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Impacto potencial desta pesquisa

O combate ao Rhipicephalus (Boophilus) microplus possui como método
principal o controle baseado em produtos quimicos, porém, a utilizacdo incorreta
dessas substancias gera prejuizos econdémicos, danos a saude animal, humana e
ambiental, devido a dispersdo dos diferentes produtos, sendo necessaria a busca
por métodos alternativos a fim de reduzir tais problemas. O controle fisico € uma
metodologia utilizada em estudos clinicos de eficicia contra parasitoses de interesse
agronomo e entomolégico, mas pouco estudada em carrapatos de interesse
veterinario. Com isso o0 projeto desenvolvido teve como objetivo buscar novas
informacdes inovadoras com base em tratamentos ndo quimicos e avaliacdo de
equipamentos emissores de laser de baixa poténcia para verificar sua eficacia,
buscando uma nova base de insumos que possam ser desenvolvidas para o

controle dos carrapatos.

Potential Impact of this research

The main method of combating Rhipicephalus (Boophilus) microplus is control
based on chemical products, however, the incorrect use of these substances
generates economic losses, damage to animal, human and environmental health,
due to the dispersion of different products, making it necessary to search by
alternative methods in order to reduce such problems. Physical control is a
methodology used in clinical efficacy studies against parasites of agronomic and
entomological interest, but little studied in ticks of veterinary interest. Therefore, the
project developed aimed to seek new innovative information based on non-chemical
treatments and evaluation of low-power laser emitting equipment to verify its

effectiveness, seeking a new base of inputs that can be developed to control ticks.
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AVALIAQAO DE TERAPIA FOTODINAMICA E EQUIPAMENTO A LASER PARA
O CONTROLE DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus

RESUMO - Rhipicephalus microplus é um ectoparasita responsavel por gerar
prejuizos econémicos para a pecuaria que somam cerca de $3,24 bilhdes de doblares
por ano. O principal método de controle envolve a utilizacdo de carrapaticidas
quimicos, cuja utilizacdo incorreta e intensiva desses farmacos acarreta o namero
crescente de relatos de resisténcia aos acaricidas, risco da presenca de residuos em
produtos de origem animal e danos a saude publica e ambiental, sendo necessario
avaliar diferentes métodos alternativos de controle do carrapato-dos-bovinos. Dessa
forma, o objetivo desse estudo foi desenvolver e avaliar metodologias (prototipo
laser/terapia fotodindmica) que envolvem o controle fisico para reduzir ou inibir o
desenvolvimento do R. microplus. Ambas as metodologias avaliadas néo
demonstraram taxa de mortalidade, portanto, foi necessaria a realizacdo do teste de
repeléncia (TR) para avaliar a porcentagem de migracdo das larvas submetidas as
metodologias, no qual foram comparadas com controle negativo H20 (GI-CNR),
controle negativo etanol 60% (GII-CNR) e controle positivo Croton sonderianus (GllI-
CPR). As larvas do grupo (GI-CNR) submetidas ao laser reduziram sua motilidade
de 97,5% para 4,6%, as do GII-CNR reduziram de 96,8% para 3,8%, enquanto as
larvas do grupo controle positivo de repeléncia (GllII-CPR) néo tiveram alteracao
significativa, ficando préximo de 100%. Para realizacdo da terapia fotodindmica, o
fotossensibilizador (curcumina) foi diluido em quatro concentracdes seriadas (200
pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL), apds ativagdo com o equipamento
(biotable) as larvas foram levadas para o TR no qual apresentaram respectivamente
(GI-CNR) 98,7%, 82,5%, 65,8%, 42,6%; (GII-CNR) 92,8%, 81,2%, 63,2%, 37,0%;
(GlII-CPR) 98,1%, 98,7%, 96,1%, e 98,3% de repeléncia. Esse estudo demonstrou
que o controle fisico, ndo apresentou mortalidade, porém, acarretou danos as

estruturas locomotoras do ectoparasita podendo afetar o ciclo de vida parasitario.

Palavras-chave: carrapato, controle fisico, ectoparasita, resisténcia, terapia
fotodinamica.



EVALUATION OF PHOTODYNAMIC THERAPY AND LASER EQUIPMENT FOR
THE CONTROL OF Rhipicephalus (Boophilus) microplus

ABSTRACT - Rhipicephalus microplus is an ectoparasite responsible for generating
economic losses for livestock farming that total around $3.24 billion dollars per year.
The main control method involves the use of chemical acaricides, whose incorrect
and intensive use of these drugs leads to an increasing number of reports of
resistance to acaricides, the risk of the presence of residues in products of animal
origin and damage to public and environmental health, making it necessary evaluate
different alternative methods of controlling cattle ticks. Therefore, the objective of this
study was to develop and evaluate methodologies (prototype laser/photodynamic
therapy) that involve physical control to reduce or inhibit the development of R.
microplus. Both methodologies evaluated did not demonstrate a mortality rate,
therefore, it was necessary to carry out the repellency test (RT) to evaluate the
percentage of migration of larvae subjected to the methodologies, in which they were
compared with the negative control H20 (GI-CNR), control negative 60% ethanol
(GII-CNR) and positive control Croton sonderianus (GIII-CPR). The larvae of the
group (GI-CNR) subjected to the laser reduced their motility from 97.5% to 4.6%,
those of the GII-CNR reduced it from 96.8% to 3.8%, while the larvae of the positive
control group of repellency (GIII-CPR) had no significant change, remaining close to
100%. To perform photodynamic therapy, the photosensitizer (curcumin) was diluted
in four serial concentrations (200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL), after
activation with the equipment (biotable) the larvae were taken to the TR in which they
presented respectively (GI-CNR) 98.7%, 82.5%, 65.8%, 42.6%; (GII-CNR) 92.8%,
81.2%, 63.2%, 37.0%; (GllI-CPR) 98.1%, 98.7%, 96.1%, and 98.3% repellency. This
study demonstrated that physical control did not present mortality, however, it caused
damage to the locomotor structures of the ectoparasite and could affect the parasite

life cycle.

Keywords: tick, physical control, ectoparasite, resistance, photodynamic therapy.



1 Introducéo

s

O carrapato do boi é considerado um dos ectoparasitas de bovinos mais
preocupantes da Africa, Australia e da América Latina, com grande relevancia como
vetor de Babesia bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale (agentes da
Tristeza Parasitaria Bovina - TPB) e Borrelia theileri na América do Sul e Central
(Taylor et al., 2007; Pereira et al., 2008; Catto et al., 2010; Estrada-Pefa, 2015).

A hematofagia das formas adultas e imaturas, além da transmissdo de
patbgenos como os da TPB, ocasiona anemia, perda de peso, estresse, queda na
imunidade, diminuicdo da produtividade e por vezes a morte de animais (Faza et al.,
2013; Lopes et al., 2013). Além disso, as lesdes predispdem o estabelecimento de
miiases que afetam negativamente a qualidade do couro (Guglielmone et al., 1999).

