, Botryodiplodia theobromae, Cladosporium
herbarum e Colletotrichum gloeosporioides. Por fim, varios outros estudos t€ém confirmado a
atividade antifingica do eugenol contra organismos patogenos, como A. ochraceus, F.
graminearum, F. moniliforme, Penicillium citrinum, P. viridicatum, Tricophyton rubrum, T.

mentagrophytes, C. tropicalis e C. krusei (XAVIER, 2017; MAK et al, 2019).

3.6.4 Atividade antibacteriana
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A atividade antibacteriana do eugenol, in vitro e in vivo, ¢ largamente estudada e
reconhecida por uma diversidade de autores. Nesse cenario, este composto exibe uma importante
acdo antimicrobiana contra varias cepas bacterianas, tanto Gram-postivas (Bacillus cereus,
Bacillus  subtilis;  Staphylococcus —aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Listeria colellera monocytogenes,
Salmonella colirica) quanto Gram-negativa (Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori,
Yersinia enterocolitica, Proteus vulgaris) (RAJA et al, 2015; EL-MAAT et al, 2016).

O mecanismo antibacteriano do eugenol ocorre por meio de eventos que promovem a
inducdo da lise celular das bactérias, que resultam na danificacdo da sua parede celular e da
membrana, causando extravasamento proteico e lipidico. A inibi¢do de cepas resistentes (MRSA
- Staphylococcus aureus resistente a meticilina ¢ MSSA- Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (oxacilina) por meio da acdo do eugenol também foi eficazmente identificada. Por
consequéncia, a aplicagdo do eugenol em combinacdo com outras substancias (ex. cinamaldeido)
destaca o efeito sinérgico reconhecido contra diversas cepas bacterianas, como S. pneumonia, L.
innocua, E. coli, B. subtilis, S. typhimurium, S. aureus, entre outras (RAJA et al., 2015;

FERREIRA, 2018; MAK et al., 2019).

3.7 Toxicidade do Eugenol

Devido a sua ampla utilizacdo e importancia farmacologica, o eugenol tem sido
estudado quanto a sua toxicidade, a fim de determinar uma dose segura de uso. Em 1950, a dose
letal capaz de causar morte em 50% dos animais (DL50) por via oral foi estimada em 1930
mg/kg e resultou em edema pulmonar, lesdes renais, hepaticas e dorméncia nos membros
inferiores dos ratos. Alguns anos depois, Lavoie et al. (1986) estimaram a DL50 por via
intratecal do eugenol em solugdo de emulphor EL-620 diluido em NaCl a 10% em ratos (DL50 =
11 mg/kg) e hamsters (DL50 = 17 mg/kg), que exibiram também sinais de toxicidade nos
pulmdes, revelando pontos hemorrdgicos, edema pulmonar, broncopneumonia e enfisema
pulmonar agudo (FARMAKOLOIJIK, 2017; RESENDE et al 2017).

A fim de compreender como o eugenol possivelmente seria metabolizado pelo
organismo, Thompson; Constantin-Teodosiu; Moldéus relataram que a metabolizagdo ocorria no
citocromo P450, presente em hepatocitos isolados de ratos onde, identificou-se a formacao de

um metabolito intermediario de significativa toxicidade, posteriormente denominado de quinona
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metide. Adicionalmente, Mcdonald; Heffner administraram eugenol (0,1 mM) por via
intravenosa em coelhos e relataram aumento na formag¢dao de edema, associado a toxicidade
pulmonar como um mecanismo dependente de oxidacdo, semelhante ao previamente proposto
por Thompson; Constantin-Teodosiu; Moldéus (THOMPSON et al, 1989; MNAFGUI et al,
2015; MONTEIRO et al, 2017).

Além disso, numa toxicidade aguda, outros estudos foram realizados para avaliar os
possiveis efeitos causados pela administragdo em doses repetidas do eugenol. Desse modo,
verificou-se que a administracdo intramuscular do eugenol nas doses de 20 e 30 ng/100g de
massa corporal em ratos Wistar machos durante 10 dias produziram elevagdes de 22 e 71% dos
niveis de fosfatase alcalina. Essas mesmas doses induziram um aumento expressivo dos niveis
enzimaticos dos hepatdcitos de 23 e 99%, respectivamente, para alanina aminotransferase e 55 e
92% para aspartato aminotransferase, quando comparadas ao grupo controle, evidenciando efeito
hepatotoxico (SAID et al 2017; MARINHO, 2018; SILVA et al, 2018).

Num outro cenario, sapos africanos da espécie Xenopus laevis foram expostos ao
eugenol (375 pL/L) por banho de imersao durante 24 horas e apresentaram lesdes nos rins,
enquanto que animais expostos durante 72 horas tiveram efeitos mais pronunciados hepaticas e
pulmonares. No entanto, com a interrup¢ao da exposi¢do por duas semanas consecutivas, as
lesdes foram reversiveis, indicando que o uso prolongado do eugenol pode ser toxico para a
homeostasia do organismo (BANSODE, 2017; MARINHO, 2018; ROCHA et al, 2018).

Diante disso, o eugenol durante periodo embrionario reprodutivo foi pouco estudado e
seus efeitos indicam acdo toxica para embrides e fetos, porém ndo foram avaliados os indices
reprodutivos e teratogenicidade durante o periodo de organogénese. Nao obstante, torna-se
medular compreender como esse 0leo essencial pode interferir durante as fases de formacao e
maturacao de orgdos, lactacdo e comportamento neuromotor dos fetos, a fim de complementar
os estudos toxicologicos reprodutivos e estabelecer a seguranga de uso desse composto

(JUNIOR, 2016; TALEUZZAMAN et al, 2017).

3.8 Microemulsao

A Microemulsdao (ME) ¢ uma dispersdo do tipo coloidal monoféasica, com baixa
viscosidade, definida como um sistema isotropico e que ¢ termodinamicamente estavel, as
microemulsdes podem ser caracterizadas como agregados esféricos e com didmetros menores que
1400 A, tipicamente da ordem de 100 A. As ME foram introduzidas na literatura cientifica por

Hoar e Schulman, em 1943, ao descreverem sistemas transparentes formados de modo espontaneo
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quando o 6leo e a dgua eram misturados com quantidades relativamente grandes de tensoativo
10nico misturado a um alcool de cadeia média. Entretanto, o termo microemulsdo foi de fato
aplicado e utilizado somente no final da década de 1950 por Schulman e colaboradores

(DAMASCENO, 2012; PORTO, 2020).

Um composto microemulsionado, serd estabelecido a partir de um sistema translacido,
contendo duas solugdes imisciveis, comumente agua e Oleo, estabilizados por um filme de
compostos tensoativos, frequentemente combinado com cotensoativo, localizados na interface
entre 60leo e agua. Do ponto de vista farmacéutico, as ME podem ser definidas como emulsdes
transparentes, onde acredita-se que durante a obtencdo de um sistema microemulsionado o papel
do cotensoativo ¢ reduzir a tensdo interfacial otimizando a estabilizacdo termodinadmica das

goticulas da fase interna da microemulsdo (SILVA et al, 2015; TAVARES, 2019).

