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RESUMO

O presente estudo visou o desenvolvimento e caracterizagcdo de nanosistemas contendo
Naringenina como alternativa eficaz para o controle de pragas na pecuéria e na agricultura.
As nanoformulacdes foram obtidas por métodos e/ou composicdo distintas, e
caractertizadas quanto ao pH, potencial Zeta, indice de polidispersdo (PDI) e tamanho
medio. A caracterizacdo bioldgica envolveu a avaliacdo da efetividade acaricida, frente a
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (carrapato bovino), através do teste de imersdo
larval (TIL) e teste de imersdo de adultos (TIA), e a avaliacdo da inocuidade
germinativa, através da embebicdo de sementes de Lactuca sativa (alface) e avaliacdo do
crescimento por sete dias. Os nanosistemas desenvolvidos apresentaram diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, que pode ser justificado pela composicdo e método de
elaboracdo distintos. Entretanto, todas as formulacdes apresentaram efetividade acaricida
em comparacao aos controles negativo, agua destilada, e positivo, Amitraz (TRIATOX®).
No ensaio TIL, os nanosistemas 1 e 2, contendo narigenina, geraram mortalidade maior ou
igual a 95%, respectivamente. Enquanto o nanosistema 3, contendo narigenina, gerou
cerca de 85% de mortalidade. A inocuidade avaliada pelo teste de germinagéo de L. sativa,
foi possivel observar que a nanoestruturacdo 3 da narigenina promoveu 68% de
crescimento radicular, préximo ao valor de referéncia indicado na Instrucdo Normativa,
MAPA n° 42 de 2019 (70% para germinacdo basica). Enquanto os nanosistemas 1 e 2
superaram o valor de referencia (75%). Os resultados fisico-quimicos indicaram variacao
dos parametros para os nanosistemas desenvolvidos. Entretanto, estes fatores nao
provocaram interferéncias nas caracteristicas biologicas avaliadas para efetividade e
inocuidade. Sendo assim, é possivel inferir que as nanoformulagdes contendo a
naringenina como principio ativo podem ser aplicadas no controle da resisténcia acaricida
em relacdo a teledgenas e larvas de carrapatos bovinos, sem provocar danos ao meio
ambiente. Em adigdo, a diversidade de métodos utilizados para nanoestruturagdo do
fitoingrediente, possibilita ampliar o leque produtivo para as industrias.

Palavras-chave: Narigenina, Nanotecnologia, Carrapato bovino.



ABSTRCT

The present study aimed to develop and characterize nanosystems containing Naringenin
as an alternative for pest control in livestock and agriculture. Nanoformulations were
obtained by different methods and/or compositions and characterized by pH, Zeta
potential, polydispersion index (PDI), and average size. The biological characterization
involved the evaluation of the acaricidal activity against Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (bovine tick) by the larval immersion test and adult immersion test and the
assessment of germinal harmlessness by Lactuca sativa (lettuce) seed imbibition and
growth evaluation for seven days. The naringenin- based nanosystems presented different
physicochemical characteristics, which can be justified by the different composition and
methods of elaboration. However, all formulations showed acaricidal effectiveness
compared to negative controls, distilled water, and positive controls, Amitraz
(TRIATOX®). Nanosystems 1 and 2 generated mortality greater than or equal to 95% in
the larval immersion test. Nanosystem 3, in turn, led to 85%. The harmlessness evaluated
by the L. sativa germination test showed that nanosystem 3 promoted 68% of root growth,
close to the reference value indicated in Brazilian Normative Instruction MAPA n° 42 of
2019, while nanosystems 1 and 2 surpassed the reference value (75%). The physical-
chemical results showed that the parameter variations used do not compromise the
biological characteristics of the nanosystems. Therefore, it is possible to infer that
nanoformulations containing naringenin as an active ingredient can be applied to control
acaricide resistance against teleogenous ticks and bovine tick larvae without causing
damage to the environment. In addition, the diversity of methods used for nanostructuring
such phytoingredient makes it promising for industrial production.

Keywords: Naringenin, Nanothecnology, Bovine tick,



RESUMEN

El presente estudio tuvo el objetivo de desarrollo y caracterizacion de nanosistemas de
Naringenina como alternativa efectiva para el control de plagas en ganaderia y agricultura.
Las formulaciones se obtuvieron por diferentes métodos y/o composiciones, y se
caracterizaron por pH, potencial Zeta, indice de polidispersion (PDI) y tamafio. La
caracterizacion bioldgica involucrd la evaluacion de la efectividad acaricida, contra
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (garrapata del ganado vacuno), a través de los ensayos
de inmersién de larvas (TIL) y inmersién de adultos (TIA), y la evaluacion de la inocuidad
germinal, a través de imbibicion de semillas de Lactuca sativa (lechuga), y evaluacion del
crecimiento durante siete dias. Los nanosistemas desarrollados presentaron diferentes
caracteristicas fisicoquimicas, lo que puede justificarse por la diferente composicion y
método de elaboracién. Sin embargo, todas las formulaciones mostraron efectividad
acaricida en comparacion con los controles negativos, agua destilada, y los controles
positivos, Amitraz (TRIATOX®). En el ensayo TIL, los nanosistemas 1 y 2, que contenian
narigenina, generaron mortalidad mayor o igual al 95 %. Mientras que el nanosistema3, que
contenia narigenina, gener6 alrededor del 85%. La inocuidad evaluada por la prueba de
germinacién de L. sativa, se pudo observar que la nanoestructuracion de narigenina 3
promovio el 68% del crecimiento radicular, cercano al valor de referencia indicado en la
Instruccion Normativa Brasilefia, MAPA n° 42 de 2019 (70% para germinacion basica).
Mientras que los nanosistemas 1 y 2 superaron el valor de referencia (75%). Los
resultados fisicoquimicos indicaron variacion de los pardmetros para los nanosistemas
desarrollados. Sin embargo, estos factores no produjeron alteraciones frente a las
caracteristicas biologicas evaluadas para efectividad e inocuidad. Por lo tanto, es posible
inferir que las nanoformulaciones que contienen naringenina como ingrediente activo
pueden aplicarse para controlar la resistencia acaricida contra garrapatas y larvas de
garrapatas de vacuno, sin causar dafios al medio ambiente. Ademas, la diversidad de
métodos utilizados para la nanoestructuracion del fitofarmaco permite ampliar la gama
productiva para las industrias.

Palabras clave: Narigenina, Nanotecnologia, Garrapata vacuno.
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1 INTRODUCAO

A aplicacdo de metabolitos secundarios vegetais responsaveis por diferentes
atividades bioldgicas remonta a antiguidade e apresenta interesse crescente pelas industrias
farmacéuticas, devido ao seu potencial inesgotavel e inovador, tanto de substancias,
como de aplicacbes. Apesar do uso de plantas e/ou seus metabolitos consistirem
ferramenta usual da medicina tradicional, sendo reconhecida pela Organizacao Mundial da
Saude (OMS), devido asua utilizagdo na atencdo primaria, por cerca de 80% da populacao,
sua aplicacdo para o controle de pragas tem um aumento significativo no setor da
agricultura e da pecuéria (PORTO., et al. 2015).

Alguns pesticidas naturais destacam suas caracteristicas de baixa solubilidade
aquosa e composicdo complexa de bioativos, como: terpenoides, flavonoides e &cidos
graxos, existentes, por exemplo, no 6leo de Neem. Este insumo vegetal apresenta
aplicacdo antimicrobiana, antinflamatoria, antioxidante e pesticida natural, tanto na
agricultura quanto na medicina veterinaria, para controlar uma variedade de pragas e
doencas (MATO et al., 2020).

As plantas sdo uma importante fonte de substancias com diferentes estruturas
quimicas, algumas das quais tém sido utilizadas ou sdo promissoras no controle de pragas
agricolas na pecuéria. Extratos de certas plantas demonstraram a capacidade de reduzir o
namero de larvas que eclodem (BROGLIO., 2009). Entre essas plantas, temos as sementes
de graviola (Annona muricata L.), as folhas de capim-santo (Cymbopogon citratus (DC.),
as flores de jambo (Syzygium malaccensis (L.). Além disso, flavonoides encontrados em
extratos de alfavaca (Ocimum gratissimum L.), carqueja (Baccharis trimera (Less), e
camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert) tém demonstrado uma forte atividade
carrapaticida(SANTOS et al., 2018).

A naringenina (NAR), 5,7,4"-triidroxiflavanona, ¢ uma flavanona presente em
grande quantidade em frutas citricas, como laranjas e tangerinas, bem como na casca do
tomate (MATO et al.,2020). Possuindo um peso molecular de (272,26 g/mol), soluvel em
solventes organicos, como por exemplo o etanol, baixa solubilidade em agua em diferentes
pHs (475 mg L-1), soltvel em solventes organicos, como por exemplo o etanol (SAHIN et
al., 2017);PEDROet al.,2021).