Seu controle envolve ndo somente gastos com medicamentos, mas tempo,
instalacbes e mao de obra para tratamento, que indiretamente geram prejuizos
econdbmicos aos pecuaristas. Conforme Grisi (2014) apenas no Brasil, perdas
decorrentes desse parasita somam cerca de $3,24 bilhdes de ddlares por ano.

O principal método empregado no controle de R. microplus ainda é a
aplicacdo de acaricidas sintéticos comerciais, sendo o periodo de protecao residual
e a eficiéncia do produto sobre a populagéo alvo, fatores essenciais para que seja
bem-sucedido (Pereira, 2009; Correa et al., 2015). O periodo de caréncia do
medicamento € outro fator limitante, pois esses residuos dos farmacos no leite e na
carne podem prejudicar a satude humana (Langeloh, 2010).

No Brasil, houve aumento de relatos cientificos acerca da resisténcia de R.
microplus frente aos carrapaticidas nas Ultimas décadas (Raynal et al., 2013; Cruz
et al., 2015; Higa et al., 2016), ocorrendo propagacdo de populacdes de carrapatos
resistentes em todo o territério nacional (Higa et al., 2015). Em diversos estados,
principalmente das regifes Sul e Sudeste do pais, sdo amplamente diagnosticadas
ocorréncias de populacdes resistentes a até oito classes de acaricidas e suas
associacbes (Higa et al., 2015), incluindo o primeiro caso de resisténcia ao
Fluazuron (Reck et al., 2014).

A escolha e o0 uso correto, assim como a mudanca de produto quando
necessaria, sao fatores preponderantes para a obtencdo dos resultados esperados,
pois o desenvolvimento de populacbes de carrapatos resistentes tem ocorrido,
historicamente, apds algum tempo de uso da maioria dos carrapaticidas lancados
no mercado (Gomes, 1998). Segundo Furlong (2005), os mecanismos geralmente



utilizados pelos carrapatos resistentes para sobreviver a aplicacdo do carrapaticida
sao a reducdo na taxa de penetracdo do produto, as mudancas no metabolismo, no
armazenamento e na eliminacdo do quimico, e por meio de altera¢cdes no local de
acao do produto.

Mesmo assim, o carrapaticida quimico ainda representa a melhor opgéo para
0S pecuaristas, pois sao encontrados mais facilmente no comércio e apresentam
resultados satisfatorios no combate ao carrapato, sendo que alternativas, as vezes
com resultados superiores, ndo sédo de facil acesso aos produtores.

Visto a importancia do carrapato R. microplus na pecuéaria brasileira e, ainda,
diante da constante dificuldade de controle deste ectoparasito devido a resisténcia
aos principios ativos disponiveis, fazem-se necessarios novos estudos, sobretudo,
de alternativas que auxiliem no controle, reduzindo a carga parasitaria dos animais
e do ambiente e, consequentemente, diminuam 0s prejuizos econdémicos
ocasionados por eles. Nesse contexto, faz-se necessaria a elaboracdo de novos
métodos para o controle desse carrapato.

Independentemente da alternativa selecionada para controlar parasitoses, €
aconselhado conciliar varias metodologias para que o0 sucesso seja alcancado
(Pereira et al., 2010), ou seja, implementar o controle integrado de parasitos.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar in vitro novas metodologias
baseadas no controle fisico utilizando equipamentos emissores de laser e/ou
formulacdes contendo compostos fotossensibilizadores para o controle das formas
imaturas do R. microplus.



2 Revisao de literatura

2.1 Carrapato do boi — Rhipicephalus microplus

Taxonomicamente, o carrapato R. microplus é classificado, e modificado
posteriormente por Murrel & Barker da seguinte forma:
* Reino: Animalia;

* Filo: Arthropoda,;

* Classe: Arachnida;

» Subclasse: Acari;

* Ordem: Ixodida;

» Familia: Ixodidae;

* Género: Rhipicephalus;
 Espécie: Rhipicephalus microplus.

Esse carrapato possui a base do gnatossoma hexagonal com rostro, ou seja,
hipostbmio e queliceras com palpos curtos, com o terceiro segmento do palpo
fazendo uma aba na juncdo com o segundo segmento, possui seu escudo sem
ornamentacdo, os olhos estdo presentes, além de estigmas arredondados ou ovais.

Os machos apresentam dois pares de placas adanais desenvolvidas,
geralmente com prolongamento caudal e sdo menores que as fémeas (Monteiro,
2012).

Fémea Macho

Figura 1. Rhipicephalus microplus adultos (vista dorsal). Fonte: Embrapa 2018.



2.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida do R. microplus pode ser dividido em duas etapas, a fase
parasitaria e a fase de vida livre (ou fase ndo parasitaria). A fase parasitaria
compreende desde a fixacdo da larva em um hospedeiro sensivel até chegar ao
estadio adulto, com consequente desprendimento das teledginas (fémeas
ingurgitadas). A partir deste momento da-se o inicio da fase de vida livre em que,
apos cair ao solo, a teledgina busca local adequado e inicia a ovipostura com
subsequente incubacéo dos ovos e posterior eclosdo das larvas (Garcia, 2019).

FASE DE VIDA PARASITARIA

LARVA INFESTANTEe—— OVOS/ECLOSAC «——  ___ POSTURA

FASE DE VIDA LIVRE

Figura 2. Representacdo do ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus.
Fonte: Fortes (2004).

A fase parasitéria inicia-se quando a “larva infestante” consegue subir e fixar-
se no bovino, dessa forma permanecendo por aproximadamente 22 dias. Apoés
sofrer diferentes mudas (estagios de metalarva, ninfa e metaninfa), ocorre a
diferenciacao sexual. O macho (neandro) atinge a fase adulta (gonandro) e comeca
a percorrer o corpo do bovino para fecundar as fémeas. A fémea (nedgina) apos ser
fecundada (partendgina), recebe entdo a denominagao “teledgina”, proximo ao
momento de se desprender do animal e dar inicio a fase de vida livre, na qual

ocorre a postura dos ovos (Gonzales, 1995).



De acordo com Pereira (2008) e Verissimo (2015), apenas 5% da carga
parasitaria aparece presentes parasitando os animais, enquanto os 95% deixam as
pastagens altamente infestadas agravando o problema na propriedade.

Figura 3. Larvas de Rhipicephalus microplus na vegetacdo. Fonte: Figueiredo
(2018).