Figura 03. Representacdo esquemadtica das trés microestruturas de microemulsdes mais
comumente encontradas: (a) ME 6leo em 4gua (O/A) e (b) ME 4gua em 6leo (A/O), empregando

surfactante anionico e alcool de cadeia média, e (¢) ME bicontinua.
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Fonte: SILVA et al, 2015.
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Nessa ocasido, as MEs apresentam caracteristicas importantes que diferem das emulsdes
convencionais por meio do tamanho das suas particulas, a primeira faixa de medig¢ao apresenta de
5 a 140 nm, enquanto que o didmetro das goticulas de uma emulsdo ¢ da ordem de 0,1 pm a 100
um. E expressa por uma camada mononuclear, constituida por moléculas anfifilicas que envolvem
as microgoticulas com uma delicada membrana. Tais sistemas, em geral, formam-se
automaticamente, apresentando conglomerados estruturais muito menores do que o comprimento
de onda de luz, que ¢ a razdo para a sua propriedade de transparéncia. Nesse cendrio, faz-se

precipuo compreender a lei da termodinamica , que € determinada pela energia livre de Gibbs (G)
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que precisa se tornar negativa para a formagdo espontdnea de uma microemulsdo
termodinamicamente estavel. Em condi¢des onde a temperatura € constante, esse fenomeno pode
ser determinado conforme a equagdo seguir: AG = yi AS (SASIVIMOLPHAN et al, 2012;
CHAMIEH et al, 2015).

Sob essa perspectiva, as MEs podem classificar-se em: 6leo em agua (O/A), onde nesse
estado as goticulas de 6leo sdo envolvidas por uma regido continua em agua; em microemulsao
agua em oleo (A/O), na qual gotas de dgua sdo envolvidas por dleo e de maneira duplamente
continua, aonde haverd a formagdo de uma estrutura ndo esférica com aspecto de goticula. Trés
mecanismos irdo evidenciar essa formagao, como os seguintes descritos: o primeiro por meio do
aumento gradativo do volume da fase interna do sistema, o segundo mecanismo sera através da
migracdao de O/A para A/O ou de A/O para O/A e quando o volume das duas fases ficarem
proximos. No entanto, o tipo de estrutura das MEs ird depender da natureza dos componentes
(tensoativo, cotensoativo, agua e fase oleosa) e das condicdes termodindmicas envolvendo

estritamente a temperatura ¢ a pressao (SILVA et al, 2015; STETEFELD et al, 2016).

3.8.1 Tensoativos e Cotensoativos

O Tensoativo ¢ um tipo de molécula que apresenta uma parte estrutural com caracteristica
apolar ligada a uma outra parte com caracteristica polar. Dessa forma, esse tipo de molécula ¢
polar e apolar a0 mesmo tempo. Os tensoativos, também chamados de surfactantes, sdo
caracterizados como substancias naturais ou sintéticas. O grupo polar ¢ constituido pelos atomos
de oxigénio, enxofre, nitrogénio ou fésforo (O, S, N, P), como parte de um grupo funcional como

carboxilato, sulfonato, sulfato, amodnio, fosfato, etc (SOUZA et al., 2016; EVONIK, 2020).

Grupos polares ndo-i6nicos como hidroxila (-OH) ou éter (-O-) nao sdo muito polares e
justificam a sua ocorréncia diversas vezes para formar um grupo polar adequado, como polialcool
ou poliéster. Ja o grupo apolar ¢ composto principalmente por hidrocarbonetos do tipo alquila ou
alquila-arila com cerca de 12 a 20 atomos de carbono. Sua principal finalidade ¢ agir como
conciliador entre compostos sem afinidade, como a agua e o Oleo, alterando a sua tensdo

interfacial (SOUZA et al., 2016; BRUMANO et al,2016) (figura 04).

Figura 04: Tensoativos, molécula surfactante.
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Fonte: SEO, Live, Entendendo os surfactantes: abordagem tedrica, 2017.

Os tensoativos podem ser classificados em trés tipos: i6nicos (anionicos, cationicos e
anfoteros, também chamado de zwiteridnicos) e ndo i6nicos. Os i6nicos sdo aqueles que possuem
um ou mais grupos funcionais, que em solu¢do aquosa se dissociam em ions carregados
positivamente ou negativamente na superficie ativa. Existem muitas moléculas classificadas como

tensoativos anionicos (EVONIK, 2020; BASF, 2021).

Pode-se alterar a parte apolar com mudangas na cadeia carbdnica e a parte polar com
outros grupos anidnicos como o sulfato, o sulfonato e o fosfato. J& os tensoativos nao-idnicos nao
formam ions em solugdo aquosa, ja que os grupos hidrofilicos sdo formados por grupos polares
ndo ionizaveis. Os tensoativos anfoteros sdo as moléculas organicas cujo grupo hidrofilico pode
carregar-se negativamente ou positivamente, ou ndo estar carregado, dependendo do pH do meio

que se encontra (PATEL et al,2017; EVONIK, 2020; BASF, 2021).

A solubilidade em agua de um tensoativo ¢ dada pela existéncia de cargas na sua parte
polar. Quanto mais carga tiver um tensoativo, mais soluvel ele serd em dgua, ndo importando se as
cargas sao negativas ou positivas (J& que a agua apresenta as duas cargas). O aumento da
concentracdo do tensoativo reduz a tensdo interfacial até um valor determinado, isto ¢, para cada
tipo de tensoativo existe uma concentragdo na qual todas as superficies ja estdo ocupadas e a
quantidade de tensoativo excedente atinge uma concentragdo minima necessaria para o inicio de
formacdo de micelas. Essa concentragdo, portanto, ¢ chamada de concentragdo micelar critica
(CMC). A CMC depende do pH, temperatura, forca idnica e estrutura do tensoativo, favorecendo
a formacdo de diferentes estruturas de escala macroscopica e microscopica, tais como as MEs,

cristais liquidos e emulsdes (RUB et al, 2016; EVONIK, 2020).
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A literatura cientifica evidenciou que a adi¢do de um cotensoativo diminui o tamanho
estrutural das goticulas, ampliando as regides microemulsionados. Dessa maneira, a dimensao das
goticulas ¢ extremamente afetada pela mistura de tensoativo associada ao cotensoativo dentro do
sistema, reverberando numa tendéncia a diminui¢ao do tamanho, aumentando a sua concentragao,
o que forma um sistema opticamente transparente alcangcando o aspecto translucido. Isso se deve
ao fato de que a mistura de tensoativo com um cotensoativo apresenta-se mais eficiente na
reducdo da tensdo interfacial entre 6leo-agua, consequentemente a redu¢ao maxima do tamanho
das goticulas da fase interna. Como exemplos, destacamos alguns dos principais cotensoativos,
descritos na literatura, tem-se o etanol absoluto, alcool isopropilico e o propilenoglicol

(BRUMANO et al,2016; Ali et al, 2016).

Ademais, uma das alternativas que podem ser propostas para a quebra da emulsdo esta no
aplicagdo de sistemas microemulsionados, dispersos termodinamicamente estaveis, monofasicos,
isotropicos e com diminuida viscosidade, que constitui uma aparente solubilizacdo espontanea de
dois liquidos (polar e apolar), na presenca de um tensoativo € em sua maioria um cotensoativo. E,
por possuirem um grande potencial de solubilizag¢do tanto de substancias polares quanto apolares,
esses sistemas demonstram bastante eficiéncia para o estudo em questdo (KANOKKARN et al,

2017; Danov et al, 2019).