Entre as pragas frequentes no setor agropecuario, os carrapatos sdo destacados por
sua diversidade, resisténcia aos pesticidas, e dificil controle, tanto no animal, como no

meio ambiente. Em adicéo, sdo reconhecidos como agentes transmissores de doencgas para
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os humanos, como a febre maculosa (bactéria Rickettsia rickettsii), doenca de Lyme
(bactéria Borrelia burgdorferi), doenca de Powassan (virus Powassan), babesiose
(protozoério Babesia spp.), Erliquiose (bactéria Ehrlichia chaffeensis) e Tularemia
(bactéria Francisella tularensis) (TOSONI et al., 2016).

De acordo com, (LUZ et al., 2016) sdo conhecidas mais de 920 espécies, dentre
elas, as pertencentes as familias Ixodidae, sdo conhecidas como carrapatos “duros” e
possuem aproximadamente 720 membros, distribuidos em 14 géneros. Neste contexto,
destaca-se que dos cinco tipos de carrapatos existentes no pais, sdo as especies de
Amblyomma e Rhizocephalustém aumentado bastante o interesse da comunidade cientifica,
ndo somente pela sua relevancia, mas para a higiene publica, e também pelo seu impacto
financeiro (RECK et al., 2017). O Boophilus microplus, é a espécies de carrapato que mais
prejudica a pecuaria bovina no Brasil,a qual tem um custo anual estimado em mais de US$
1 bilhdo.

A progresséo bioldgica de R. (B.) Microplus pode ser subdividida em duas fases:
uma etapa livre, vulgarmente denominada de ndo parasitaria, quando ocorre a desova em
um espaco ambiental apropriado e incubado para emitir larvas na pastagem; e a segunda
etapa, parasitaria, quando as formas larvarias abrigam-se no organismo do hospedeiro para
desenvolverem-se na fase adulta sendo, por fim, liberados os exemplares das fémeas
ingurgitadas (LABRUNA et al.,2016).

Deste modo, é relevante possuir extenso conhecimento a respeito da biologia e do
comportamento do carrapato e de suas larvas presente em pastos. Atualmente, ha
numerosas familias e grupos quimicos de carrapaticidas para auxiliar na eliminacéo desses
ectoparasitas. Estes podem ser divididos em carrapaticidas de contato e sistémicos (RECK
etal., 2017).

A alface cultivada (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteraceae (Compisitae)
é nativa do Oriente Médio; € uma planta dicotileddnea consumida in natura durante sua
fase de crescimento (SOUZA et al., 2015). Geralmente, o teste avalia os lotes de sementes,
0 que torna necessario 0 uso de meétodos apropriados para avaliar a viabilidade das
sementes, analisando os resultados e a possibilidade de diminuir o tempo do teste (TUNES
et al., 2013). Os resultados do teste de germinagdo, mostram o percentual maximo de
qualidade da semente, pois deve ser realizado de acordo com a temperatura, presenga ou
auséncia de luz, umidade e tempo de exposicdo recomendada para cada espécie
(RADAKE et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanossistemas contendo Naringenina como alternativa eficaz

para ocontrole de carrapatos na pecuaria e acaros na agricultura.

2.2 Objetivos especificos

« Utilizar diferentes tecnologias para obtencdo de sistemas nanoestruturados de
Naringenina.

» Realizar a caracterizacao fisico-quimica e bioldgica dos nanossistemas obtidos
paraaplicacdo na agropecuaria.

» Auvaliar a aplicacdo sustentavel dos sistemas desenvolvidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Carrapato

Todos 0s anos, novos registros sdo langados em todo o mundo sobre carrapatos. Nesse
sentido, ja foram descritas mais de 920 especies no mundo, divididas em trés familias, sendo
duas as mais importantes e as mais numerosas: sdo mais de 720 especies da familia Ixodidae,
divididas em 14 géneros, comumente conhecidos como carrapatos “duros”. A segunda menor
familia, Argasidae, com mais de 200 espécies e cinco géneros, sdo conhecidos como carrapatos
"moles”. Finalmente, a familia Nuttalliellidae,que foi determinada como tendo apenas uma
espécie (NAVA et al., 2014).

Carrapatos, sdo artrépodes de importancia médica e veterinaria que podem infectar
uma variedade de hospedeiros vertebrados, incluindo humanos. No Brasil, existe uma fauna
composta por 73 espécies referentes a duas familias: Argasidae com 26 especies e Ixodidae,
com 47 espécies (LEAL et al., 2017).

A familia argasideos s@o compostos por quatro géneros: Ornithodoros que apresenta
0 maior numero de espécies, Antricola, Argas e Nothoaspis. No entanto, a familia Ixodideos
apresentam cinco géneros: Amblyomma que apresenta uma maior abundancia, Ixodes,
Dermacentor, Rhipicephalus e Haemaphysalis (KRAWCZAK et al., 2015; LABRUNA et al.,
2016).

Nesse contexto, vale ressaltar que, dos cinco géneros de carrapatos encontrados no
Brasil, os carrapatos dos géneros Amblyomma e Rhizocephalus tém despertado maior
interesse da comunidade cientifica, seja pela importancia do saneamento publico, seja também
pela importancia econdmica de impacto. Como exemplo de carrapato de importancia para a

salide publica, destaca-se aqui a espécie Amblyomma sculptum (LUZ et al., 2016).

3.2 Rhipicephalus (Boophilus) microplus

A infestacdo por carrapatos é um problema grave em muitos paises, pois afeta a satde
de animais de estimacdo, na pecudria e em humanos. O carrapato bovino Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, é um dos mais importantes ectoparasitas que causam problemas em
rebanhos em regides tropicais e subtropicais em todo 0 mundo (PEREZ et al., 2019).

Esse carrapato afeta economicamente na producao bovina, reduzindo o ganho de peso

e a producdo de leite. Além disso, é vetor de patdgenos causadores de doencas como babesiose
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e anaplasmose. O controle de carrapatos é baseado principalmente no uso de acaricidas
quimicos. No entanto, seu uso levou ao rapido surgimento de populagdes de carrapatos
resistentes (ABOELHADID et al., 2018).

No Brasil, a principal espécie de carrapato que compromete a produtividade da
pecuaria bovina, é normalmente conhecida como carrapato-do-boi, é chamada de Boophilus
microplus (RECK et al., 2017). Os principais danos mais prejudiciais sdo: a) ingestao de sangue
(uma fémea pode ingerir até 2 mililitros de sangue durante sua alimentacdo sobre o hospedeiro)
podendo causar reducdo da producdo de carne e leite; b) transmissdo de agentes infecciosos,
principalmente Anaplasma e Babesia, responsaveis pela tristeza parasitaria bovina (TPB); c)
inoculacdo de toxinas nos hospedeiros, levando a diversas alteragdes e consequéncias
fisioldgicas, como a falta de apetite; e d) diminuicdo da qualidade do couro do animal, devido
as cicatrizes irreversiveis ocasionadas durante a alimentacdo. Além desses danos, tém-se as
despesas com mao-de-obra, construgdo e manutengéo de banheiro, aquisi¢do de equipamentos,
compra de carrapaticidas, entre outros prejuizos significativos na pecuaria brasileira
(MARUYAMA et al., 2017).

Deve-se ter um cuidado no controle do carrapato, pois é uma fonte de prejuizos nos
centros de ragas bovinas e leiteiras. No entanto, em areas onde a raca zebuino é explorado,
este parasita ndo deve ser negligenciado, pois sua presenca torna-se prejudicial, ndo apenas
em situacdes especiais de manejo que levam ao estresse, como alimentagéo insuficiente, altas
concentracdes por hectare, desmame interrompido ou prematuro, também é usado para
espalhar o TPB (GUGLIELMONE et al., 2014).

Rhipicephalus (B.) microplus, é popularmente conhecido como carrapato-do-boi. E
um carrapato monoxeno e 0s bovinos sdo 0s seus principais hospedeiros. O parasita também
pode ser encontrado em outros animais como 0vinos, equinos e até mesmos 0s que
compartilhem esse ambiente (MARUYAMA et al., 2017). Existe um grande desafio que surge
devido a resisténcia de carrapatos aos acaricidas, decorrente principalmente de uso inadequado
ou descontrolado destes produtos. O aparecimento de populagdes resistentes € um dos maiores
problemas na producdo de bovinos, pois relatos de resisténcia abrangem grande variedade de
acaricidas comercialmente utilizados (WULFF et al., 2022).

A producado de leite, é drasticamente reduzida devido a presenca de restos de produtos
quimicos usados para combater o carrapato-do-boi, resultando em significativas perdas para os
pecuaristas. O R. (B.) microplus, traz consigo inimeros danos para a cadeia produtiva bovina,
por isso, o controle deste ectoparasito deve ser realizado de forma adequada para prevenir ou
retardar a resisténcia (SOUSA et al., 2022).
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Além disso, é essencial que serem seguidas as diretrizes dos produtos usados no
combate aos carrapatos, optando apenas por aqueles de uso veterinario. Desse modo, se evita a
presenca de residuos tdxicos nos alimentos e o risco de intoxicagdo humana e animal durante a
aplicacdo do carrapaticida. Portanto, o uso de produtos quimicos é necessario para impedir
contaminacéo dos carrapatos (DOS SANTOS et al., 2020).