Encontrando condi¢des climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento, do
extremo Sul em direcdo ao Norte ou Nordeste, o carrapato pode completar de 2,5 a
3 ou 3 a 4, e potencialmente até cinco geracdes por ano, em locais com
temperaturas médias anuais acima de 17° C. Entretanto, estacdes secas severas
podem limitar a sobrevivéncia do carrapato, podendo ir até a completa paralisagéo
na incubacdo, postura, e até mesmo o fracasso desses estagios, quando a
sobrevivéncia de um ano para outro se torna dependente da larva dormente do

inverno (Furlong e Evans, 1991).

2.3 Métodos de controle do Rhipicephalus microplus

A utilizacdo de carrapaticidas € uma das principais formas de controle,
tornando-se necessario o conhecimento do ciclo biolégico do carrapato para uma
maior eficacia no controle, custo, avanco da resisténcia e reduzir os impactos no
ambiente causados pelo uso desses acaricidas (Andreotti, 2010).



A aplicacdo desses acaricidas (geralmente disponiveis na forma de
aspersdo, pour on ou injetaveis) continua sendo o método mais comum para
controle do carrapato R. microplus na bovinocultura (Furlong, 2005; Klafke et al.,
2006; Furtado et al., 2013).

Tabela 1. Exemplos de carrapaticidas comerciais

Nome comercial Principio Ativo Composicéo (100 mL)
Butox P CE 25 Deltametrina base 02,5¢g
Colosso FC30 Cipermetrina 1509
Fenthion 1509
Colosso Pulverizagéo Cipermetrina 1509
Clorpirifés 250¢9
Citronelal 01,09
Triatox Pulverizagéo Amitraz 125¢
Bovitraz Amitraz 125¢
Cyperclor Plus Pulverizagdo Cipermetrina 1509
Clorpirifs 25,09
Citronelal 01,049
Butoxido de Piperonila 15,09
Maximo Pulverizacéo Cipermetrina 1509
Clorpirifs 25,09
Butoxido de Piperonila 01,09

Fonte: Informacdes presentes na Bula dos Medicamentos

O controle dos carrapatos € realizado tradicionalmente pela utilizacdo de
substancia ou produtos quimicos, através da aplicacdo de acaricidas e quando
utilizado corretamente torna-se eficiente. Porém, este controle frequentemente é
utilizado de forma incorreta, levando ao desenvolvimento da resisténcia quimica,
constituindo-se em um problema global (Freitas et al., 2005).

Levantamentos da resisténcia do carrapato bovino no estado de Séo Paulo,
por exemplo, indicaram que em propriedades do Noroeste do estado, os piretroides
foram o0s menos eficazes (17% e 27% para cipermetrina e deltametrina,



respectivamente), indicando resisténcia em todas as propriedades averiguadas.
Amitraz, clorpirifos + cipermetrina e clorpirifés + diclorvds demonstraram as maiores
médias de eficicia: 73%, 79% e 76%, respectivamente (Ueno et al., 2012)

O efeito residual do carrapaticida também é um fator limitante, pois 0 uso
indiscriminado e sem medidas de seguranca pode ocasionar contaminacao
ambiental e toxicidade, tanto para a fauna local quanto para humanos (Dantas-
Torres, 2008; Araujo, 2015), sendo necessario avaliar métodos alternativos para o
controle do ectoparasito.

2.4 Métodos alternativos de controle

Com a importancia destes ectoparasitos e a disseminacdo de
multirresisténcia a diferentes farmacos sintéticos, a demanda por alternativas de
controle “ecofriendly” é prioritaria (Regnault-Roger et al., 2012).

Varios estudos séo realizados, voltados ao controle alternativo de
ectoparasitos, que incluem: controle utilizando fungos (Lépez-Sanchez et al., 2012;
Gonzélez et al., 2016; Fernandez-Salas et al., 2017), extratos e 0leos essenciais de
plantas (Agonolin et al., 2010) e vacinas (Fernandes et al., 2007; Aguierre et al.,
2016; Maruyama et al., 2017).

2.5 Controle fisico de ectoparasitas

Na literatura, a radiacdo é um dos principais métodos utilizados em estudos
clinicos de eficacia contra parasitoses. Segundo Wang e Tang (2001), o tratamento
inclui trés tipos de radiacao ionizante usadas em alimentos: raios gama de cobalto-
60 radioativo e césio-137, elétrons de alta energia e raios-X. O melhor exemplo
desta estratégia foi a aplicacdo de raios X em pupas de seis dias causando
esterilidade em adultos de Cochliommyia hominivorax. Posteriormente, 155
machos/km?/-semana foram distribuidos por meio de avides em regibes
estratégicas da América do Norte, fazendo com que essa mosca fosse erradicada;
um marco na parasitologia (Baumhover et al., 1955).

Equipamentos de controle fisico de insetos, podem ser desenvolvidos com
foco na destruicdo de formas imaturas. Essa linha de pesquisa que utiliza corrente

elétrica, radiacdo eletromagnética, micro-ondas ou radiagdo ionizante, € mais



comum no controle de insetos de interesse agrondémico (Vincent et al., 2003), com
centenas de registro de patente de equipamento, sobretudo, voltados para a area
humana e agricola (Schulein, 1975; Wilbanks, 2000; Demarest et al., 2007;
Wiljenbergl et al., 2007; Wilbanks, 2010; Bolen, 2016).

Pulsos de laser também ja foram avaliados contra larvas de insetos.
Segundo Wilde (1965) a utilizacdo do laser em larvas de Dermestidae spp,
Trogoderma versicolor e baratas americanas adultas Periplaneta americana,
causou abrasamento do corpo, cessacao da alimentacéo, da taxa de crescimento e
do movimento, e perda da resposta fototatica negativa. A mortalidade total nos trés
espécimes tratados ocorreu em 8-14 dias, em comparacdo aos 45-68 dias nos
controles.

Poucos estudos utilizando radiagdo foram conduzidos em carrapatos. As
pesquisas realizadas em Rhipicephalus sanguineus (Oliver et al., 1972) e
Amblyomma americanum (Drummond et al., 1966), demonstram que o efeito &
semelhante ao ocasionado em moscas, causando esterilidade em machos e
fémeas, sem interferir na movimentacdo ou longevidade. Em ambos os estudos,
dependendo do nivel de irradiacdo utilizado, o resultado pode ser desde reducéo da
eclodibilidade até cessacéao total da postura pela fémea ou fecundidade do macho.

Para o desenvolvimento de métodos de controle fisico, como em qualquer
componente relacionado ao manejo integrado de parasitoses, a ciéncia basica e a
tecnologia de ponta devem trabalhar em sinergia, a fim de atingir resultados
praticos que possam auxiliar o produtor rural na luta incessante contra 0s

ectoparasitos de interesse médico veterinario e salde publica.