Deste modo, ¢ importante citar que um cotensoativo que compde uma microemulsdo ¢é
geralmente um alcool e apresenta um grupo polar hidrofilico e um outro grupo apolar hidrofébico,
que define a cadeia carbdnica. E essa estrutura, explicitamente interfere no tamanho e na forma da
regido correspondente de microemulsdo. Estudos evidenciam que a utilizagdo de alcool com
cadeias carbonicas maiores produzem a regido de microemulsdo. Todavia, no Brasil existe uma
cadeia produtiva consolidada de etanol, sendo produzido em larga escala e com pregos de mercado
incentivados pelo Programa Nacional de Alcool (Proalcool). Assim, torna-se interessante o uso
deste elemento como cotensoativo a fim de reduzir os custos de preparagdo ¢ melhoramento das

microemulsdes (FIEBER et al, 2018; GAUDIN et al, 2019; CARVALHO et al 2019).

3.8.2 Diagrama de fases pseudoternario

Os diagramas de fases (DF) podem ser descritos como ternarios (DFT) (formados por trés
constituintes) ou pseudoternarios (DFPT) (formado por mais de trés constituintes) e sao

representados por tridngulos equiléteros, cujos lados sdo usados como eixos, correspondentes aos
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constituintes. A representacdo grafica dos sistemas de microemulsdo com quatro constituintes
torna-se mais facil quando ¢ fixada uma razdo entre dois componentes, geralmente
cotensoativo/tensoativo, obtendo-se um sistema de trés pseudo-componentes (agua, 6leo e a

mistura cotensoativo/tensoativo) (CUNHA, 2013 TIBURTINO, 2015).

Os diagramas pseudoternarios representam cortes axiais nos diagramas quaternarios, onde
se obtém os diagramas triangulares em que um dos vértices representa a mistura de dois
componentes geralmente, a uma razao constante. Geralmente, a propor¢ao de cada componente é
representada pela porcentagem de peso total da formulagdo e, assim, cada vértice corresponde a
100% do componente indicado. Desta forma, os diagramas sao ferramentas capazes de identificar
cada regido e facilitar o trabalho dos pesquisadores (CARVALHO, 2009; SILVA et al, 2009;
CUNHA, 2013).

A constru¢ao de diagramas de fase ¢ uma ferramenta fundamental para a obtencdo de
sistemas microemulsionados, pois descreve em que condigdo experimental ¢ possivel se obter as
regides limites de transicao entre emulsdes, as separagdes de fases e as microemulsdes O/A e A/O.
Geralmente, as microemulsdes sdo formadas por quatro componentes (agua, 6leo, tensoativo e
cotensoativo), o que torna apropriada a utilizagdo do diagrama de fases pseudoternario DFPT, que
difere do diagrama terndrio convencional pelo fato de o tensoativo e o cotensoativo estarem
agrupados como um unico componente (CUNHA, 2013; GUIMARAES, 2013; SYED & PEH,
2014; TIBURTINO, 2015).

MATERIAL E METODOS
4.1 Material

Tensoativos ndo 16nicos nonilfenol etoxilado - Renex 95 e dietanolamina de 4cido graxo
de coco - Amida 60 (casa da quimica). Oleo essencial de Syzygium aromaticum
(OESA);adquirido comercialmente pela empresa CERRADO ESSENCIAL LTDA, Agua

ultrapurificada obtida através do sistema Milli-Q®.
4.2 Desenvolvimento e Caracterizacao Fisico-Quimica do Fitoingrediente Microestruturado.

4.2.1 Diagrama de fases pseudoternirio para selecio da composicio da microemulsio

(fitoingrediente microestruturado)
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O cenario produzido para a obtencdo das microemulsdes por meio do diagrama de fases,
foi construido em temperatura ambiente(cerca de 25°C), visando a emulsificacdao espontanea,pela
técnica de titulagdo. Com o intuito de obté-las, a base do OESA utilizou-se uma combinacgao de
tensoativos/cotensoativos (T/C) em busca de formulagdes estaveis misturando-as aos tensoativos
(Renex e Amida 60), aos componentes da fase oleosa (OESA) e da fase aquosa (dgua
ultrapurificada obtida em aparelho Milli Q). Esse método permite a identificacdo de quais faixas
de concentragao com formagao de microemulsdes (ME) a temperatura de 25°C. (PATEL et al.,

2016;SHAH et al., 2019),

A mistura de Tensoativo e Cotensoativo (T/Co-t) na propor¢do de 3:1 foi acrescentada a
fase oleosa e homogeneizada por agitagdo magnética, a temperatura ambiente nas seguintes
propor¢des de fase oleosa e T/Co-t: 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1, onde cada propor¢ao
corresponde a um ensaio, formando, assim, 9 ensaios. Em cada ensaio foram feitas titulagdes com
agua ultrapurificada, adicionando 1000ul gota a gota, sob agitagdo magnética e registrando as
mudangas de aspecto visual a cada 3 minutos, como também a observacao de efeito Tyndall, com

uso de feixe de luz com termometro de infravermelho.

4.2.2 Selecio da composicio da microemulsio: fitoingrediente microestruturado.

Essa etapa foi desenvolvida e aplicada a partir das regides de ME, que foram selecionadas
em pontos distintos no diagrama, com a finalidade de abranger toda a regido selecionada (ME com
diferentes propor¢cdes de componentes). Os testes de caracterizacdo foram realizados com
amostras de ME recém-preparadas (48h de antecedéncia) no Laboratorio de tecnologias
(LABTEC), campus Ceilandia (FCE/UnB), e no Laboratdério de Tecnologias de Medicamentos,
Alimentos e Cosméticos (LTMAC), na Faculdade de Saude, no campus Darcy Ribeiro (FS/UnB)

4.3 Caracterizacio das microemulsoes

As microemulsdes foram caracterizadas considerando-se os parametros: aspectos
organolépticos, presenga de efeito 7yndall, indice de polidispersao (PDI), didmetro hidrodindmico

médio de goticulas da fase interna, potencial Zeta e potencial hidrogenionico (pH).
4.3.1 Dispersao Coloidal

Para classificacao da dispersdao coloidal nas microemulsdes, foi utilizado um termdémetro
digital infravermelho, incidindo feixe de luz nas amostras para a observagdo do efeito Tyndall,

durante a titulagdo com agua ultrapurificada.



40

4.3.2 PDI e Diametro Hidrodinamico Médio das Goticulas

Para as respectivas analises em tela, didmetro hidrodindmico médio das goticulas e Indice de
Polidispersao (PDI), foi utilizada a técnica de espalhamento de luz dindmica. As andlises foram
feitas no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA), as amostras foram diluidas em agua
ultrapurificada (Milli-Q), e aproximadamente 1000ul de amostra foram inseridas em cubeta

apropriada para a realizagdo das medidas, em triplicata, em temperatura ambiente (25 °C).
4.3.3 Potencial Zeta

O potencial Zeta foi analisado por intermédio da determinagcdo da mobilidade eletroforética das
goticulas, através do mesmo equipamento utilizado para caracterizacdo dos parametros

anteriores, Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA). As amostras foram diluidas em agua.

4.3.4 Mensuraciao do potencial hidrogenionico - pH

O pH das ME foi mensurado a partir da técnica de insercao direta do eletrodo proprio
para amostras semissolidas, com acoplamento ao potenciometro digital (Digimed, modelo
DM-22), previamente ajustado e calibrado com as solu¢des tampao pH 4,00 e 7,00 a temperatura

25°C.