3.2.1 Ciclo de vida do carrapato

A evolucdo bioldgica do R. (B.) Microplus pode ser dividida em duas etapas: uma fase
de existéncia livre, também conhecida como ndo parasitaria, a teledgina procura um ambiente
adequado e incubar seus ovos para produzir larvas na pastagem; e uma etapa parasitaria, quando
as larvas se alojam em seu hospedeiro e desenvolvem-se até a fase adulta, resultando na
liberacdo das teledginas (Figura 1- fémeas ingurgitadas). Além disso, a representacao da espécie
pode ser considerada parasitas monoxenos, pois seu ciclo de vida se completa em um s6
hospedeiro. Tais carrapatos sao comumente responsaveis por infestacdes devido a sua curta
jornada de vida, sendo capazes de reproduzir-se rapidamente em tempos curtos (RECK et al.,
2017).

Figura 1. Representacdo do Rhipicephalus (Boophilus) microplus teledginas fémeas
ingurgitadas.

Fonte: Préprio autor, 2023.
A fase parasitaria, inicia-se com a ancoragem da larva em um organismo suscetivel,

alguns locais do corpo deste ser sdo mais interessados (Ubere, entre pernas, barbela, zona
perineo e traseira) seja pela temperatura e espessura da epiderme ou para se preservar da
autodepuracédo realizada pelos hospedeiros na tentativa de eliminacdo desses ectoparasitas.

Entre 4 e 7 dias depois da fixacdo da larva acontece a transi¢do do estagio larval, para ninfa
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que, depois de 9 a 16 dias, sofre uma ecdise, mudando para adulto. Desta forma, os adultos
realizam cdpula e as fémeas se separam do hospedeiro entre 18 e 35 dias apds a ancoragem das
larvas. Apesar do tempo de fixacdo descrito na literatura de (18 a 35 dias), a fase parasitaria do

R. (B.) microplus, desde a presenca da larva até o seu desapego da teledgina, dura em
média 21 dias (PEREZ et al., 2019). Os machos permanecem por um longo tempo no
hospedeiro, & procura de novas fémeas. E importante notar que o estagio parasitario nio € tio
suscetivel as circunstancias climaticas, sendo que o hospedeiro preserva uma temperatura
estavel, ao contrario do estagio de vida livre, no qual o carrapato estd exposto as mudancas da
temperatura e a condigdes do ambiente (OLIVEIRA et al., 2016).

Conforme descrito anteriormente, a etapa ndo parasitaria comeca quando a teledgina
se separa do individuo e cai no chdo. De preferéncia, a desintegracdo ocorre na manha ou no
final da tarde, momentos que oferecem as condicdes climaticas mais favoraveis para a fémea
ingurgitada. Logo, procura-se um lugar para se refugiar, impedindo a incidéncia de luz solar e
a presenca de inimigos. Desde 0 momento da despreensdo, até a ovipostura, necessita-se de 3 a
5 dias, em condicdes climaticas apropriadas. Nesse periodo ocorre a maturacao dos ovarios e a
producdo dos ovos. Entretanto, o tempo pode variar dependendo das condi¢bes climaticas
(KRAWCZAK et al., 2015; LABRUNA et al., 2016).

Apos a postura dos ovos, a fémea morre, completando seu ciclo de vida e deixando
seus ovos para incubar. Cada tele6gina produz cerca de 50% de seu peso em ovos, em média
trés mil ovos. Depois de um determinado tempo de incubacdo, nascem as larvas, que tém trés
pares de pernas (hexapodas). O tempo de incubacdo também pode variar de acordo com as
temperaturas, como, por exemplo se a temperatura estiver mais baixa, isso pode aumentar o
tempo de incubacdo. Quase translucidas, a coloracdo das larvas muda ao serem expostas ao ar,
tornando-se avermelhada (VUDRIKO et al., 2022).

Apds um periodo limitado de inatividade, as larvas se aglomeram nas extremidades
das folhas do capim, onde permanecem juntas aguardando por um hospedeiro. Estudos
realizados por Gauss; Furlong (2002) descreveram que as larvas séo capazes de esperar pelo
hospedeiro na pastagem por mais de oitenta dias.

A etapa ndo parasitaria conclui quando as larvas finalmente se fixam ao hospedeiro ou
morrem sem encontrar um adequado. Como se mencionou previamente, as condi¢cdes climaticas
influenciam significativamente o tempo da fase ndo parasitaria. Estudos sugerem que, na
primavera e verdo (estacbes mais quentes), o lapso desde o descolamento da teledgina até a
aparéncia das larvas na pastagem é menor do que nos meses de outono e inverno, prolongando

a fase ndo parasitaria nas partes do ano com temperaturas mais baixas (OLIVEIRA et al., 2016).
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Na Figura 2, pode-se observar o ciclo de reproducgédo do Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo de vida do Rhipicephalus (Boophilus)
microplus.
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E importante ter presente que, aproximadamente 95% dos carrapatos no sistema de

criacdo de bovinos se manifestam nas pastagens, nos estagios de ovos, larvas e/ou climatérios,
engquanto somente 5% encontram-se parasitando nos animais (CAMPOS PEREIRA et al.,
2008). Essa circunstancia € relevante, pois a luta contra o R. (B.) microplus, acaba concentrada
na pequena parte de carrapatos que parasitam bovinos (LAZARO et al., 2013; RIBEIRO et al.,
2011).

Considerando os estagios de existéncia de vida livre e parasitaria, podemos dizer que
a duracdo total do ciclo de vida do R. (B.) microplus é determinada pelas condicdes
meteorologicas, depende das regides e épocas do ano. Em situagdes favoraveis, o ciclo inteiro
se pode concretizar em dois meses, mas quando as condigdes forem desfavoraveis, pode se
estender por varios meses (NAVA et al., 2014).

Neste sentido, € altamente relevante ter profundo conhecimento do ciclo de vida do
carrapato, incluindo questdes como o comportamento dos ectoparasitos, as larvas e a
dindmica de sua populacdo presente em pastos. Com essas informagGes, 0 agricultor estard
apto a usar recursos eficazes para a prevencdo e combater esse parasita (OLIVEIRA et al.,
2016).

3.2.2 Carrapaticidas
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A preocupacdo com o controle do carrapato bovino aumentou no pais desde um certo
periodo. Mesmo com os investimentos feitos pela indUstria quimica, o carrapato continuou
conseguindo se adaptar aos carrapaticidas oferecidos no mercado (LABRUNA et al., 2016).
Atualmente, existem diferentes familias e grupos quimicos de carrapaticidas para eliminar esses
ectoparasitas. Estes podem ser agrupados em carrapaticidas de contato e sistémicos. Os
primeiros sdo aplicados por meio de pulverizag¢do, imersdo ou “pour on”. Para funcionarem, ¢
necessario que os produtos tenham contato direto com o carrapato, penetrando através de seus
orificios ou da cuticula para ocasionar sua morte (ADENUBI et al., 2018).

Os carrapaticidas sistémicos, por sua vez, sao aplicados por meio de injecGes, derrame
na regido dorsal ou pulverizacao nos dois lados da coluna vertebral. Os principios ativos desses
produtos, sdo absorvidos pelo organismo do animal e distribuidos por todo o corpo, atingindo,
assim, os carrapatos, que também sdo eliminados (GRISI et al., 2014).

Carrapaticidas sdo divididos em familias ou grupos quimicos. Organofosforados, o
mais antigo deles, ainda é comercializado para bovinos. Porém, possuem pouco poder residual
e, para aumentar a eficacia, é preciso associa-lo a piretroides. Amidinicos, que sucederam 0s
organofosforados, proporcionam maior poder residual, permitindo maiores intervalos de
tratamento. Eles sdo amplamente usados pelos produtores, mesmo 30 anos apds sua
comercializa¢do (VIEIRA et al., 2013).

Por fim, os sintéticos sdo os carrapaticidas de maior interesse, pois tém maior "poder
residual™ e menor toxicidade aos seres vivos e ao ambiente. Estes costumam ser originarios
principalmente da Deltametrina, Cipermetrina e Alfametrina. Devido ao seu elevado poder
residual, a sobrevivéncia de individuos naturalmente tolerantes e a resisténcia das populagdes
de carrapatos foram favorecidas. Para prolongar a eficacia desse grupo de carrapaticidas,
formulacGes novas vém sendo criadas com associacdo de piretroides a organofosforados, pois
h& uma associagdo entre eles (ADENUBI et al., 2018).