2.6 Revisdo dos métodos avaliados

2.6.1 Prototipo Laser

O uso da radiacéo laser representa uma metodologia promissora no controle
de pragas agricolas e médicas (Keller et al., 2016). Trabalhos anteriores
demonstraram que a exposicao a luz azul de baixa poténcia, durante véarias horas

ao longo de dias, pode incapacitar mosquitos e moscas-da-fruta (Hori et al.,2014).



Portanto foi elaborado um equipamento experimental que consiste em
unidade de processamento, unidade de controle de motor (ponte H), motores de
passo e um laser.

Chave de Reinicio (Reset)

Eixo X

Unidade Ponte H
Processamento

Eixo Y

Figura 4. Diagrama de funcionamento do equipamento.

A Unidade de Processamento é composta por uma placa de desenvolvimento
de prototipos denominada Arduino, sua principal funcéo € controlar por meio do
software embarcado os motores e o disparo do laser.

A Ponte H é um tipo de circuito eletrénico usado para controlar um motor
elétrico CC (corrente continua). Através das portas de controle, pode-se ligar e
desligar a energia do motor. Além de poder alterar o sentido de rotacdo do motor. A

figura 5 ilustra o conceito de ponte H utilizando chaves.
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Motor CC

s
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Figura 5. Conceito da Ponte H.
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o hreados motores,
Trilhos e engrenagens
L Laser

) Area da Unidade de Processamento
Amostrasde

Carrapato para
Validagdo

Lamina

Figura 6. Imagem conceitual do protétipo. Fonte: Autor.

Para penetrar nas partes do exoesqueleto do carrapato por acdo do laser, &
necessario elevar a temperatura em poténcia de aproximadamente 1 watts no ponto
de contato e produzir uma reacgdo térmica a fim de destruir 6érgaos vitais do carrapato

e evitar danos ao bem-estar animal hospedeiro.

Podemos destacar o tegumento como o 6rgdo que esta diretamente envolvido
no sucesso biolégico do carrapato, devido a protecdo contra lesbes mecanicas,
regulacdo do balance hidrico, aspectos fisioldégicos e de interacdo com 0s outros
orgdos do carrapato. O tegumento € formado pela epiderme, que promove a
secrecdo da cuticula. O carrapato possui duas camadas cuticulares, a epicuticula,
mais externa, fina e flexivel, e a procuticula mais interna e espessa. A procuticula
estd dividida em duas subcamadas, a exocuticula e endocuticula, composta
basicamente por quitina e proteina (Aguiar, 2020).

O carrapato possui uma estrutura formada por um exoesqueleto composto de
quitina, considerado como um biopolimero que contém polissacarido CsH100s, cujo

calor especifico € Cp= 1.549 KJ/(Kg *K) ou 0,40 cal/(g°C) a temperatura ambiente.
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Figura 7. Composicao Fisico-Quimica da quitina
Dados da Estrutura Quimica

e Massa Molecular 203,1925 g/mol

e Calor sensivel C=1,7 KJ/ (Kg *K) ou 0,40 cal/ (g°C) *

o Calor sensivel para mudanca de estado =13,81 KJ (Kg *K) ou 3,30 cal/ (g°C)
« Densidade: 1.48 g/cm3;

« Ponto de Fuséo: 300 °C

e Ponto de Ebuligdo: 1114,5 °C

Considerando quantidade de matéria organica a ser volatilizada e evitar
danos a pele do animal, para efeito de calculo utilizamos um cilindro hipotético de
acdo para avaliar o alvo, com area de 0,8 mm?, entdo temos um volume cilindrico
aproximadamente 1 x (0,4 mm)? x 0,6 mm de profundidade, ou seja, 0,302 mm?2.

Aplicando a formula de troca de energia em um sistema termodinamico, onde
levamos em consideragdo o calor latente Qf (Equacédo 1) e por outro lado sem
mudanca de estado até atingir a temperatura de combustdo dada pelo calor

especifico Qp (Equacgéao 2) temos:

Equacéo 1.
Qf = mCf

Equacéo 2.

Qp = [ :°mCpdT = mCp(tl — t0)

Para massa do carrapato com 0,302 mm3 de quitina de isolados suscetiveis, temos:
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mqgc = 1480 Kg/m3 * 0,0302x10 —9m3 = 4,4x10—8
Energia necesséria para combustao:
Qfgc = mCf= 4,4x10—-8Kgx13,81K]J/kg = 0,006j
Qpgqc = mQpqc (T1-T0) = 4,4x10—-8Kgx1,7xKJ/Kgx (900,95 — 300) = 0,0450]
Sendo:

mqgc = Massa quitina Carrapato
Qfqgc = Energia necesséria para fundir a quitina
Qpqc = Calor especifico

Cf = Calor sensivel para mudanca de estado

A poténcia é calculada pela divisdo da energia elétrica transformada, pelo

intervalo de tempo dessa transformacéo conforme equacéao 3.

Equacéo 3.

P = Ee /AT
P = 0,0450 /500 ms = 0,9 Watts

Figura 8. Imagem real do prototipo. Fonte: Autor.
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O equipamento utilizado foi um protétipo desenvolvido pela EMBRAPA
Brasilia, utilizando-se uma poténcia maxima que, teoricamente, ndo acarreta danos
ao sistema tegumentar dos animais (ndo foram realizados testes com animais). O
qual utiliza um laser azul-violeta com comprimento de onda de 405 nm, resolucao
512X512, voltagem 5V e poténcia 1000 mw, em uma camara automatizada que

delimita uma area de 4,5 cm e altura do alvo em 4,5cm.

2.6.2 Terapia Fotodinamica e fotossensibilizador

A Terapia fotodindmica (TFD) é definida como uma reacdo fotoquimica
utilizada com o objetivo de causar destruicdo seletiva de um tecido. E uma técnica
terapéutica de duas etapas, na qual a utilizacdo de uma droga sensibilizante, tépica
ou sistémica, seguida da irradiacdo de uma luz visivel. Os fotossensibilizantes,
administrados exogenamente ou formados endogenamente, séo ativados pela luz e
transferem energia ao oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio
para induzir morte celular (Issa, 2010).

Conforme Ribeiro et al. (2007), a destruicdo dos tecidos ocorre através da
geracado de radicais livres extremamente reativos (mecanismo tipo |I) ou de oxigénio
singlete (mecanismo tipo Il), sendo que, no mecanismo tipo 1 o fotossensibilizador
interage diretamente com o O2 produzindo radicais ou ions radicais através de
reacoes de transferéncia de atomos de hidrogénio ou de elétrons, ja no Mecanismo
Tipo Il obtém-se o oxigénio singleto altamente reativo através da transferéncia de
energia do fotossensibilizador no estado triplete excitado para o estado triplete
fundamental do oxigénio.