4.4 Desenvolvimento e Caracterizacdo Fisico-Quimica do Dispositivo Inovador — Tabletes

Saponeicos Contendo Fitoingrediente Microestruturado
4.4.1 Producio da base do dispositivo inovador — base saponeica

Para a obtengdo da base saponeica, foi feita a reagdo de saponificagdo através da reciclagem
de 6leo alimenticio misturado a solucdo aquosa de base forte (hidroxido de potassio), durante 30
minutos, a temperatura ambiente. O produto obtido (sabao bruto) foi submetido a diferentes
processos de secagem, o uso de estufa de secagem, Liofilizador (marca, pais), com amostra

previamente congelada a -800C.

4.5 Avaliacao biologica in vitro
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4.5.1 Avaliacao acaricida através do teste de imersao de adultas (TIA)

Foram coletadas manualmente aproximadamente 450 fémeas ingurgitadas de carrapatos,
diretamente de bovinos das racas zebuinas, naturalmente parasitados em vacas do centro de
tecnologias para ragas zebuinas leiteiras (CTZL), isentos de tratamento parasiticida por, pelo
menos, 30 dias. A coleta foi realizada na EMBRAPA Cerrados, DF 180, Recanto das Emas,
Brasilia-DF.

As teledginas coletadas foram acondicionadas em vasilhames plasticos, limpos e aerados,
para o transporte até o Laboratorio de Tecnologias da Faculdade de Ceilandia
(LABTEC/FCE/UnB). As fémeas ingurgitadas de carrapatos foram lavadas em agua corrente
limpa, seca com papel absorvente e selecionada quanto ao seu vigor, motilidade e peso, antes de
serem distribuidas em placas de Petri para formar grupos homogéneos com dez teledginas.
Técnica utilizada por Drummond e colaboradores (1973).

Para a realizacdo do teste de carrapaticida foi utilizado um produto comercial como controle
positivo (Triatox®), agua destilada como controle negativo, fitoingrediente microestruturado
(ME2), dleo essencial (OESA), e a base saponeica. Além dos testes com os componentes isolados,
foi realizado o experimento com a mistura de tensoativo e cotensoativo (T/Co-t), componentes da
microemulsdo, Renex e Amida 60, na proporcao 3:1.

Ocorreu a selecdo de 30 teledginas, apresentando tamanhos e atividades semelhantes, sendo
divididas em trés grupos, contendo 10 teledginas em cada. O grupo A foi tratado com agua
destilada (controle negativo), o grupo B foi tratado com solucdo de Triatox® conforme indicagdes
do fabricante, o grupo C foi tratado com o fitoingrediente microestruturado (ME2), o grupo D foi
tratado com OESA, o grupo E com a base saponeica, e o grupo F foi tratado com (T/Co-t, 3:1).

As teledginas permaneceram imersas nos tratamentos descritos previamente durante 5
minutos. Apés a imersdo, as fémeas foram secadas em papel absorvente, acondicionadas em
placas de Petri, dotadas de fita dupla face, e fixadas na posicdo dorsal. Cada grupo foi
devidamente identificado e mantido em camara climdtica com temperatura ambiente (25°C e 70%
UR), por 18 dias. Todos os grupos foram testados em triplicata. Para a avaliagdo da eficacia

acaricida foram empregadas as equagdes 1 e 2 descritas por Drummond e colaboradores (1973).

Eq. 1. ER = (Movos x % Eclosao x 20.000*)
Mfemeas
Onde, ER corresponde a Eficiéncia Reprodutiva, Movos € a massa dos ovos, Mfemeas ¢ a massa das fémeas
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¢ 20.000 Numero de larvas por 1 grama de ovos.

Eq. 2. EP = [(ERcontrole — ERproduto)x 100%

ERcontrole
Onde, EP corresponde a Eficiéncia do Produto, ERcontrole ¢ a Eficiéncia Reprodutiva do Controle

negativo e ERproduto ¢ a Eficiéncia Reprodutiva do produto em teste.

A eficacia de cada tratamento foi calculada com base na ER do grupo controle negativo agua
destilada estéril. Para a interpretacdo dos resultados, foram considerados como eficientes, os
tratamentos com eficadcia minima de 95%, conforme legislagdo pertinente para a comercializacio

de carrapaticidas no Brasil ((BRASIL,1997).
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Figura 05. A. Placa com fémeas de R. microplus. Figura B. Peso e preparo das placas para
fixacdo das teledginas. Figura C. Teleoginas fixadas na posi¢ao dorsal. Figura D. Oviposi¢ao

das teledginas. Figura E Ovos nos tubos lacrados. Fonte: Autoria propria (2022).



4.5.2 Teste de imersao de Larvas (TIL)

O processo de imersdo larval, foi executado por meio do acondicionamento das teledginas
em placas de petri em posi¢cdo dorsal e armazenadas em uma camara climatica (Série 420-CLDTS)
por £27°C e UR >70%, por 18 dias para a obtengao de posturas. Apds esse periodo os ovos foram
pesados em 0,050 gramas e mantidos em um eppendorf com a capacidade de 2 mL e armazenados
novamente até o nascimento das larvas. Para a realizacdo do teste com os respectivos grupos a
serem tratados, procedeu-se da seguinte forma:O grupo A foi tratado com agua destilada (controle
negativo), o grupo B foi tratado com solucdo de Triatox®;conforme indicagdes do fabricante
(controle positivo),o grupo C foi tratado com o fitoingrediente microestruturado (ME2), o grupo D
foi tratado com OESA, o grupo E com a base saponeica, e o grupo F foi tratado com (T/Co-t, 3:1).

Foram adicionadas 1 mL de cada grupo e fechado sendo agitado vigorosamente por um
agitador (Vortex Motion III LSMS56-III), durante 5 minutos. Apds esses 5 minutos de imersao,
com um auxilio de um pincel, as larvas foram colocadas em papel filtro e presas com o auxilio de
um clipe e mantidas em+ 27°C oc e UR >70%.

Os testes de imersdo larval (TIL) foram baseados no método descrito por Shaw (1966) e
modificado pela EMBRAPA para estudos com oleos e extratos vegetais. A mortalidade foi
avaliada apos 24 horas do procedimento ¢ as larvas contabilizadas visualmente vivas e mortas com
auxilio de lupa.

A mortalidade foi expressa em percentagem:

(%) = (larvas mortas/ total de larvas x100.

4.5.3 Atividade microbiologica e testes de eficacia bactericida e fungicida das microemulsées

A avaliagdo da atividade microbiologica foi feita a partir da metodologia modificada,
com a preparacdo dos inoculos microbianos realizadas de maneira seriada para todos os
microrganismos avaliados. A metodologia baseou-se na utilizagdo com uma alga microbioldgica
na cultura de microrganismo direcionando-as para um tubo falcon contendo uns 5 mL de caldo LB
(caldo Luria Bertani). Agitou-se no vortex, em seguida ajustou-se a turbidez entre 0,08 — 0,10 de

densidade optica a 625 nm em espectrofotometro conforme era adicionado ao caldo LB e diluindo.
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O aparelho de leitura foi calibrado precisamente, zerando-o com o caldo LB, para manter a
finalidade de obter os dados da turbidez e ndo da cor. Para a realizacdo do teste de eficacia
microbiologica das microemulsdes, foram selecionadas trés diferentes espécies de
microorganismos. Escherichia coli ATCC 25922, que ¢ uma bactéria gram-negativa,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, bactéria gram-positiva, e Candida krusei ATCC 6258, uma
levedura. A preparacdo dos inoculos das cepas foi realizada por suspensdo direta do crescimento
microbiano em caldo Luria Bertani (HIMEDIA), composto de extrato de levedura, de hidrolisado
enzimatico de caseina e cloreto de sodio.