Outro carrapaticida que tem sido utilizado é o das fenilpirazdis, cujos principios ativos
afetam substancias especificas do sistema nervoso dos carrapatos, paralisando-os. Porém, sua
desvantagem é que ndo pode ser usado em animais em lactacdo com longo periodo de restricdo
antes do abate. E disponibilizado na forma "pour on". Naturalyte é o Gltimo grupo quimico no
mercado nacional, cujo componente ativo é o spinosad, obtido a partir da fermentacdo de um
fungo actinomiceto. Seu maior beneficio € o0 mecanismo de acdo inovador e a liberacdo para
uso em animais em lactacdo (ADENUBI et al., 2018).

Carrapaticidas sistémicos, sdo aplicados por injecdo ou pulverizagdo; os principios

ativos sdo metabolizados pelo organismo e distribuidos a todo o corpo do animal, intoxicando
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os carrapatos. Lactonas macrociclicas derivam de produtos obtidos por fermentacgéo de fungos,
como as avermectinas e a moxidectina. Sdo aplicados por injetdveis ou "pour on" e
metabolizados pelo organismo, chegando a circulacdo sanguinea. Porém, apresenta como
desvantagem de ndo poder ser usado em animais em lactacdo ou de corte pelo menos 30 dias
antes do abate devido aos niveis de residuos (GRISI et al., 2014).

Benzofenilureas, sdo drogas usadas para inibir o crescimento dos carrapatos,
interrompendo a producdo de quitina da cuticula e impedindo que as larvas eclodam. As
subfamilias usadas sdo fluazuron e diflubenzuron, mas elas ndo sdo aplicaveis nos animais em
lactacdo (LEAL et al., 2017).

3.2.3 Utilizacao como alternativa aos produtos carrapaticidas

Vacinas contra carrapatos sdo alternativas aos produtos carrapaticidas, oferecendo
seguranca e auséncia de periodo de caréncia. Os produtos TickGard, produzidos na Australia,
e Gavac, produzidos em Cuba, tém eficicia variando entre 51-91%. Estas sdo baseadas na
proteina Bm86, presente na membrana das células do intestino de R. microplus (ADENUBI et
al., 2018). A vacina, tem acdo na lise das células intestinais do carrapato, reduzindo o nimero
de parasitas e na fertilidade dos sobreviventes. Embora ainda ndo estejam disponiveis
comercialmente no Brasil, possuem registro de licenciamento (VUDRIKO et al., 2022).

A fitoterapia tem sido amplamente recomendada para o controle de parasitas em
fazendas, sendo como uma opgao segura e menos agressiva para 0 homem e o para 0 meio
ambiente. Os extratos vegetais sao uma alternativa viavel e de baixo custo, pois € obtido a partir
de recursos renovaveis, facilmente adquiridos e rapidamente degradaveis. Estes possuem a
vantagem de conter diferentes substancias que podem trabalhar sinergicamente para o
controle dos parasitas, minimizando assim a resisténcia aos carrapaticidas naturais (VIEIRA et
al., 2013).

Contudo, este método de controle precisa ser avaliado para se obter um produto
realmente eficaz. Os fitoterdpicos, quando selecionados com critério e testados, tendem a ser
menos toxicos para mamiferos, biodegradaveis e ndo gerar resisténcia. Apesar disso, ha
limitagdes associadas a este metodo, como a baixa concentragdo do bioativo no extrato bruto,
variagOes sazonais, e dificuldade em formular compostos ativos que penetrem na cuticula do
hospedeiro (MASCARIN et al., 2019).

Uma alternativa promissora para o controle biolégico de carrapatos sdo os fungos

filamentosos artropodo patogénicos, que possuem a capacidade de se espalhar e penetrar
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diretamente na cuticula do hospedeiro. Estes organismos podem ser usados sob trés estratégias:
controle bioldgico cléssico, aumento de indculos, e conservagdo por meio de modificacBes de
manejo (SOUSA et al., 2022).

3.3 Teste de germinacéao

A alface cultivada (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteraceae (Compisitae)
nativa do Oriente Médio; uma planta dicotileddnea consumida in natura durante a sua fase de
crescimento. Hoje, € uma das espécies de oleracea mais consumidas e amplamente distribuidas
no mundo, sendo cultivada em quase todas as regides geograficas. Hoje é o vegetal folhoso
mais comum cultivado em quase todos os paises (SOUZA et al., 2015).

Os produtores familiares cultivam de forma intensa e ampla, além de ser considerada
uma boa fonte de vitaminas e sais minerais, destacando-se seu alto teor de vitamina A, contém
também vitaminas C, B1 e B2, célcio e ferro (MARTINS et al., 2011). E uma das hortalicas
mais valorizadas e, juntamente com o tomate, também ¢é a preferida dos brasileiros no preparo
de saladas devido ao seu sabor agradavel e possui facilidade em seu preparo (RADAKE et al.,
2016).

O sistema de producdo de sementes, na avaliacdo da qualidade fisiol6gica, € um fator
importante na decisdo de uséa-las como material de propagacdo e na avaliacdo da qualidade
fisiol6gica em que sdo deixadas. Nesse sentido, o teste de incubacdo provou ser bastante preciso
e eficaz, além da padronizacdo (SOUZA et al., 2015).

Os resultados do teste de germinacdo mostram o percentual maximo de qualidade da
semente, pois deve ser realizado de acordo com a temperatura, presenca ou auséncia de luz,
umidade e tempo de exposi¢do recomendada para cada espécie. Em geral, o teste padrdo avalia
o potencial fisioldgico dos lotes de sementes, portanto € necessario usar testes adequados em
que h& uma necessidade crescente de investigar e avaliar a capacidade e viabilidade das
sementes, analisando os resultados e, o potencial de reduzir o tempo necessario para o teste
(TUNES et al., 2013).

As sementes de horticolas da familia Asteraceae vem crescendo, sendo assim é
possivel analisar alteragdes na qualidade detectando ao longo do processo produtivo sendo
possivel a realizacdo de novos testes padronizados e rapidos para permitir a qualidade entre as
diferencas nos lotes das sementes de acordo com seu grau de deterioracdo. As ferramentas
possiveis para realizar a qualidade da pos-maturacao, serve para selecionar os problemas do
cultivo identificando problemas no cultivo fisiolégico (MARTINS et al.,2011).
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A alface no periodo vegetativo vai desde a emergéncia das plantulas até o inicio da
floragdo. Na fase vegetativa, em que se encerra as folhas elas tendem a atingir o seu tamanho
maior. Quando ela estar florescendo sob dias longos e em temperaturas adequadas se inicia o
seu pendoamento em que € a etapa reprodutiva, caso contrario se inicia a etapa vegetativa
(TUNES et al., 2013).

3.4 Fitofarmacos

O estudo de metabdlitos secundéarios de origem vegetal para a obtencdo de farmacos
vem crescendo cada vez mais nas industrias farmacéuticas. A fitoquimica, tem como objetivo
analisar os compostos bioativos presentes nos extratos de plantas medicinais. De acordo com a
OMS, essas plantas sdo aquelas que possuem substancias que podem ser usadas para fins
terapéuticos. Além disso, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria define um fitoterapico como um
medicamento elaborado exclusivamente com matérias-primas vegetais para diagnostico ou
tratamento do usuario (GALVAO et al., 2018).

Ao longo dos anos, os conhecimentos tradicionais dos povos indigenas sobre
as propriedades e usos das plantas tém sido reconhecidos como uma fonte de informagéo
extremamente valiosa. Esses conhecimentos, que foram acumulados durante séculos, fornecem
uma compreensao unica sobre o uso sustentavel dos recursos naturais(BARBOSA et al., 2016).

O fitoterapico esta associado a eficacia, reprodutibilidade e qualidade consistente, o
que o distingue dos produtos farmacéuticos. Na sua elaboragéo, podem ser utilizados adjuvantes
farmacéuticos autorizados, mas ndo inclui substancias ativas de outras fontes. Por outro lado, o
fitofarmaco é uma substancia ativa, obtida de matérias-primas vegetais, ou de uma mistura de
substancias ativas de origem vegetal. Contudo, a qualidade do fitoterapico pode ser afetada por
substancias ndo identificadas, adulterantes, diluentes ou extratos vegetais. Por isso, essa questao
vem sendo tratada em trabalhos cientificos recentes (LASANO et al., 2018).

Ao adquirir plantas medicinais, é importante estar consciente de todos os riscos citados
acima. Para garantir a seguranca, é recomendavel procurar por profissionais confidveis e
qualificados para obter informacdes sobre a planta, assim como para ter acesso as melhores
fontes e produtos com qualidade (GALVAO et al., 2018). Além disso, é importante preservar
0s recursos medicinais ao incentivar praticas de conservacdo sustentavel, buscando garantir que
esses recursos sejam usados de maneira responsavel e sejam disponiveis para as proximas
geracbes (UCHOA et al., 2015).