Segundo a Teoria do Orbital Molecular, a configuracao eletrénica do oxigénio
no estado fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos orbitais
moleculares degenerados. Esses elétrons tendem a possuir o mesmo spin de forma
a produzir multiplicidade maxima e assim um estado de mais baixa energia. Essa €
a razdo pela qual o estado fundamental do oxigénio molecular € um triplete
(Machado, 2000).

Com isso, sabe-se que a TFD se baseia na inativacdo celular através da

producdo de espécies reativas de oxigénio a partir do processo fotoquimico que
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resulta da interagdo entre um fotossensibilizador e a luz em um comprimento de

onda adequado a liberacdo de oxigénio.

3FS* + 30, > 'FS + 10,
10, + A > A(O)
Tipo 2

|
|

Tipo 1

Estado singleto excitado .. €
4

e

Estado tripleto excitado

Absorcdo Fluorescéncia

.VV

3FS* + A > FS+A*
FS+0,>FS+0,

Fosforescéncia

Estado fundamental

Figura 4. Diagrama de Jablonski para processos fotodindmicos que levam a
formagdo de espécies reativas de oxigénio. Abreviaturas: FS:
fotossensibilizador no estado fundamental; 'FS: fotossensibilizador no
estado singlete excitado; 3FS*:. fotossensibilizador no estado triplete;
ISC: cruzamento intersistema; A: substrato organico. Fonte: Rossin
(2020).

Conforme Wood et al. (2006), diversas substancias podem ser conhecidas
como fotossensibilizantes, como corantes, drogas e compostos naturais, porém, 0s
mais utilizados séo: azul de metileno, verde de malaquita, cristal violeta,
fitolacianinas, hematoporfirinas e protoporfirina.

Um recurso que poderia fazer da aplicacdo do TFD um método menos caro é
0 uso de um fotossensibilizador de baixo custo e facilmente obtido, como a
curcumina.

Pereira et al. (2021) realizaram um estudo no qual avaliaram as
concentracdes de curcumina de 7,8 a 15,6 associada a irradiagéo de LED azul (A =
450 £ 5 nm), com uma dose de luz de 10 J/cm2 no qual conseguiram inativar

células do sistema imune (macréfagos) infectadas com Leishmania braziliensis.
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A curcumina (CUR) € um composto fendlico de origem natural, extraido do
rizoma da planta Curcuma longa usada como tempero na tradicional culinaria
asiatica e na medicina chinesa, onde ja foram comprovadas diversas outras
propriedades farmacolégicas, como anti-inflamatérias, antiparasitarios, antifangicas,

antibacterianas e (Sharma et al., 1999; Priyadarsini et al., 2009).

Curcumina

Figura 6. Estrutura da curcumina Fonte: Oliveira (2021).

Rasmussen et al. (2000) realizaram um estudo avaliando a eficacia de um
extrato etandlico de Curcuma longa contra Plasmodium falciparum e Leishmania
major, que inibiu o desenvolvimento in vitro dos parasitas.

Changtam et al. (2010) investigaram a atividade antiparasitaria de
curcuminoides contra espécies de leishmania e formas de protozoério tripanosoma.

No entanto, os estudos que tem em foco as propriedades antiparasitarias da
curcumina ainda s@o escassos. Neste contexto, torna-se necessario avaliar o
potencial da curcumina sintética junto a TFD para o controle parasitario do
Rhipicephalus microplus.

3. Material e Métodos

3.1 Local e condi¢gdes do experimento

Os testes in vitro do protétipo a Laser e a primeira etapa das analises da
terapia fotodindmica foram realizados no Laboratorio de Parasitologia Veterinaria
pertencente a Embrapa Pecuéria Sudeste — CPPSE, Sdo Carlos-SP. A segunda

etapa da terapia fotodinAmica foi avaliada no Centro de pesquisa em Optica e
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fotbnica no Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC) da Universidade de S&o Paulo
(USP).

3.2 Manutencdo das col6nias de Rhipicephalus microplus

Nesta etapa foram utilizados carrapatos R. microplus provenientes do
Sistema de Leite da Embrapa Pecuaria Sudeste (CPPSE). Fémeas adultas foram
colhidas de oito bovinos hospedeiros mantidos sob rigoroso esquema de tratamento
acaricida, de forma a evitar residuos nos parasitas. Elas foram higienizadas,
acondicionadas em placas de Petri e incubadas em estufa no Laboratério de
Parasitologia Veterinaria (x27°C; UR > 80%) para realizarem ovipostura.
Posteriormente, apds 7 dias, a massa de ovos foi pesada e transferida para
seringas adaptadas e vedadas para a eclosdo das larvas por um periodo de 21
dias.

Todos os protocolos foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Embrapa (CEUA-CPPSE n°. 01/2019).

Figura 7. Seringa adaptada com larvas de Rhipicephalus microplus. Fonte: Autor.
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3.3 Isolados de plantas

Para o teste de repeléncia (TR) como controle positivo foi utilizado o extrato
aguoso de Croton sonderianus proveniente da Embrapa Agroinddstria Tropical,
posteriormente diluido em alcool etanol 60% para formular a solucdo estoque em
concentracdo de 20 pg/mL.

Para TFD foi utilizado curcumina sintética fornecido pelo Instituto de Fisica
da USP (IFSC-USP), diluida em 95% alcool etilico e 5% de 6leo de coco para
formular a solucdo estoque concentrada em 10 mg/mL, posteriormente levada para

ultrassom por 40 minutos para solubilizar.

3.4 Teste de repeléncia (TR)

O TR foi realizado conforme Chagas e rabelo (2012), com pequenas
adequacdes. Na parte superior de um bastdo de vidro foram fixados dois papéis
filtro 5 cm x 5 cm, sendo denominados de Zona 1 e Zona 2, em seguida o bastao foi
inserido em um suporte de gesso para manté-lo fixo, no qual utilizamos trés bastbes

por tratamento (grupo).

Figura 8. Teste de repeléncia. Fonte: Autor.
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Em ambas as metodologias (laser e TFD) foram realizados 2 grupos
controles negativos (H20 e etanol 60% diluente do controle positivo) e 1 grupo
controle positivo utilizando extrato aquoso derivado da planta Croton sonderianus
em concentracdo de 20 pug/mL avaliado em pesquisas anteriores que demonstrou
um resultado satisfatério referente a % de inibicho de migracdo das larvas
infectantes de Rhipicephalus microplus acima de 95% de repeléncia (dados nao
publicados).

Este ultimo elemento teve como objetivo indicar caso ndo houvesse % de
mortalidade e de migracdo, se as larvas expostas aos diferentes métodos
apresentavam possiveis danos aos 0rgdos sensoriais, conforme o célculo:

Repeléncia = [(n° de larvas no papel ndo impregnado Area 2 * 20) / (n° larvas
no papel ndo impregnado Area 2 + n° de larvas no papel impregnado Area 1)]

Para cada metodologia foram realizadas triplicatas, na qual adicionamos 1
mL das respectivas solu¢cdes na Zona 1 (tratamento agua, etanol 60% e controle
positivo), enquanto adicionamos na Zona 2 as larvas submetidas aos
equipamentos.