A diluigdo dos indculos microbianos feita em caldo LB utilizou-se nas concentragdes de 100
uL ou 0,1 mL do ind6culo em 15 mL de caldo LB. Adicionou-se em eppendorffs 100 uL ou 0,1 mL
do in6culo e 100 pL ou 0,1 mL das diferentes concentragdes dos produtos a serem testados. Em
sequéncia, realizou-se a triplicata das diluicdes. Como controle positivo (com crescimento das
bactérias), pipetou-se 100 uL ou 0,1 mL do indculo na concentracido de 1,0x106 UFC/mL e 100
puL ou 0,1 mL de caldo LB. Para o controle negativo (inibicdo do crescimento das bactérias)
pipetou-se 100 puL ou 0,1 mL de caldo LB e 100 puL ou 0,1 mL do produto a ser testado. Por fim,

os eppendorfs foram incubados a 37°C por 18-24 horas.

4.5.3.1 Determinacio da Concentracio Bactericida Minima (CBM)

Para determinacdo da concentragdo bactericida minima (CBM) pelo método de diluicdo em caldo
realizou-se no dia seguinte a adigdo de 100 pL ou 0,1 mL das dilui¢des em agar Padrao para
contagem (4gar PCA), espalhou-se bem com al¢a de DrigalsKi (alga em L). Incubou-se as placas a
37°C por 18-24 horas. A CBM foi determinada pela menor concentragdo dos produtos a serem
testados. Para contagem do S. aureus foi inoculado no meio com agar PCA, para a E. coli o agar

MacConkey e para contagem de C.krusei o Agar Sabouraud.

4.5.3.2 Determinacio da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida com base no método de dilui¢do em caldo
para determinar a concentracao, no dia seguinte adicionou-se 100 uL. das dilui¢des nos pogos e 20
pL da solugdo de resazurina em temperatura ambiente, esperou-se de 30 minutos até 3 horas para
realizar a leitura visual dos resultados, em que a cor azul caracterizou a inatividade bacteriana e a
cor rosa o crescimento das bactérias. Em sintese, a CIM foi definida como a menor concentragao

dos produtos a serem testados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e caracterizac¢io fisico-quimica do fitoingrediente microestruturado

As microemulsdes foram formadas quando a fragdo de tensoativo estava em maior propor¢ao ¢ a de
fase oleosa, em menor. As microemulsdes formaram-se durante as primeiras titulagdes, em que a
agua se encontrava em menores proporc¢oes, € a medida que a titulagdo ocorria, a proporcao da fase
aquosa foi aumentando, ocorrendo a inversdo de fase e dando origem a uma preparacdo com forma

fisica liquida (CARVALHO, 2019).

O diagrama de fases pseudoternarios (Figura 06) foi utilizado para a obtencdo das
amostras. Com seu auxilio, € possivel descrever em que condi¢des experimentais 0os componentes
devem ser combinados, a fim de formar as microemulsdes. Estas foram desenvolvidas, utilizando
os componentes agua ultrapurificada, OESA, renex e amida 60 na propor¢do 3:1 (p/p). Sob outra
perspectiva, as regides com concentracdes iguais tanto de oleo quanto de tensoativo, com a
titulagdo da fase aquosa, resultaram na formacdo de macroemulsdes liquidas. Quando nas
formulacdes com maior fase oleosa € menor propor¢ao de mistura tensoativo-cotensoativo
(T/Cot), conseguiu-se observar que, independentemente da propor¢do de fase aquosa, as
formulagdes adquiriram o aspecto turvo e apresentaram separa¢do de fases (ALI et al., 2016;

CARVALHO, 2019).
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Figura 06. Diagrama de fases pseudoterndrio para desenvolvimento do fitoingrediente
microestrutura a base de OESA. Destaque em vermelho para a regido da microemulsdo
selecionada (ME25). Mostrando as regides de formag¢do de microemulsdes gel limpidas e
transparentes. O diagrama foi composto por mistura tensoativo-cotensoativo, Renex e Amida 60

na proporcao 3:1 (p/p), 0leo essencial (OESA), e agua ultrapurificada.
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5.1.1 Selecdo da composi¢ao da microemulsdo contendo o fitoingrediente microestruturado

Das regides de ME do diagrama desenvolvido, foram selecionadas, previamente, trés
formulacgdes para os estudos de caracterizacdo, variando as propor¢des dos componentes. Todas
as formula¢des mantiveram-se viscosas, de coloragdo amarelada, limpidas e transparentes apds o

periodo de 48 horas antes da realizacdo das analises, conforme podem ser observadas na Figura
07.

Figura 07 — Aspecto visual das amostras de microemulsdes com o fitoingrediente

microestruturado

Fonte: autoria propria.
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Tabela 01. Composi¢ao centesimal das amostras selecionadas do diagrama RENEX/AMIDA
3:1/ OESA/ Agua.

AMOSTRAS OESA% T/COT 3:1% FASE AQUOSA%
M10 5,00 45,00 50,00
M25 12,50 50,00 37,50
M43 20,00 46,67 33,33

Fonte: a autora.

Dentre as formulacdes desenvolvidas, a selecdo das microemulsdes foi através da
avaliacdo das mesmas pelas caracteristicas organolépticas, apresentacdo de efeito Tyndall,
tamanho de goticulas, indice de polidispersdo e estabilidade pds-centrifugacdo, em que a
microemulsao (ME25, 2:8:6 OESA: T/Cot: agua) foi a escolhida entres as trés avaliadas para

fazer os demais testes, dentre eles a atividade acaricida, bactericida e fungicida.

5.1.2 Caracterizacio do PDI e Diametro de Particulas

Uma das caracteristicas mais importantes de uma microemulsdo ¢ o tamanho da goticula.
Uma microemulsdo com tamanho médio de goticula variando entre didmetros menores que 1400
A, tipicamente da ordem de 100 A 14,15 ¢é capaz de melhorar a estabilidade, diminuindo a
ocorréncia de processos de instabilizagdo como coalescéncia, além de aumentar o poder de
penetragdo dos farmacos incorporados e, consequentemente, a biodisponibilidade praguicida,
carrapaticida, bactericida, fungicida e virucida dos farmacos. De fato, as microemulsdes formadas
apresentaram um aspecto transliicido com valores de didmetro da particula relativamente altos,
variando entre 145,4 ¢ 278,3 nm (Tabela 02). Esse tamanho era esperado devido a presenca das
moléculas de cotensoativo juntas ao tensoativo, que permitem o aumento da tensdo interfacial,
aumentando, assim, o raio de curvatura das microemulsdes (CABRAL et al., 2017; AL-KAABI et

al., 2019; ANDRADE et al., 2020).
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O PDI, por sua vez, indica a distribuicao do didametro das particulas da microemulsdo em
torno do valor médio, em que valores menores que 0,3 indicam uma distribui¢do de tamanho
estreita, ou seja, com alta homogeneidade no sistema. Os resultados obtidos indicaram valores de
PDI menores que 0,3 demonstrando que existe uma grande homogeneidade de distribuicdo do
diametro das goticulas nessas formulagdes. Esse resultado € positivo, pois permite inferir que
essas nanoemulsdes monodispersas serdo estaveis fisicamente por periodo de tempo consideravel
(KARAMBEIGI et al., 2018; JESUS et al., 2019; ARAUJO et al., 2020).