Devido aos riscos envolvidos na comercializacdo popular de plantas medicinais, €é
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importante que todos os interessados adotem préaticas responsaveis para garantir a seguranca
deles e de seus consumidores. O principal requisito, para isso é garantir que o produto seja
verificado por profissionais qualificados e confiaveis para obter informacdes relevantes sobre
a planta, bem como para ter acesso as melhores fontes e produtos com qualidade. Além disso,
todos precisam trabalhar juntos para preservar os recursos medicinais através da implementacéo
de praticas de conservacgdo sustentavel (BARBOSA et al., 2016).

Dessa forma, todos podem usufruir destes recursos por muitas geragdes. Ao longo dos
anos, 0os conhecimentos tradicionais dos povos indigenas sobre as propriedades e usos das
plantas tém sido reconhecidos como uma fonte de informagdo extremamente valiosa. Esses
conhecimentos, que foram acumulados durante séculos, fornececendo uma compreenséo Unica

sobre 0 uso sustentavel dos recursos naturais (UCHOA et al., 2015).

34.1 Naringenina

Estudos indicam que ela pode modular respostas inflamatdrias agudas e crénicas,
podendo ser usada para fins terapéuticos. O uso da naringenina também é comum na sintese de
outros flavonoides, pois ela é a primeira a ser produzida quando uma molécula de 4-cumaroil-
CoA reage com trés moléculas de malonil-CoA por meio da enzima chalcona sintase (SOLAK
et al., 2014). Com um peso molecular de 272,26 g/mol, ela é insoltvel na agua, mas soltvel em
solventes organicos como alcool. Além disso, a naringenina possui uma ampla gama de
atividades bioldgicas e farmacoldgicas (SAHIN et al., 2017).

Da mesma forma, a naringenina (Figura3), possui atividade antioxidante, pois
sequestra os radicais superoxido, anion e hidroxila, além de proteger contra a peroxidagédo
lipidica, gracas ao aumento da expressio da SOD, GPx e CAT (HERNANDEZ-AQUINO et
al., 2018).

Figura 3 - Principais fontes de naringenina.

Limdo Siciliano Méo de buda Tangerina Ponca Laranja doce
(Citrus limon) (Citrus medica L. Var. medica) (Citrusreticulata Blanco) (Citrus sinensis)
), Vars r

"

Cardo de leite Uva comum roxa Bergamia
(Silybum marianum) (Vitis vinifera) (Citrus aurantium
: L. ssp. Bergamia).

(Citrus X Paradisi
macfad)
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Fontes: pfaf.org; flickr.com; folha de Campo Largo; revistagloborural.globo.com;
blog.rpccommerce.com.br; heavendelhaye.com.br; supermercadosantoantonio.com.br;
citrusvariety.ucr.edu.

A naringenina, possui a capacidade de agir como pré-oxidante quando sofre oxidacao
catalisada pela peroxidase presente em sua estrutura. O uso terapéutico da naringenina tem sido
dificultado devido as suas propriedades fisicas indesejaveis que incluem estabilidade reduzida,
baixo log P 2,4 e solubilidade reduzida em agua. Para contornar esses problemas, véarios estudos
foram realizados para explorar alternativas tecnologicas, sendo a complexacdo com
ciclodextrinas uma delas. Estes compostos possuem alta solubilidade em agua, melhoram a
estabilidade e biodisponibilidade do farmaco (RANAWAT et al., 2017).

O HPBCD (Hidroxipropil beta ciclodextrina , derivado quimicamente modificado da
ciclodextrina, demonstrou ser extremamente eficaz na encapsulacéo de farmaco. No entanto, 0s
processos utilizados para produzir esses complexos de inclusdo apresentam desvantagens
significativas, tais como baixos rendimentos, custos elevados e dificuldades no processo
ampliado (GRANADO:s et al.,2022).

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local e condicOes experimentais

As nanoformulacbes foram desenvolvidas e caracterizadas no Laboratério de
Tecnologia de Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LTMAC) da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia - Campus Universitario Darcy Ribeiro em Brasilia, no
Distrito Federal.

Uma amostra de 250 fémeas ingurgitadas do carrapato R. Microplus foram coletadas
manualmente em vacas leiteiras da raga Zebuinas (CZT) da EMBRAPA Cerrados, na cidade de
Recanto das Emas, no Distrito Federal. As amostras foram cuidadosamente acondicionadas em
recipientes limpos e aerados para o transporte até o Laboratério de Tecnologia e Cosmétologia
(LBTEC) da Universidade de Brasilia (UnB), Campus Ceilandia (FCE). As amostras foram
entdo mantidas em condices ideais, em uma camera climética (Nova Etica série 420-CLDTS),
com temperatura = 27°C e umidade relativa >80%.

O teste de germinacéo, foi realizado com as sementes de alface Lactuca sativa, do
lote 143574-010, safra 2020, descrigdo técnica com porcentagem de germinagdo de 84% da
linha Alface Grandes Lagos Americana, com validade até 05/2023. Estas sementes foram

adquiridas na Agro San Comércio e RepresentacGes Agricolas, localizada na SCRN 714/715,
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bl. A, 1j. 18, Brasilia, DF. O teste foi conduzido no Laboratério de Tecnologias e Cosmetologia
(LABTEC)da Universidade de Brasilia - Campus Ceilandia (FCE).

4.2 Reagentes

As substancias foram utilizadas e adquiridas na Sigma Parteck® MXP (&lcool
polivinilico, PVA, lote F1952064) foi doado pela Merck (Darmstadt, Alemanha), enquanto
Plasdone® S-630 (polivinilpirrolidona—co-vinil-acetato, PVA, lote 002095174). Aldrich NAR
(C15H1205, (2S)-5,7-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-di-hidro-4H-cromen-4-ona, pureza >
98%, lote MKCD1056) e HPBCD (grau de substituicdo: 0,9, lote BCBQ9423) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os experimentos foram realizados com agua
ultrapura de grau Milli-Q® (Millipore, Illkirch Graffenstaden, Franca). O Eudragit® RS100
(Methacrylic Acid - Methyl Methacrylate Copolymer (1:1), lote: B160703010) foi obtido de
Pharma Polymere, Alemanha. O polissorbato 80, foi adquirido da Merck (Darmstadt,

Alemanha). Todos os outros produtos quimicos e solventes eram de grau analitico.

4.3  Preparo das nanoformulagdes
4.3.1 - Desenvolvimento do Nanossistema 1

Para a producdo de nanoparticulas poliméricas da naringenina na fase aquosa, foram
usados 0,5 g de PVA e 0,75 mL de agua ultrapura (Millipore, Illkirch-Graffenstaden, Franca).
O meio foi aquecido até 80°C até que a solucdo esteja completamente solubilizada. Para a
fase orgénica, 0,5 g de Eudragit L-100, 0,75 g de naringenina e 25 mL de etanol foram
adicionados a um béquer. A formulagdo foi agitada em uma placa magnética até se tornar
completamente soltvel.

A fase organica, foi entdo adicionada a fase aquosa gota a gota de forma constante com
0 auxilio de uma bureta. A mistura foi agitada por 1 hora em uma placa agitadora. Finalmente,
as nanoparticulas foram transferidas para um baldo de fundo redondo e submetidas ao

rotaevaporador para eliminar 25 mL de etanol.

4.3.2 - Desenvolvimento do Nanossistema 2

No baldo de fundo redondo, colocou-se 0,59 de PVA e 0,75 mL de agua ultrapura
(Millipore, llIkirch-Graffenstaden, Franca), que foram aquecidos até 80°C por 60 minutos para
solubilizar. Em seguida, adicionou-se 4,015 g de HPBCD, ajustando o volume para 0,75 mL de

agua ultrapura. Na fase organica, diluiu-se 0,59 de Eudragit L-100 (25 mL de etanol) e 0,759
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do farmaco.

A solubilizagéo foi completa e a fase aquosa foi entdo acrescentada gota a gota com a
velocidade mais constante possivel usando uma bureta. O contetdo foi agitado por 60
minutos na placa agitadora. Posteriormente, as nanoparticulas de Naringenina HPBCD foram

adicionadas ao balédo e 25 mL de etanol evaporados pela rotaevaporador.

4.3.3 - Desenvolvimento do Nanossistema 3

Apb6s ter escolhido o 50 mL de o6leo de milho, 0,159 de farmaco e
tensoativos/cotensoativos (Tween80 e Glicerina) resultando em proporcéao de (4/3/1) variando
de 1/9 a 9/1 (ml/ml) foram preparadas em beckeres e um agitador magnético até a sua completa
homogeneizacdo. A fase aquosa utilizada no diagrama foi agua ultrapura. Esta foi adicionado
de 1 mL em 1 mL até que seu volume total fosse de 20 mL. Depois disso, a cada 10 mL até o
volume total ser de 110 mL.

Posteriormente a cada adicdo, das misturas foram mantidas em repouso por 60
segundos e analisadas visualmente, sendo possivel identificar a formacao de nanoemulséo. As
caracteristicas esperadas consistiam na visualizacdo de mistura brilhante, translicida,
monofasica e o efeito Tyndall. Portanto, a amostra foi selecionada com uma proporcao
(4/3/114).