Apo6s um periodo de 15 minutos expostas ao teste de repeléncia as larvas
foram quantificadas com o auxilio de uma bomba a vacuo com ponteira (1000 uL)

adaptada.

3.5 Metodologia - Prototipo Laser

Para avaliacdo do protétipo foram adicionadas 20 larvas de R. microplus em
uma placa de petri, sendo utilizado um suporte de madeira (4,5 cm) como base para
a placa, realizamos o contato com o protétipo uma uUnica vez em fundo branco, em
seguida realizamos o contato por duas vezes em fundo branco em uma margem de
tempo de, aproximadamente, 5 segundos.

Posteriormente repetimos o teste em fundo escuro para observar se a
coloracdo do fundo (escuro ou claro) afetaria na disperséo da luz do laser alterando
os resultados obtidos. Ao redor da placa para evitar a saida das larvas foi colada
uma fita adesiva dupla face. Em seguida as placas foram expostas ao equipamento

Laser para iniciar a varredura.
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Figura 9. Larvas adicionadas em Placa de Petri. Fonte: Autor.

Figura 10. Larvas expostas ao equipamento Laser. Fonte: Autor.

Apds serem expostas ao laser, as larvas foram submetidas ao Teste de
Repeléncia para avaliar se houve danificacdo em suas estruturas sensorias e/ou
locomotoras (pernas e 6rgao de haller) para analise sensorial e de motilidade.
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3.6 Metodologia - Terapia Fotodinamica (TFD)

Em uma placa de cultivo de 24 pocos foram adicionadas 200 puL de solugao
controle (95% H20 + 5% 6leo de coco) para dar densidade a solucéo e impedir as
larvas de se locomoverem para fora da placa.

Em seguida, em outros poc¢os a solucao estoque de curcumina foi diluida de
forma seriada em 4 diferentes concentracdes (base de dois) sendo 200 pg/mL, 100
pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL em volume final de 200 pL por pogo.

Apbés a preparacdo das solugbes foram adicionadas em cada poco
aproximadamente 20 larvas de R. microplus.

A placa foi levada para a biotable, dispositivo produzido e disponibilizado
pelo Instituto de fisica de Sédo Carlos (IFSC), baseado em leds azuis como fonte de
luz com comprimento de onda de 450 nm e taxa de fluéncia de 40 mW/cm?
responsavel pela ativacdo da curcumina sintetizada (fotossensibilizador), por um

periodo de 20 minutos.

Figura 11. Dispositivo biotable. Fonte: Autor.
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Figura 12. Placa contendo as larvas expostas a biotable. Fonte: Autor.

Apos 20 minutos expostas as larvas foram retiradas e levadas para o teste

de repeléncia.

3.7 Andlise estatistica

Os resultados do teste de repeléncia foram submetidos a andlises de
variancia (ANOVA) one way seguido pelo teste de Tukey-Kramer, para determinar a
% de migracdo das larvas de Rhipicephalus microplus. Todas as andlises foram

realizadas no software R (R Core Team, 2020).
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4 Resultados e discussao

4.1 Anélise dos resultados

4.1.1 Protétipo laser

ApOGs realizar a quantificacdo das larvas de Rhipicephalus microplus

submetidas ao teste de repeléncia (TR), obtivemos o0s seguintes resultados:

Tabela 2. % de repeléncia das larvas submetidas ao equipamento Laser apos

leitura do TR.

Métodos submetidos

TR (extratos)

% de repeléncia

Sem laser Agua 2,5+ 4,372
Sem laser Etanol 60% 3,2+ 3,3
Sem laser Croton sonderianus 08,7+ 2,3
Laser 1x em Fundo Branco Agua 05,4+ 4,882
Laser 1x em Fundo Branco Etanol 60% 96,2+ 3,952
Laser 1x em Fundo Branco Croton sonderianus 100 + 0,0°2
Laser 2x em Fundo Branco Agua 96,3+ 6,452
Laser 2x em Fundo Branco Etanol 60% 95,4+ 5,782
Laser 2x em Fundo Branco Croton sonderianus 98,3+ 2,952
Laser 1x em Fundo Escuro Agua 94,9+ 4 ,58b
Laser 1x em Fundo Escuro Etanol 60% 93,5+ 5,48b
Laser 1x em Fundo Escuro Croton sonderianus 98,5+ 2,65°
Laser 2x em Fundo Escuro Agua 97,1+ 2,680
Laser 2x em Fundo Escuro Etanol 60% 94,3+ 4,78
Laser 2x em Fundo Escuro Croton sonderianus 98,2+ 3,08

Letras mailsculas comparam os tratamentos (sem/com laser) e letras minldsculas comparam os
diferentes fundos (branco/escuro)

Fonte: Autor.
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As larvas expostas ao laser perderam sua viabilidade de locomocdo quando
foram submetidas ao TR (P<0,001), porém, ndo apresentaram mortalidade,
observando-se que estas realizaram a migracéo para a regido da zona 1 de acordo
com 0 seu comportamento no estagio infectante (geotropismo negativo). Com isso,
foi demonstrado que a exposicdo ao laser de baixa intensidade inibiu
significativamente a motilidade das larvas de R. microplus, por outro lado, a
incapacidade de locomocao das larvas (ap6s exposicdo ao laser) impediu que o
dano sensorial fosse avaliado.

O uso da radiagao laser representa uma metodologia promissora no controle
de pragas agricolas e médicas emitindo luz a partir da estimulacdo da radiacéo
(Keller et al., 2016). A utilizacdo de controle fisico para insetos é comum, sendo
iniciado por Hunter (1912) no qual utilizou raio-x em Sitophilus oryzae, porém, ndo
obteve resultados satisfatérios devido a baixa energia utilizada em seu trabalho.
Muller (1927) avaliou radiagbes ionizantes em moscas Drosophila melanogaster,
com efeitos apenas na esterilidade dos exemplares avaliados. Semelhante ao
estudo anteriormente citado, a avaliagdo do nosso prototipo laser em larvas de
Rhipicephalus microplus ndo apresentando % de mortalidade significativa, no
entanto observou-se certa dificuldade na locomocao das larvas ao realizar o teste
de repeléncia nestas larvas. Wilde (1965) ao avaliar pulsos de laser em larvas de
Dermestidae spp e Trogoderma versicolor, observaram que as larvas perderam a
capacidade de locomocéao, semelhante aos resultados apresentados.

Analisando os seguintes resultados, foi possivel observar que as larvas nao
expostas ao laser nos grupos controle negativos (agua e etanol 60%) realizaram a
migracdo para a regido da zona 1 de acordo com 0 seu comportamento no estagio
infectante apresentando repeléncia de 2,5% e 3,2%.