A combinagdo de surfactantes ao invés de um unico surfactante ¢ usada para formar e
conferir maior estabilidade as microemulsdes. A formulag¢dao escolhida foi a ME25 pelo fato de
maior estabilidade fisica avaliada. Em concatena¢do, da mesma forma o PDI apresentou indices
proximos a zero, o que indica uma distribuicdo de tamanho homogénea e com a estabilidade
esperada. Além disso, foi possivel observar que as microemulsdes apresentaram caracteristicas
translucidas, odor agradavel e homogeneidade.

Assim, os resultados obtidos foram exibidos na tabela 02. Nota-se tamanhos e
polidispers@ao com valores adequados e similares das microemulsdes 10, 25 e 43 com ligeiro
destaque para a microemulsdo 25 que em termos de tamanho de particulas apresentou-se a mais
adequada para o resultado esperado.

A MEI10 apresentou valor de tamanho de goticulas compativel com a classificacdo de
microemulsao, contudo, apresentando valor insatisfatorio de indice de polidispersividade. Quanto
aos aspectos praguicidas, a ME25 apresentou melhor qualidade em termos de secagem, sensorial
e boa solidez. Em vista de tais dados, a ME25 mostrou-se superior as outras selecionadas por
apresentar globalmente melhor adequabilidade para o uso como veiculo do dispositivo
multifuncional inovador. Tais resultados subsidiaram sua escolha para caracterizagdo, avaliacdo

de estabilidade e seguranca.

5.1.3 Caracterizacio do potencial zeta

O potencial zeta indica a densidade de carga em torno das microgoticulas e fornece
informacodes sobre o grau de repulsdo entre elas. Assim, quanto maior o seu potencial zeta, seja
negativo ou positivo, maior deve ser a estabilidade fisica da formulagdo, ja que ha prevencao de
floculacdo e a agregacdo das microparticulas da formulacdo. Os dados mostrados na Tabela 02
indicam que as goticulas apresentaram cargas negativas em sua superficie variando entre - 27,1 e

-39,9 mV, mas esse resultado ¢ proximo a neutralidade (PATEL et al., 2016; SHAH et al., 2019).
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Tabela 02. Caracterizacdo das microemulsdes quanto ao didmetro da goticula (nm), ZETA
(mV) e ao PDI. Formulacao 1 (ME10), formulagao 2(ME25) e formulagdo 3(ME43).

DIAMETRO DE
Formulacio PDI (nm) ZETA (mV) PARTICULAS (nm)
F1(ME10 0,330 -32.5 230,3
F2(ME25) 0,293 -27.5 147.,5
F3(MEA43) 0,358 -38.0 245.5

Fonte: a autora.

A microemulsdo apresentou potencial zeta de, aproximadamente, -32,6 mV. De modo
geral, a carga elétrica das goticulas de 6leo ¢ direcionada pela carga de tensoativos adsorvidos ao
seu redor, que podem ser de natureza catidnica, anidnica ou nao ionica. Neste estudo utilizou- se
um tensoativo ndo idnico (renex), o que leva a se esperar uma carga elétrica proxima a zero.
Quando o valor ¢ suficientemente elevado, as goticulas sdo impedidas de se agregarem devido a

repulsdo eletrostatica entre elas (MEHANNA; MNEIMNEH; ABED EL JALIL, 2020).

5.1.4 Mensuracao do potencial hidrogenionico

O pH de uma formulagdo deve ser favoravel a sua aplicagdo topica, tendo em vista que os
valores de tolerancia bioldgica para aplicacdo de produtos cutaneos se figuram entre 5,5 a 8,0
(SILVA et al., 2009). Dessa forma, as médias dos valores da formulacao selecionada 8,51, (Tabela
03) encontrados para a ME25 encontram-se dentro da tolerancia da faixa, podendo ter risco de
contaminagdo e irritacdo topica (JAIN; FERNANDES; PATRAVALE, 2010). Contudo, estudos de
irritabilidade cutdnea devem ser realizados para garantir a seguranca da aplicagcdo tdpica do
sistema proposto, sejam em animais ou ho pasto.

Os valores de pH fornecem também informagdes sobre a estabilidade do sistema, pois sua
reducdo pode indicar a presenca de acidos graxos livres na formulacao, provenientes da hidrdlise
do sistema tensoativo (fosfolipideos), e dos triglicerideos do nucleo oleoso. O pH reflete ainda as
condi¢des de armazenamento e processamento das formulagdes. Quando a esterilizagdo por calor
¢ empregada, por exemplo, verifica-se reducdo em seus valores ao longo do aquecimento

(BRUXEL et al., 2012).
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Tabela 03. Mensuracdao do pH das microemulsdes.

AMOSTRAS 1 2 3 MEDIAS
M10 8,75 8,65 8,56 8,65
M25 8,75 8,45 8,32 8,51
M43 9,10 9,25 9,15 9,17

Fonte: a autora.

5.2 Obten¢ao da base do dispositivo inovador - base saponeica

A base saponeica obtida apresentou forma fisica semissolida, mesmo apds secagem. Sendo
assim, para obtencdo da forma fisica solida foi adicionado o excipiente lactose para permitir a
obtencdo de granulos (granulador oscilante), seguida da incorporagdo do fitoingrediente
microestruturado, mistura com almofariz e pistilo, e realizagdo de compressao (compressora
excéntrica) para obten¢ao dos tabletes. O aspecto semissélido da base impossibilitou a

incorporacdo do fitoingrediente microestruturado.

5.3 Avaliacio da eficacia da atividade acaricida

Neste estudo foram testados in vitro, diferentes grupos de tratamentos, com o objetivo de
avaliar seus efeitos acaricidas sobre fémeas adultas e larvas de Rhipicephalus microplus. Os
resultados das médias de eficicia apods o teste de imersdo das fémeas ingurgitadas dos carrapatos,
nos diferentes grupos, estdo demonstrados nas tabelas 4 e 5. O controle positivo apresentou
eficacia de 35% demonstrando resisténcia ao tratamento. O uso do (OESA), puro, ¢ da
microemulsdo inibiram significativamente a postura das fémeas ingurgitadas, demonstrando uma
eficacia de quase 100%, ou seja, o OESA apresentou toxicidade total para as teledginas.

O resultado do tratamento com a base saponeica, representada pelo grupo E e F ja era esperado
por se tratar de um controle sem o OESA. Conforme o ministério da agricultura a eficiéncia
legalmente aceitavel para uma base quimica carrapaticida ser licenciada deve ser igual ou

superior a 95,00% sobre uma cepa sensivel de R. microplus.

52



Como demonstra a tabela 07, a formulacdes testes representadas pelos grupos, C, D e F
apresentaram percentuais de eficiéncia significativos para potencial acaricida. O produto
comercial representado pelo grupo B na concentracdo de 200 mg indicada pelo fabricante, nao
apresentou eficiéncia no tratamento decorrente de uma provavel resisténcia ao acaricida.