4.4 Caracterizacao das nanoformulacdes

A analise das nanoformulacGes (Nanossistema 1, Nanossistema 1 NAR, Nanossistema
2, Nanossistema 2 NAR, Nanossistema 3, Nanossistema 3 NAR). O controle positivo, foi
representado por formulagcdes com farmaco, enquanto o controle negativo foi representado
por formulagfes sem o principio ativo. O pH, o Potencial Zeta, o PDI e o tamanho da goticula

foramavaliados para a caracterizacdo das formulagdes.

4.4.1 PDI e Tamanho da goticula

O diametro hidrodindmico das goticulas e o indice de polidispersividade foram
determinados com a técnica de espalhamento de luz. Os resultados foram obtidos utilizando o
aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA) sob um angulo fixo de 90° e 25°C, a partir da

diluicdo aquosa das nano formulag6es na relacdo de 980:20 (v/v).
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4.4.2 Potencial Zeta

O potencial zeta foram analisados e determinados pelo célculo da mobilidade
eletroforética das particulas. Os exames foram executados no equipamento dispositivo
Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA) com uma diluicdo aquosa das nano formulacgdes, na

proporcao 980:20 (v/v).

4.4.3 Mensuracdo do pH

A concentragdo de pH presentes nas nanoformulagées, foi medida através da insergdo
direta de eletrodos apropriados conectados a um potencidometro digital (Digimed, modelo DM-

22) em temperatura de 25°C.

45  Avaliacdo Acaricida

45.1 Teste de imerséo de adultos (TI1A)

Uma coleta manual de 250 fémeas ingurgitadas do carrapato R. Microplus foi realizada

em vacas leiteiras da raca zebuinas (CZT) da EMBRAPA Cerrados, na cidade de
Recanto das Emas, no Distrito Federal. Estes animais ndo tinham recebido nenhum tratamento
parasitico nos ultimos 30 dias. As amostras foram acondicionadas em recipientes limpos e
aerados para serem transportadas até o Laboratério de Tecnologia da Universidade de Brasilia
(UnB), Campus Ceilandia (FCE).

De acordo com Drumond et al. (1973), as amostras foram lavadas em agua corrente,
limpa e secas com papel absorvente antes de serem separadas em grupos homogéneos de 10
teledginas cada, utilizando apenas 240 teledginas. O teste foi realizado em triplicata (Figura 4),
com repeticdes o0 mais homogéneas possivel, consideracao o peso das teledginas.

Figura 4- Teledginas separadas em grupos homogeneos em triplicata.
. '/. I

Fonte: Préprio autor, 2023.
Foi realizado um teste de imersdo de adultos (T1A) para avaliar a eficacia das nano
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formulagGes com Naringenina e da solugdo comercial Triatox (Amitraz) no controle de
carrapatos como controle positivo na concentracdo indicada pelo fabricante. Para tal, amostras
contendo (Nanossistema 1, Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2, Nanossistema 2 NAR,
Nanossistema 3, Nanossistema 3 NAR) e agua ultra-pura foram submetidas a um grupo controle
negativo.

Nesse sentido, 200 mL das amostras foram submersas durante 10 minutos em
triplicata. Apds a imersdo, o excesso de liquido foi removido e as teledginas foram
acondicionadas em placas de Petri e identificadas. Elas foram mantidas em uma camera
climatica (Nova Etica série 420-CLDTS), com temperatura + 27°C e umidade relativa >80%,
sendo essas condi¢des ideais para o cultivo dos carrapatos.

A fase de oviposicdo foi concluida com a transferéncia das massas dos ovos para um
tubo de ensaio vedado com algoddo (“plugue de algoddo™). Estas massas foram mantidas nas
mesmas condi¢des descritas por mais 45 dias. A partir dai, os parametros (peso da massa de
ovos, peso das fémeas ingurgitadas e taxa de eclodibilidade) sdo analisados, com o intuito de
calcular a “Eficiéncia Acaricida” (EA) de acordo com Drummond et al. (1973). Um produto
acaricida é considerado eficiente quando a EA € igual ou maior que 95%.

ER — Eficiéncia Reprodutiva;

PMO — Peso da massa de ovos;

PFI —Peso da fémea ingurgitada;

Eclo — Eclodibilidade;

ER= (PMO/PFI) x %Eclo X 20.000*

*Um grama de ovos de R. microplus corresponde a 20.000 larvas.

4.5.2 Teste de imersao larval (TIL)

No Laboratério de Tecnologias (LABTEC) da Universidade de Brasilia - Campus
Ceilandia (FCE), foi realizado um teste em triplicata para avaliar a eficicia de nanoformulacdes.
Foi usado como grupo, amostras (Nanossistema 1, Nanossistema 2, Nanossistema 3) e agua
ultra-pura foram submetidas a um grupo controle negativo e um produto comercial Triatox
(Amitraz) como controle positivo.

As teledginas foram colocadas em placas de Petri e mantidas em uma cémara
climatica da marca Nova Etica (série 420-CLDTS) por 18 dias, a 80% de UR (umidade
relativa) e 27°C + 1 para a obtengdo de posturas. Apos esse periodo (Figura 5), aliquotas de

0,25 gramas de ovos foram pesadas e guardadas em tubos Eppendorf de 2 mL, com um furo na
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parte superior para passagem de ar e para permitir a injecdo dos tratamentos.

Figura 5- Eppendorf com ovos de teledginas.

Fonte: Préprio autor, 2023.
Apos 45 dias, as larvas nasceram. Com 48 dias, 1 mL das nano formulagdes foram

adicionadas a cerca de 500 larvas (0,025 gramas de ovos) em eppendorfs, e o tubo foi agitado
no Vortex Motion Il LSM56-111 por 60 segundos. Em seguida, colocou-se o tubo em um
agitador magnético modelo SP-10206/A - SPLABOR por 10 minutos, com uma velocidade de
200 rpm. Depois disso, as larvas foram transferidas para envelopes de papel filtro e mantidas
em uma camara climéatica com 80% de URA e 27 +1°C. Ap0s 24 horas, abriram-se os envelopes
e iniciou-se a contagem das larvas vivas e mortas.

Figura 6- Eficacia dos produtos em lavas mortas.
TR =

Fonte: Préprio autor, 2023.
De acordo com Drummond et al. (1973), a atividade carrapaticida das

nanoformulagdes e seus controles foram expressos atraves da concentracdo letal média (LC50)
calculada para cada uma das formulacgdes testadas em relacdo as larvas dos carrapatos. Além
disso, houve uma regressdo linear entre as médias de inibicdo encontradas com cada

formulacdo e as concentracdes desta 1% dos exemplares de carrapatos (LC1) e para 99,9%
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das amostras (LC 99,9).

4.6 Teste de germinacéo

No Laboratorio de Tecnologia da Universidade de Brasilia (UnB), Campus Ceilandia,
Distrito Federal, foi realizado um teste de germinacdo com a alface (Lactuca sativa).
Utilizaram-se como tratamentos: Nanossistema 1, Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2,
Nanossistema 2 NAR, Nanossistema 3, Nanossistema 3 NARe Controle Positivo Agua
Ultrapura (Figura 7). Foram selecionadas 960 sementes, distribuidas em placas de Petri
contendo 30 sementes por repetigéo.

Figura 7- Teste de germinacdo da alface (Lactuca sativa

Fonte: Proprio autor, 2023.
As sementes foram embebidadas com 8 mL de cada formulag&o e colocadas sobre duas

folhas de papel germi teste autoclavadas. As placas de Petri foram seladas com filme pléstico e
colocadas dentro da camara de clima produzida pela Nova Etica (modelo 420-CLDTS) a 20°C,
em um fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuriddo durante sete dias, seguindo 0s
padrdes da RAS (BRASIL, 2009). Apbs essa semana, foi realizada a contagem final de
sementes e avaliado o nimero de sementes germinadas (SG), sementes ndo germinadas (SNG)
e indice de Velocidade de Germinacgédo (IVG).
Segundo Maguire (1962), o indice de Velocidade de Germinacdo é determinado
pela soma entre o nimero de sementes germinadas a cada dia no periodo de avaliacao.

IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn.
Em que: G1, G2 ..., Gn = numero de sementes germinadas no dia da observacgdo. N1,



N2 ..., Nn = nimero de dias ap0s a semeadura.
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Os resultados foram submetidos & porcentagem e tamanho de cada grupo sendo

expressos em tabelas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise do Indice de polidispersividade (PDI) e Tamanho da goticula

Tabela 1 . Caracterizacdo das nano formulacdes contendo (Nanossistema 1, Nanossistema
1 NAR, Nanossistema 2, Nanossistema 2 NAR, Nanossistema 3, Nanossistema 3 NAR),

quantoao PDI, indice de polidisperséo e o didmetro da goticula (nm).