Apés o contato com o protétipo uma Unica vez as larvas apresentaram um
aspecto de imobilidade em ambos os fundos (branco e escuro). As larvas do grupo
controle negativo apresentaram uma repeléncia de 95,4% e 96,2% em fundo branco
e 94,9% e 93,5% em fundo escuro, visto que ao serem levadas para o teste de
repeléncia as larvas permaneceram na Zona 2, local na qual foram depositadas.
Trabalhos anteriores realizados por Hori (2014) demonstraram que a exposi¢cao a
luz azul de baixa poténcia, durante varias horas ao longo de dias, pode incapacitar a

motilidade de mosquitos e moscas-da-fruta. Quando comparadas ao grupo controle
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sem laser, nota-se que apds o contato com o laser em ambos 0s grupos (controles
negativos e positivo) as larvas apresentaram danos a suas estruturas locomotoras
(pernas), perdendo a capacidade de realizar a migracdo, ndo apresentando forca
locomotora para migrar da Zona 2 para a Zonal.

Devido as larvas apresentarem reducao na locomoc¢ao, porém, ainda estarem
vivas, foi realizado uma varredura a laser por 2 vezes, para avaliar a taxa de
mortalidade das larvas. Nota-se que os resultados foram semelhantes tanto ao
aplicar o laser uma vez quanto aplicagdo por duas vezes, ndo apresentando
diferenca estatistica. Ndo houve mortalidade em nenhuma aplicacdo, todas as
larvas permaneceram vivas, e novamente em ambos 0S grupos controles negativos
e controle positivo as larvas apresentaram dificuldade de locomocao apresentando
uma porcentagem de repeléncia de 96,3% e 95,4% em fundo branco e 97,1% e
94,3% em fundo escuro.

Em estudos realizados por Bakri et al. (2005a) os quais avaliaram doses de
radiacdo como estratégia de controle de carrapatos, no qual as temperaturas nao
eram altas o suficiente para afetar a sobrevivéncia dos artropodes avaliados,
afirmam que a luz oriunda de LED (diodo emissor de luz) ndo possui potencial para
causar mortalidade.

Apesar de ndo ser o mote principal desse trabalho e ter sido utilizado apenas
para confirmacdo da eficacia e viabilidade do teste de repeléncia, o composto
utilizado no grupo controle positivo, extrato aquoso de Croton sonderianus, também
repeliu as larvas avaliadas, as quais permaneceram na Zona 2, apresentando uma
repeléncia de 98,7%; neste caso, diferentemente do laser, ndo houve inibicdo da
motilidade larvar. Estudos reportados na literatura para os 6leos essenciais das
folhas de Croton sonderianus, mostram que eles sao constituidos por
sesquiterpenos e apresentam atividade antimicrobiana contra Bacillussubtilis e
Staphylococcus aureus e atividade fungicida contra Candida albicans, Trichophyton
mentagrophyts e Polyporus sanguineus (SILVA et al., 2017).

De acordo com Enan (2001), qualquer que seja o modo de acdo especifico
dos Oleos essenciais e dos seus constituintes, eles desempenham um papel
importante na eficacia, por maximizarem a penetracdo dos bioativos através da

cuticula dos artrépodes.
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Através dos resultados obtidos podemos afirmar que o laser apresenta
potencial para incapacitar as estruturas locomotoras (pernas). Porém, as relactes
entre artropodes e a tolerancia ao laser de baixa poténcia requerem investigacao
mais aprofundada, a fim de utilizar a irradiacdo da luz azul para o controle de
pragas. Conforme Araujo (2017) a irradiacdo de luz azul pode ser Gtil para controlar
vérias pragas de insetos. No entanto, como os comprimentos de onda efetivos da
luz azul sdo especificos da espécie, varios comprimentos de onda (ou luz azul de
amplo espectro) sdo necessarios para o controle simultdneo de multiplas espécies.

A capacidade sensorial dessas larvas (repeléncia ou ndo para o G-CPR) nao
pode ser avaliada, pois seria necessario um estudo microscépico sobre os danos
fisiolégicos causados pelo raio laser sobre as estruturas das larvas (6rgdo de
Haller), uma vez que a inibicho da motilidade larvar inviabilizou a realizagéo
adequada do teste de repeléncia. Segundo Klompen and Oliver (1993) o 6rgéao de
Haller inclui um grande conjunto de tipos diferentes de sensores quimiorreceptivos
em diferentes espécies de carrapatos, sendo um importante 6rgao alvo para futuras
avaliacdes do efeito da utilizacdo do laser de baixa poténcia para o controle de
carrapatos em animais de producdo. O que nos indica a necessidade de mais
estudos morfoldgicos e fisiolégicos ampliando a area de conhecimento sobre o
controle fisico em carrapatos de interesse veterinario.

Quando comparados aos vertebrados, os invertebrados tém sido pouco
estudados no campo da radiobiologia ou laserterapia. O que tem sido pesquisado
concentra-se principalmente em métodos de esterilizacédo e erradicacao de algumas
espécies de pragas através da técnica do inseto estéril (Alphey, 2002; Dyck et al.,
2021; Argilés-Herrero et al., 2023). Este trabalho pela primeira vez no Brasil visou,
portanto, expandir os impactos da exposicdo ao laser em espécies menos
estudadas como os carrapatos, bem como elucidar os efeitos em parametros mais
sutis que podem ser relevantes para o controle de estes ectoparasitas no ambiente.

Uma consideracdo adicional para o controle de carrapato € o custo do
método em relacdo aos custos das doencgas que estes ectoparasitas transmitem. A
perda econémica mundial devido a doencas transmitidas por carrapatos,
infestacbes por carrapatos, juntamente com o0s custos de vacinacdo e tratamento
acaricida, € estimada em bilhGes de dolares anualmente (Jongejan e Uilenberg,

2004). Seguindo ao encontro dos estudos para o controle fisico de insetos e acaros
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vetores de doencas existe uma forte resisténcia publica a disseminagéo
generalizada de acaricidas no ambiente natural e, em muitas areas, regulamentos
locais e/ou regionais impedem tal utilizacdo. Em contraste, o tratamento com laser,
uma vez implementado, exigira apenas visitas breves nos estabelecimentos, sendo
limitado ao periodo de atividade sazonal do carrapato, mas principalmente com a
premissa fundamental de n&o deixar residuos toxicos no ambiente.