Nessa conjuntura, infere-se que um simples relato da ineficacia de um determinado
acaricida, que ndo mais atua satisfatoriamente, na maioria das populacdes de carrapatos, ndo deve
ser o motivo para que o produto nao seja mais utilizado em determinada regido. Com isso,
reforga-se a necessidade de recomendacdo da realizagdo acurada de testes in vitro por
profissionais do estudo da atuagdo das pragas agricolas aliados aos estudos para a aplica¢do de
dispositivos multifuncionais e inovadores na abordagem a tais agentes, como forma de
diagnosticar e tratar individual, além de se constituir um instrumental otimizador da eficiéncia do
controle quimico em métodos estratégicos de combate aos carrapatos (CHAPARRO-

GUTIERREZ, 2020; TORRES-SANTOS et al., 2022).

Tabela 04. Eficiéncia dos tratamentos em testes in vitro com teledginas de R. microplus
procedentes de bovinos naturalmente infestados criados na fazenda CTZL, Brasilia DFE.

GRUPOS % MF PIF %MO %EL %ER %EP*
A 10 4,048 0,237 100 117094,86 -
B 13,3 4,570 0,172 100 99781,18 35,71
C 70 4,683 0,020 0,00 85,41 99,92
D 95 4,569 0,014 0,00 61,28 99,94
E 4 4,617 0,222 100 9616634 17,87
F 6,6 4,305 0,212 100 98490,12 15,88

* Célculo baseado no controle-negativo

** Calculo baseado no controle-positivo

Grupo A=controle negativo h20; Grupo B controle positivo Produto comercial;Grupo C= microemulsdo; Grupo
D=0ESA; Grupo E= base saponeica; Grupo F= BME (branco da microemulsdo sem o OESA).

MF- Mortalidade das fémeas; PIF- Peso Inicial das Fémeas; MO — Massa de Ovos; EL - Eclosdo Larval; EP-
Eficécia do produto.

Fonte: a autora
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Tabela 05. Médias percentuais de mortalidade de larvas de R. microplus submetidas ao teste de
imersdo em diferentes grupos de tratamento.

TIL -MORTALIDADE DOS TESTES EM %

Grupos Al A2 A3 Média % Desvio —
Padrao
A 0 0 0 0 +0
B 58 50 52 53 +4.1
C 95 91 97 94 +3.05
D 100 100 100 100 +0
E 0 0 0 0 +0
F 0 0 0 0 +0

Fonte: a autora.

A tabela apresenta os valores da porcentagem de mortalidade das larvas referentes a
média dos resultados de trés ensaios. O controle negativo e o grupo da base saponeica nao
demonstraram mortalidade alguma. O controle positivo, composto por acaricida comercial,
atingiu 53% de mortalidade larval. O grupo contendo o OESA puro, resultou em mortalidades
acima de 99%, ja a formulagdo teste com sistema microemulsionado demonstrou uma atividade

bastante significativa, acima de 95% de mortalidade.
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Existem muitos relatos na literatura sobre a utiliza¢ao de substancias de origem vegetal no
controle de carrapatos (CRUZ et al., 2013; NOVATO et al., 2015), contudo, a literatura ainda ¢
escassa acerca da atividade carrapaticida de monoterpenos e fenilpropanoide incorporados a uma
formulacdo (DELMONTE et al., 2017; FERREIRA et al., 2017).

Lage et al. (2015) também avaliaram a atividade do oleo de Baccharis dracunculifolia
sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus. Eles constataram mortalidade de 99% em
larvas na concentrag¢do de 15 mg/mL. J& para as fémeas a redugdo significativa no percentual de
eclosdo ocorreu a partir da concentracdo de 40 mg/mL. Outros 6leos essenciais também foram
testados em fémeas ingurgitadas de R. microplus, como: Cymbopogon winterianus € Syzygium
aromaticum (MELLO et al., 2014), Cymbopogon nardus e Corymbia citriodora (CHAGAS et al.,
2014), Lippia graveolens (FLORES-FERNANDEZ et al., 2016), Curcuma longa e Mentha
arvensis (CHAGAS et al., 2016), Juniperus communis, Cymbopogon martinii, Cedrus atlantica,
Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, Pelargonium graveolens (PAZINATO et al., 2016), S.
aromaticum (FERREIRA et al., 2017).

O eugenol ¢ um fenilpropandide, constituinte majoritario do oleo essencial de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum), folha de louro (Laurus nobilis), noz-moscada (Myristica fragrans)
e pimenta-da-jamaica (Pimenta dioica) (PENGELLY, 2004; FRANZ NOVAK, 2009; NEVES,
2009). Ele apresenta grande versatilidade, util na fabricagao de sorvetes, produtos de panificagao,
doces, cosméticos, perfumes, produtos farmac€uticos e em composi¢des para produtos
odontolégicos (BARCELOUX, 2008; CHANG et al., 2002).

O eugenol tem agdo bactericida, fungicida, nematicida, acaricida e inseticida (ASHA et
al., 2001; EL-ZEMITY et al., 2010). J& existem investigagdes sobre a a¢ao do eugenol sobre
fémeas ingurgitadas e larvas nao ingurgitadas de R. microplus ¢ D. nitens (MONTEIRO et al.,
2012; FERREIRA et al.,, 2017) e larvas e ninfas ndo ingurgitadas de R. sanguineus e A.
cajennense s. l. (SENRA et al., 2013). O efeito repelente do eugenol também foi observado em
ninfas de Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) (THORSELL; MIKIVER; TUNON, 2006; DEL
FABBRO; NAZZI, 2008) ¢ em R. microplus e D. nitens (ZERINGOTA et al., 2013). Valente et al.
(2014), por sua vez também avaliaram que o eugenol, na concentracdo de 5%, demonstrou
atividade acaricida e inibiu a oviposi¢do de R. microplus.

O mecanismo de agdo dos 6leos essenciais nos artropodes ainda € obscuro, entretanto
sugere-se que por meio do contato, podem interagir com o tegumento do inseto atuando em
enzimas digestivas e neurologicas, aparecendo sinais toxicos (KNAAK; FIUZA, 2010). A enzima
acetilcolinesterase (AChE), responsavel por promover a hidrélise da acetilcolina nas sinapses

colinérgicas, tem sido alvo de pesticidas e sua inibi¢ao pelos organofosforados levam
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a paralisia e morte de artropodes (RIBEIRO et al., 2012). Algumas pesquisas apontam o
eugenol, como um potente inibidor da AChE, o que justifica sua elevada atividade frente a R.
microplus (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009). Alternativamente, a natureza hidrofobica dos
6leos essenciais pode exercer efeitos mecanicos simultineos, como a desregulacdo cuticular e
bloqueio dos espiraculos, o que leva a morte dos parasitos por estresse hidrico ou asfixia (ELLSE;
WALL, 2014).

Os resultados encontrados demonstraram que as larvas apresentaram maiores taxas de
mortalidade quando comparado as teledginas. Essa diferenca pode ser relativa a composigdo da
cuticula entre estas duas fases de desenvolvimento dos carrapatos (CHAGAS et al., 2003). A
camada cuticular externa dos carrapatos adultos ¢ formada por ceras e proteinas, podendo ser
observada uma maior quantidade de lipideos na cuticula do R. microplus a partir da ecdise da
ninfa para a fase adulta (BALASHOV, 1972), sendo que as larvas ndo possuem esta camada de

cera o que pode ter permitido uma maior acao dos compostos (ODHIAMBO, 1982).