Nanoformulacéo PDI Diametro da goticula (nm)
Nanossistema 1 0,104+0,04 4452451
Nanossistema 1 NAR 0,186+0,05 467,4+22,2
Nanossistema 2 0,246+0,87 659,3+21,9
Nanossistema 2 NAR 0,280+0,05 687,9+6,7
Nanossistema 3 0,080+0,43 89,25+1,95
Nanossistema 3 NAR 0,090+0,47 08,36+1,74

Fonte: Préprio autor, 2023.

Na Tabela 1, é possivel observar a variacdo do tamanho da goticula e do PDI das
nanoformulacdes apds a adicdo de diferentes componentes. O tamanho médio dos
Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2 NAR, Nanossistema 3 NAR aumentou
estatisticamente em relacdo aos valores das outras amostras quando adicionado em maior
proporcdo quando foi adicionado o farmaco, dando um resultado diferente do nanossistema
sem farmaco.

Dessa forma, é possivel afirmar que os resultados obtidos sdo condizentes com o
esperado, pois com a adigdo de outros componentes a formulagéo, ha a possibilidade de ocorrer
remanejamentos ou alteracGes na estrutura das nanoparticulas, o que pode repercutir na variagcao
do didmetro das particulas. Além disso, a presenga de farmacos e bioativos na formulacéo pode
ter influéncia significativa na sintese das nanoparticulas, mudando radicalmente seu tamanho e
sua caracteristica superficial (ALl et al., 2017).

Dessa maneira, a adicdo de componentes especificos a formulacdo pode ter um
impacto significativo e direto na sintese do diametro das formulagdes, proporcionando

resultados consistentes com o esperado, 0 que pode servir para melhorar as caracteristicas das
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formulacgdes. Por exemplo, a incorporagdo de substancias adicionais pré-determinadas pode
influenciar o tamanho das particulas, aumentando o didmetro das formulagdes, resultando em
um processo de sintese mais eficiente e eficaz.

Uma nanoemulsdo com seu tamanho médio de goticula entre 10-100 nm exibira
diversas caracteristicas desejadas. Além da melhora na estabilidade, a diminuicéo da ocorréncia
de coalescéncia, possibilita também um aumento consideravel do poder de penetracdo dos
farmacos incorporados (LALU et al., 2017). Esta caracteristica, somada ao ideal tamanho da
goticula, torna-se uma das principais qualidades deste tipo de nanoformulacdo. Além disso, ha
ainda a reducdo de impacto na salde, pois a absorcdo e biodisponibilidade dos farmacos
melhora consideravelmente (KUMAR et al., 2017).

5.2 Potencial Zeta

O Potencial Zeta (Tabela 2), indica a concentracdo de carga em torno das
nanogoticulas e oferece dados sobre o nivel de repulsdo entre elas. Desse modo, quanto maior
0 seu Potencial Zeta, seja negativo ou positivo, mais elevada deve ser a resisténcia fisica da
formulacdo, pois h& prevencdo de aglomeracdo e a unido das nanogoticulas da formulacdo
podendo ser empregada para melhorar a formulacdo de dispersdes, emulsdes e suspensdes
(TOLETINO et al., 2020).

Tabela 2. Resultado da avaliagdo do Potencial Zeta (mV) das nano formulagdes contendo
Nanossistema 1 ; Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2, Nanossistema 2 NAR, Nanossistema
3, Nanossistema 3 NAR.

Amostra Potencial Zeta (mV)
Nanossistema 1 0,287+0,17
Nanossistema 1 NAR 0,349+0,01
Nanossistema 2 -0,364+0,14
Nanossistema 2 NAR -0,613+0,23
Nanossistema 3 1,113+0,11
Nanossistema 3 NAR 1,350+0,07

Fonte: Préprio autor, 2023.

5.3 Mensuracéo do pH
Nanoformulagfes contendo o farmaco foram testadas, resultando em valores de pH

acido, variando entre 5,10 + 6,20 (Tabela 3). Esta faixa de pH é ideal para a aplicacdo de
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carrapaticidas, pois consegue oferecer uma duragdo maior de exposi¢do ao &caro, ja que o valor

ideal para carrapaticidas é de até 7 em solucao.

Tabela 3. Avaliacdo do pH das nano formulagdes contendo Nanossistema 1; Nanossistema 1

NAR, Nanossistema 2, Nanossistema 2 NAR, Nanossistema 3, Nanossistema 3 NAR.

Nanoformulacéo pH
Nanossistema 1 5,10+0,10
Nanossistema 1 NAR 5,14+0,13
Nanossistema 2 5,30+0,25
Nanossistema 2 NAR 5,68+0,28
Nanossistema 3 6,01+0,15
Nanossistema 3 NAR 6,20+0,18

Fonte: Proprio autor, 2023.

De acordo com Porto (2015) uma pesquisa realizada com os carrapatos Boophilus
microplus foi capaz de ancorar e liberar carrapaticida gradualmente em areas com pH entre 5 e
6. Isto foi fundamental para o tratamento de bovinos expostos ao acaro, pois aumentou a
duracdo da exposicdo entre 0 acaro e o carrapaticida (DE BARBOSA, 2015). Além disso, a
determinacdo e o controle do pH na pele tém uma extrema utilidade pratica, pois é comum o
contato com produtos agressivos, como detergentes, e até mesmo para prevenir a aplicacdo de
produtos topicos inadequados.

O pH é um fator importante para a monitorizacdo da estabilidade das formulacdes.
Quando ha alteragdes no seu valor, isso pode indicar a ocorréncia de reagGes quimicas
indesejaveis e/ou crescimento de bactérias, o que, por sua vez, compromete a qualidade do
produto final. Diante disso, é importante, que se faca 0 monitoramento frequente do pH para

manter o controle qualitativo da emulsdo durante o processo industrial (ALI et al., 2017).
5.4 Teste de imerséo de adultos (TIA)
Os testes in vitro de TIA (Tabela 4) e TIL (Tabela 5) séo eficazes, rapidos e acessiveis,

podendo ser empregados como projetos de administracdo em estados brasileiros com ampla

producdo de bovinos e elevada carga parasitaria nos animais, para que 0 monitoramento seja
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feito por profissional qualificado e ndo por proprietarios de modo aleatorio.

Tabela 4 - Média e desvio padrdo de eficiéncia carrapaticidas por grupo Controle negativo/
agua*, controle positivo/Triatox**, Nanossistema 1, Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2,
Nanossistema 2 NAR, Nanossistema 3, Nanossistema 3 NAR, em teste in vitro com teledginas

de R. microplus procedentes de bovinos criados na Embrapa- Recanto das Emas -DF.

MF(%) PIF % Eclosio ER%  Agua* Triatox**

Amostras MO (%) % EP %EP
Controle/ gua* 10 4,048 0,237 100 11709486  ---
Controle/Triatox** 13,3 4,570 0,172 100 99781,18 35,71
Nanossistema 1 10 5440 0,251 100 92279,41 21,19 7,51
Nanossistema 1 33,33 0,202 100 76255,19 93,46 23,57
NAR 5,298
Nanossistema 2 20 5,845 0,112 100 38323,35 67,27 61,59
Nanossistema 2 33,33 0,142 30 19090,29 83,69 80,69
NAR 4,463
Nanossistema 3 30 4,025 0,103 100 51180,12 56,29 48,70
Nanossistema 3 100 0,00 -- 100 100
NAR 5,556 0,00

As formulacbes sdo: Controle negativo/agua*, controle positivo/Triatox**,
Nanossistema 1, Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2, Nanossistema 2 NAR,
Nanossistema 3, Nanossistema 3 NAR.

* Calculo baseado no controle-negativo, ** Célculo baseado no controle positivo;

Formulas matematicas de acordo com Drummond et al. (1971/1973).
MF= Massa de ovos das

teledginasPIF= Peso inicial das

teledginas MO= Massa de ovos

ER = Peso da massa dos ovos X % Ecloséo X 20.000*/ Peso das
FémeasER = Eficiéncia Reprodutiva

* = NUmero de larvas por 1 grama de ovos.

EP = ER Controle - ER Produto X 100% /ER

Controle

EP = Eficiéncia do Produto

Segundo a Tabela 4, o controle negativo (agua destilada) ndo causou nenhum dano as
teledginas de R. microplus. O controle positivo Triatox (Amitraz), mostraram melhor eficacia

nas nanoformulacdes de Naringenina que continham principio ativo. Neste grupo, as

Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2 NAR, Nanossistema 3 NAR foram as mais eficazes.
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A anélise da eclosdo das massas de ovos (Figura 8) revelou que a Nanossistema 3 NAR
foi a mais eficaz. Foram encontrados 30% de eclosdo na Nanossistema 2 NAR, enquanto a
Nanossistema 1 NAR apresentou 100%. A Nanossistema 3 NAR, ndo apresentaram ecloséo. O
teste indicou que a Nanossistema 3 NAR foi 100% eficaz no &mbito da ecloséo e da eficiéncia
reprodutiva, como no controle positivo e no controle negativo da massa de ovos. Estas
descobertas sugerem que as nanoformulac@es podem ser uma étima opgao para o controle do
R. microplus, e estimulam a realizacdo de mais estudos para avaliar a sua eficiéncia em outros
acaros.