O setor de pecuaria brasileira cria e utiliza em torno de 212 milhdes de
bovinos, sendo o segundo maior rebanho bovino do mundo, contudo, a
produtividade da pecuaria é reduzida por prejuizos causados pelo carrapato. Como
principal inferéncia desse trabalho, vislumbramos que este método de controle fisico
de carrapatos pode reduzir significativamente o estabelecimento das larvas nos
bovinos, uma vez que perdem sua motilidade, potencializando os procedimentos de
controle integrado destes ectoparasitas. Neste caso, deve ser desenvolvida uma
nova metodologia ou pratica agropecudria que vise o controle de formas imaturas
dos carrapatos ainda no ambiente. A utilizacdo em animais também possui potencial
de uso, pois podera inibir a fixacdo das larvas que estiverem se locomovendo no
hospedeiro, mas neste caso, apesar do calculo da poténcia do laser utilizado
teoricamente ndo ser capaz de afetar a pele dos animais, mais estudos de danos a

pele dos bovinos serao realizados em experimentos futuros.

4.1.2 Terapia Fotodinamica

ApOs o periodo de 20 minutos expostas em biotable, as larvas foram levadas
para o teste de repeléncia para avaliacdo da % de motilidade e em seguida foram

quantificadas com o auxilio de uma bomba a vacuo.
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Gréafico 1. Resultados obtidos no TR apds quantificacdo das larvas submetidas a
TFD
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Fonte: Autor.

Apbs andlise dos dados é possivel observar que no grupo controle dgua nas
concentragbes de 0, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL, o aumento da
porcentagem de repeléncia foi de 1,85%, 42,59%, 65,76%, 82,03% e 98,7%, j4 no
grupo controle etanol 60% foi de 3,17%, 37,05%, 63,18%, 81,24% e 92,80%
respectivamente. Quando comparadas € possivel observar que houve um aumento
continuo na porcentagem de repeléncia conforme o aumento das concentracdes da
curcumina. No grupo controle positivo a porcentagem de repeléncia manteve um
valor significativo acima de 96%.

Apés quantificacdo das larvas, os resultados foram avaliados com auxilio de
programa estatistico para analise do diferencial, como apresentado na tabela 11.



Tabela 11. Resultados estatisticos obtidos — TFD ap0s quantificacdo das larvas
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Concentracdes Controle agua Controle etanol Controle positivo
Sem curcumina 01,85 + 3,242 03,17 + 3,17 100 + 0,001
25 pg/mL 42,59 + 1,5A2 37,05 + 2,6A2 98,33 + 2,8AP

50 pg/mL 65,76 + 0,742 63,18 + 4,5 96,08 £ 6,7A°

100 pg/mL 82,03 + 3,94 81,24 + 2,6"@ 98,67 + 2,3AP

200 pg/mL 98,70 + 1,4A° 92,80 + 1,37 98,10 + 2,7AP

* (Letras mailsculas comparam os valores médios da coluna (diferentes concentracdes) e letras
minUsculas comparam os valores médios nas linhas). Letras diferentes indicam diferencas
significativas pelo ANOVA e teste de Tukey (p = 0.05).

ApoOs o periodo de 20 minutos na biotable com a curcumina em concentracao
de 25 pg/mL nos grupos de controle negativo (agua e etanol 60%) houve repeléncia
de 42,6% e 37% respectivamente, enquanto 0 grupo positivo manteve uma
repeléncia significativa de 98,3%.

Em concentracdo de 50 pug /mL, nota-se que a porcentagem de repeléncia
dos controles negativos aumentou para 65,8% e 63,2%, e no controle positivo as
larvas apresentaram 96,1% de repeléncia.

A partir da concentracdo de 100 pg/mL a porcentagem de repeléncia dos
controles negativos foi para 82,0% e 81,2%, enquanto o controle positivo repeliu
98,7%.

Nota-se que na concentracdo de 200 pg/mL a % de repeléncia nos grupos
controles negativos passou a ser de 98,7% em agua e 92,8% em &lcool 60%. No
grupo de controle positivo houve repeléncia de 98,1%.

Com isso € possivel afirmar que com o aumento da concentracdo do
fotossensibilizador (curcumina) apds sua ativagdo as larvas apresentaram danos a
sua estrutura locomotora, perdendo a capacidade de locomoc¢édo, o que afeta
diretamente seu comportamento, visto a falta de potencial para migrar da Zona 2
para a Zona 1.

Com base nos dados, podemos afirmar que depois de submetidas a TFD, as
larvas perderam a capacidade de locomocao, com isso, nao foi possivel avaliar se
houve danos as estruturas sensoriais, visto que no controle positivo ndo houve

variancia, sendo necessarios novos estudos fisiologicos.
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4.1.3 Analise de imagem - microscopia confocal

A terapia

fotodinamica

envolve a administracdo do fitoterapico
fotossensibilizante junto a sua ativacao pela luz, no qual corresponde ao espectro de

absorcao do fotossensilizador. Com isto, depois de quantificadas, as larvas foram
selecionadas de forma aleatdria e levadas para analise confocal para formular

imagens, com o intuito de verificar quais estruturas tiveram contato direto com a
curcumina.

Imagem 1. Microscopio confocal de fluorescéncia Zeiss (modelo LSM 780 invertido)
pertencente ao IFSC — Sao Carlos.
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Fonte: Autor.
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Imagem 2. Larva de Rhipicephalus microplus sem contato com a curcumina.

Fonte: Autor.

Imagem 3. Larva de Rhipicephalus microplus em contato com a curcumina em 100

pg/mL

Fonte: Autor.

Apés ativacdo do fotossensibilizador (curcumina) é possivel observar que
ocorre a liberacdo do oxigénio singlete, espécie eletronicamente excitada do

oxigénio molecular (O2) que afeta estruturas teciduais.
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Com a formulacdo das imagens é possivel notar que o fotossensibilizador
(coloracdo fluorescente) permanece presente na superficie externa, interagindo
com diversas estruturas das larvas como na regido do escudo, nos festbes, no

capitulo (palpo e hipostdmio) e nas estruturas locomotoras (patas).

Conclusao

O presente estudo evidenciou que o controle fisico possui potencial para o

N e

de formas imaturas do parasita Rhipicephalus microplus.

Considerac0fes Finais

Em ambas as metodologias constatou-se que os tratamentos avaliados
foram capazes de diminuir significativamente a motilidade das formas imaturas,
rompendo o ciclo de vida parasitario, visto que as larvas precisam se locomover da
pastagem para o hospedeiro, e mesmo sobre o hospedeiro definitivo, precisam se
locomover para que ocorra sua implantacdo e o seu desenvolvimento para 0s
diferentes estagios até a forma adulta e subsequente reproducéo, acarretando nova
contaminacgao das pastagens.

Tais resultados demonstram que métodos alternativos com base no controle
fisico podem contribuir com novos estudos envolvendo ectoparasitas de interesse
veterinario, promovendo um controle seguro que reduz a utilizacdo de acaricidas
quimicos dando espaco para tratamentos ndo quimicos que geram menos residuos

nos produtos de origem animal e ao ambiente.
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