5.4 Avaliacao da atividade microbiologica

No que concerne a avaliagdo microbiologica, verificou-se que tanto o 6leo essencial puro
quanto o composto microemulsionado apresentaram atividade antimicrobiana, sendo os
resultados do composto microemulsionado mais promissores (Tabelas 06 e 07). De acordo com
Aligiannis et al. (2001) sao considerados inibidores fortes, os 6leos que apresentarem a CIM até
500pg/mL, com CIM entre 600 pg/mL e 1500pug/mL sdo considerados moderados e com CIM

acima de 1.600pg/mL sdo considerados fracos.

Tabela 06 — CIM, CBM e CFM do OESA.

Microrganismos CIM (pg/mL) CBM ou CFM (pg/mL)
S. aureus ATCC 25923 250 500
E. coli ATCC 25922 250 250
C. krusei ATCC 6258 63 125

Legenda: CIM = concentragdo inibitéria minima; CBM= concentragdo bactericida minima; CFM= concentragio
fungicida minima.

56



Tabela 07 — CIM, CBM ¢ CFM do composto microemulsionado e do eugenol

CIM/CBM/CFM (ng/mL) CIM/CBM/CFM (png/mL)
Microrganismos Composto Eugenol
S. aureus ATCC 25923 70 8,75
E. coli ATCC 25922 <50 <6,25
C. krusei ATCC 6258 <50 <6,25

Legenda: CIM = concentragdo inibitéria minima; CBM= concentragio bactericida minima; CFM= concentragio
fungicida minima.

As propriedades antimicrobianas do OESA e do eugenol para cepas de S. aureus e E. coli
sao bem descritas na literatura. Scherer et al. (2009) pois o 6leo de cravo-da-india apresentou
melhor atividade antimicrobiana frente a S. aureus e E. coli do que em Salmonella thyphimurium.
A diferenca de resultados em microrganismos da mesma espécie, porém de fontes diferentes,
podem ser causados devido a pressdo seletiva e selecdo natural causando assim resisténcia destes
microrganismos.

De acordo com o estudo feito por Silvestri et al. (2010), que realizaram atividade
antimicrobiana do 6leo essencial do cravo por dois métodos: o de difusdao em placas e o método
indireto de crescimento microbiano, ficou comprovado que as bactérias E. coli e S. aureus
mostraram-se vulneraveis ao 6leo essencial do cravo da india nos dois métodos. Os 6leos ricos
em eugenol e outros aldeidos possuem uma boa atividade bactericida. Diversos autores
(RADUNZ et al., 2019; RAJKOWSKA et al., 2017; BUDZYNSKA et al., 2017; XU et al.,

2016) atribuem ao composto majoritario do 6leo de cravo, o eugenol, ndo sé o efeito
bactericida, mas também outras propriedades biologicas. Entretanto, a agdo conjunta dos varios
compostos presentes nos 6leos ¢ denominada sinergismo, o que confere uma boa capacidade
antibacteriana (RABELO, 2010).

Com relagdo ao seu mecanismo de acdo, o eugenol se destaca por sua atividade
antifungica (HASSAN et al., 2018, LABIB, ALDAWSARI, 2015) e antibacteriana (ZHANG et
al., 2018, THOSAR et al., 2013), nas quais ele age, geralmente, similarmente, tendo como alvo
principal a parede celular e as membranas presentes nos microrganismos, aumentando a
permeabilidade celular e repercutindo no efluxo de constituintes importantes para sua
sobrevivéncia, como a perda de K" e de outros componentes citoplasmaticos (AHMAD et al.,

2010). O eugenol pode estar associado também a inibi¢do enzimdtica da ATPase e de proteases,
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por exemplo (HYLDGAARD et al., 2012), assim como na inducdo do estresse oxidativo
celular com o aumento das Espécies Reativas do Oxigénio — EROS, que causam danos estruturais
a célula, como a ruptura de membranas (KHAN, AHMAD et al, 2012).

Utilizando o mesmo método de microdiluicdo em placas, Moreira et al. (2005)
determinaram a concentracdo de 0,3% de OE de cravo-da-india como a CBM para E. coli.
Deve-se considerar que a CBM encontrada para o OE, neste estudo, foi 40% menor que o
resultado obtido pelos autores citados, além de que, normalmente, os OEs apresentam capacidade
bactericida para bactérias Gram negativas em concentragdes menores que para as Gram positivas.
Esta diferenga de CBM poderia ser explicada pela variagdo na composi¢ao quimica entre os 0leos

extraidos.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento do estudo permitiu a obtencdo de um dispositivo multifuncional
inovador a base de microemulsdao contendo o 6leo essencial de Syzygium aromaticum, dispersa
em base saponeica.

O fitoingrediente foi microestruturado através de microemulsificacdo espontdnea com
mistura de 2 tensoativos usualmente aplicado em produtos domissanitarios, e, portanto, inocuo. A
microemulsdo apresentou variacdo de caracteristicas fisico-quimicas, que ndo provocaram
alteracdes em sua efetividade bioldgica avaliada, acaricida, antibacteriana e antifingica.

Quanto a obtencao da base saponeica, o presente estudo apresentou dificuldades para
escolha do processo de secagem empregado. Por se tratar de sabdo obtido através da
saponifica¢do com hidréxido de potassio, base alcalina forte empregada na elaboracdo de sabdes
liquidos, o estado fisico alcancado com os diferentes métodos de secagem empregados foi o
semissoOlido. Dessa maneira. No estudo foi selecionado o processo de secagem em estufa, bastante
empregado na industria, o que viabiliza a producao em larga escala.

Apesar da obten¢do da base saponeica no estado semissolido, foi possivel efetuar a
granulagdo e incorporagdo do fitoingrediente microestruturado para as avaliagdes de efetividade
biologica. Melhorias no processo serdo necessarias para aprimorar o processo produtivo, mas o
protétipo obtido permitiu alcangar resultados relevantes de efetividade biologica.

Por fim, o produto desenvolvido mostrou-se promissor no combate a espécie
Rhipicephalus (B.) microplus, sugerindo uma eximia atividade carrapaticida, especialmente para
as formas larvais. Podendo, assim, consistir em forma de prevencdo de doengas na pecuaria
transmitidas pelo carrapato e controle da frequéncia de infestagdes por este ectoparasita,
proporcionando, assim, melhorias econdmicas com a redu¢do de danos no couro ocasionadas por
lesdes na pele e/ou aumento da producdo de leite, evitando-se a interrup¢do da produgdo, por

exemplo.
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7 PERSPECTIVAS

A proposta surgiu em meio a pandemia da COVID-19, e um dos objetivos previstos
inicialmente foi a avaliagdo da atividade virucida contra coronavirus. Entretanto, por razdes
alheias aos pesquisadores envolvidos na proposta, esta avaliagdo sera realizada posteriormente.
Assim sendo, o projeto de pesquisa seguira em andamento e novas metas foram tragadas e
listadas a seguir:

e Desenvolver e validar método analitico para determinacao da concentracao de
fitoingrediente no prototipo;

e Otimizar o método produtivo da base saponeica, com ou sem alteragdes no processo de

secagem da base saponeica;
e Avaliar o efeito virucida do produto inovador e do fitoingrediente microestruturado;

e Otimizar as caracteristicas fisico-quimicas do produto inovador (pastilha), com

incorporagdo de insumos que permitam a obtengao do prototipo por compressao;

e Avaliagdo da efetividade carrapaticida frente a carrapatos do género Amblyomm
(carrapato estrela, vetor da bactéria Rickettsia rickettsii, transmissora da Febre Maculosa), a fim

de ampliar a aplicacao do produto e permitir beneficios na satide da populagao.
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