Figura 8- Teste de imersao de adultos em triplicata com ecloséo das teleoginas
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Fonte: Proprio autor, 2023.
A nanotecnologia oferece possibilidades para o refinamento da resisténcia fisico-

quimica de agentes constituintes, tais como nanocarreadores, que podem aumentar a
biodisponibilidade destes, promovendo uma liberacdo menos acelerada e direcionada, e
assegurando-lhes seguranca contra a decomposigdo precoce. Tais ferramentas também podem
reforgar os processos de absor¢do/propagacéo tecidual e reduzir possiveis efeitos deletérios,
tornando-se um potencial apoio para intervir no combate a pragas agricolas e irritagdes
veterinarias. Dado que associacfes de diferentes classes de compostos quimicos produzem
geralmente resultados mais eficazes do que aqueles alcancados por formulagdes (Figura 9) em
um Unico principio ativo (VINTURELLE et al., 2021).
Figura 9- Eficiéncia do produto teledginas de R. microplus.

@

Fonte: Proprio autor, 2023.
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5.5 Teste de Imersao Larval
A analise da eficacia de um possivel inseticida frente as larvas é de primeira grandeza.

A partir de 1975, a FAO aconselhao emprego do teste de imersdo larval, para o exame da
resisténcia a carrapaticidas. Diante desse contexto (Tabela 5), foi realizado o teste de imersao

larval com nanoformulagdes contendo naringenina.

Tabela 5 - Os resultados do teste de imersdo larval por grupo Controle negativo/ agua*; controle
positivo/Triatox**, Nanossistema 1, Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2, Nanossistema 2
NAR, Nanossistema 3, Nanossistema 3 NAR, em teste in vitro com larvas de R. Microplus,

fornecendo informagGes sobre as médias e 0s desvio padréo.

Amostras Réplica Réplica 2 Réplica 3
1F

Controle/ &gua* 0 0 0
Controle/Triatox** 0 50 52

Nanossistema 1 0 0 0
Nanossistema 1 NAR 89 99 100
Nanossistema 2 56 65 72
Nanossistema 2 NAR 93 94 95

Nanossistema 3 0 0 0
Nanossistema 3 NAR 78 82 96

Fonte: Préprio autor, 2023.
A Tabela 5, revelou que o controle negativo, ou seja, agua destilada, ndo apresentou

efeito deletério sobre as larvas de R. microplus. Por outro lado, o controle positivo, Triatox
(Amitraz), resultou em 100% de mortalidade das larvas, atendendo aos parametros
estabelecidos pela FAO (95%). Esses resultados evidenciam que a formulacdo de nanomaterial
contendo o principio ativo Naringenina foi eficaz. A nanoformulago de Nanossistema 2 NAR*,
foi responsavel pela mortalidade de 95% das larvas, enquanto a Nanossistema 3 NAR*, atingiu
100% de mortalidade. J& a formulacdo de Nanossistema 1 NAR*, resultou em 96% de
mortalidade. Assim, os resultados do teste de imersdo larval mostraram que ambas as
nanoférmulacgdes foram eficazes para o principio ativo.

Assim, pode-se afirmar que as formulagdes eficazes, tem uma grande importancia para
0 aumento da permeacéo do principio ativo, pois elas permitem a deposicao de substancias na
cuticula da pele, gerando um efeito oclusivo que impede as trocas gasosas. Desta forma, é

possivel aproveitar a quantidade maior de farmaco ja existente na pele, contribuindo assim para
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a eficécia do produto.

A naringenina, é facilmente absorvida pelo organismo e, por isso, apresenta uma boa
biodisponibilidade. A quantidade deste composto quimico varia conforme o tipo de familia,
género e da espécie da planta, e pode ainda ser encontrado em diferentes quantidades
dependendo do érgdo vegetal (Machado et al.,2008).

Ap0s a andlise dos resultados obtidos no teste TIL e TIA, foi possivel constatar que as
nano formulacGes produzidas por meio de diferentes polimeros e tensoativos apresentam acdes
farmacoldgicas promissoras. No entanto, fatores fisicos-quimicos ainda necessitam de estudos
mais aprofundados.

5.6 Teste de germinacéo da alface

Tabela 5 - Teste de germinagéo da alface das nano formulagfes contendo Nanossistema 1,
Nanossistema 1 NAR, Nanossistema 2, Nanossistema 2 NAR, Nanossistema 3,
Nanossistema 3 NAR e Controle negativo agua em alface Lactuca sativa. Brasilia- Df

(Reencanto das Emas).
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Amostras Quarto dia Sétimo dia
Crescimento Plantula -mm Crescimento Plantula-mm
% %
Controle/ 40% 1,28 mm % 2,73 mm 86%0 3,65mmz=+
adgua* 14,63mm
2,73mm = 4,99mm
Nanossistema 69% 73% 5,04
1 mm=13,83mm
Nanossistema 72,5% 3,40mm % 6,56mm 76% 5,81mm=+11,21m
1 m
NAR
67% 2,30mm % 4,86mm 75% 5,04
Nanossistema mm=11,89mm
2
Nanossistema 70% 2,80mm %= 5,32mm 78% 5,04
2 NAR mm=13,53mm
Nanossistema 28% 1,06mm=1,42mm 65% 1,18mm=+2,56m
m
3
Nanossistema 31% 1,53mm £3,16mm 68%0 3,21mmz=11,52m
3 NAR m

Fonte: Préprio autor, 2023

De acordo com as exigéncias estabelecidas na Instru¢cdo Normativa n.° 42 de 2019, do

Ministério da Agricultura (Brasil, 2016), as sementes de alface da espécie Lactuca sativa L.,

pertencentes a categoria C1, devem mostrar um indice de Germinagéo (IG) minimo de 70%

para sementes béasicas e 80% para sementes certificadas de primeira e segunda geracdo (C1 e

C2) e sementes das classes ndo certificadas (S1 e S2). E importante que os produtores e

consumidores cumpram essa normativa a fim de colher os beneficios dessa variedade de

semente. E crucial que todas as partes envolvidas na producdo e comercializacio dessas

sementes sigam rigorosamente as regras para garantir que os padrdes de qualidade sejam

cumpridos adequadamente.

Nesses testes, como esperado a Nanossistema 3 NAR mostrou um crescimento de
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68%, enquanto a Nanossistema 3 sem naringenina alcangou 65% quando expostas as condi¢des
de temperatura e umidade relativa especificas, segundo o método de Maguire (1962). Logo,
os resultados obtidos foram muito satisfatérios, demonstrando que a nanoformulagédo
Nanossistema 1 e Nanossistema 2 com e sem farmaco pode ser extremamente eficaz para
aumentar a germinagao de sementes e conseguir um maior aproveitamento das mesmas.

Ao analisar os resultados das outras composigdes, pode-se ver que a % verificada nos
testes de germinacdo foi muito elevada, ultrapassando os 70% exigidos pela Instrucéo
Normativa n.° 42 de 2019. Portanto, eles superaram as expectativas e mostraram que a aplicacao
de nano formulagdes Nanossistema 1 NAR e Nanossistema 2 NAR (Figura 10), pode ser uma
excelente alternativa para melhorar a germinacdo das sementes assim como a &gua como
controle negativo.

Figura 10 -Teste de germinacéo da alface.

Fonte: Préprio autor, 2023.



6 CONCLUSAO

O desenvolvimento de nanossistemas contendo Naringenina como alternativa foi
eficaz para o controle de carrapatos na pecuéria e &caros na agricultura. Apos os testes
realizados para avaliar a atividade acaricida do teste TIL e TIA, 0s nanossistemas
mostrou-se eficaz na morte das teledginas e das larvas do Rhipicephalus microplus
(carrapato bovino).

No que se refere a germinagédo de alface (Lactuca sativa), vale destacar que todos
0s nanossistemas contendo farmaco n&o inibiram o crescimento das sementes. Entretanto,
0s Nanossistemas 1 NAR e 2 NAR estimularam o crescimento das sementes, tornando-se
eficazes e estando conformes as exigéncias estabelecidas na Instrucdo Normativa n.°
42/2019 doMinistério da Agricultura.

Diante disso, pode-se concluir que todos os parametros utilizados apresentaram
caracteristicas satisfatorias para a producdo de nanossistemas. No entanto, destaca-se 0
Nanossistema 3 NAR por apresentar uma metodologia de producdo de menor custo.
Desenvolvido por meio da técnica de microemulsificacdo, esse nanossistema permite a
obtencdo de nanogotas de naringenina com propriedades fisico-quimicas e bioldgicas

eficazes.
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