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RESUMO

O Rhipicephalus microplus, popularmente conhecido como carrapato do boi, é um dos
ectoparasitas de maior importancia a pecuaria mundial, pois além dos transtornos causados aos
animais, geram prejuizos que, somente no Brasil sdo da ordem de 3 bilhGes de ddlares anuais,
sendo, portanto, umas das doencas parasitarias de maior impacto econémico. Ha diferentes
familias de carrapaticidas (grupos quimicos) atualmente no mercado com formas de acéo e
maneiras de aplicacao diferentes. O uso excessivo e indiscriminado de quimicos para o controle
dos carrapatos trouxe preocupacgdes permanentes para o produtor, como o desenvolvimento de
resisténcia aos carrapaticidas e para a sociedade a preocupacdo com a contaminacgdo da carne,
leite e ambiente com residuos quimicos. Com o objetivo de diminuir o uso desses produtos
qguimicos e seus residuos no meio ambiente, novas tecnologias e novos produtos tém sido
desenvolvidos. Isso inclui o estudo de Gleos essenciais que s&0 muito menos agressivos ao meio
ambiente, bem como o uso da nanotecnologia, que pode ser capaz de potencializar o efeito dos
carrapaticidas sintéticos, resultando na utilizacdo de menores quantidades. Aliado a isto, 0
desenvolvimento de nanoparticulas diminuem os impactos causados por estes produtos e
aumentam a sua eficacia pois superam as limitagdes de ambos. Neste estudo foram preparadas
e caracterizadas nanoparticulas de zeina contendo 6leo de menta e nanoparticulas de zeina com
6leo de menta e duas combinacdes de carrapaticidas quimicos (cipermetrina e clorpirifos) e
(amitraz e clorpirif6s). As propriedades fisico-quimicas das formulac6es, como, pH, diametro
hidrodinamico, polidispersdo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo foram analisadas em
fungdo do tempo (0-60 dias). A eficiéncia de encapsulacdo obtida foi bastante satisfatoria,
ficando em torno de 99,9 % para todos os ativos. As nanoparticulas de zeina preparadas neste
estudo apresentaram um tamanho médio inicial compreendido entre 207 e 283 nm, um indice
de polidispersdo de 0,168 a 0,256 e potencial zeta de -16 a +60 mV. Anélises de DSC e FTIR
evidenciam interacdes entre 0os componentes das nanoparticulas e os ativos e as micrografias
feitas por AFM mostram que as nanoparticulas se apresentam esféricas. As nanoformulacdes
com 0leo de menta e as combinagdes de ativos quimicos permaneceram viéveis pelo tempo de
armazenamento de 60 dias, 0 que demonstra que a zeina pode ser uma boa alternativa para o

carreamento destas combinaces de ativos.

Palavras-chave: nanoparticulas, zeina, amitraz, cipermetrina, clorpirifds, 6leo de menta.



ABSTRACT

The Rhipicephalus microplus, popularly known as the ox tick, is one of the ectoparasites
with most importance in the world cattle breeding. Aside from the disorders caused to the
animals, it is considered one of the parasitic diseases with the greatest economic impact. There
are various carrapaticid families on the market (chemical groups) with different forms of action
and ways of application. The excessive and indiscriminate use of chemicals for tick control
develops concerns to the producer, such as the development of resistance to ticks to ticks and
to society with the chemical residues in meat and milk as well as the environment. In order to
reduce the use of these chemicals and their residues in the environment, new technologies and
new products have been developed. This includes the study of essential oils that are far less
aggressive to the environment and the use of nanotechnologies that improve performance by
using much smaller amounts of these chemicals. Allied to this, the development of
nanoparticles diminishes the impacts caused by these products and increase their effectiveness
as they overcome the limitations of both. In this study zein nanoparticles containing mint oil
and zein nanoparticles with peppermint oil and two combinations of chemical acaricides
(cypermethrin and chlorpyrifos) and (amitraz and chlorpyrifos) were prepared and
characterized. The physico-chemical properties of the colloidal suspensions, such as diameter,
polydispersity, zeta potential, pH and encapsulation efficiency were evaluated as a function of
time (0-60 days). The efficiency of encapsulation achieved was quite satisfactory, being around
99.9% for all assets. The zein nanoparticles prepared in this study had a mean initial size
between 207 and 283 nm, a polydispersity index of 0.168 to 0.256 and zeta potential of -16 to
+60 mV. Nanoformulations with peppermint oil and combinations of chemical actives
remained viable for storage time over than 60 days. DSC and FTIR analyzes showed the
interactions between nanoparticle and active components and AFM showed that nanoparticles
are sphericalNanoformulations with peppermint oil and combinations of chemical actives
remained viable for a storage time of 60 days, which demonstrates that zein may be a good

alternative for carrying these combinations of actives.

Key words: nanoparticles, zein, amitraz, cypermethrin, chlorpyrifos, mint oil



13

LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1. Ciclo de vida do Carrapato ..........ccceiveieeiiesieiie et 19
FIGURA 2. Formula estrutural do amitraz...........cooviviiiiiene i 25
FIGURA 3. Estrutura quimica da CIPerMEetriNa...........ccocvereeiieieerie e seesie e see e e 26
FIGURA 4. Estrutura quimica do ClOrpirifOs .........ccceveiiiiiie e 27
FIGURA 5. Efeito da aplicacdo da nanotecnologia na medicina veterinaria. ..............cc.co...... 30
FIGURA 6. Curva analitica obtida para: Oleo de Menta; B) Cipermetrina, C) Clorpirifs e D)
Amitraz. Valores representam a media de trés curvas analiticas realizados. ...........cc.cccueueneen. 42

FIGURA 7. Caracterizacdo do didmetro hidrodinamico em fungcdo do tempo de
armazenamento para nanoparticulas de zeina controle (NPZ), nanoparticulas de zeina contendo
6leo de menta (NP_OM), nanoparticulas de zeina contendo 6leo de menta, cipermetrina e
clorpirifés (NP_OM+CPM+CPF) e nanoparticulas de zeina éleo de menta, amitraz e clorpirifds
(NP_OM+AMZ+CPF). Os valores representam média de trés determinagdes. Foi considerado
significancia de P<0,05 (ANOVA)... ..ot 49
FIGURA 8. Caracterizacdo do indice de polidispersao das nanoparticulas de zeina em funcéo
do tempo de armazenamento para nanoparticulas de zeina controle (NPZ), nanoparticulas de
zeina contendo 6leo de menta (NP_OM), nanoparticulas de zeina contendo 6leo de menta,
cipermetrina e clorpirifés (NP_OM+CPM+CPF) e nanoparticulas de zeina 6leo de menta,
amitraz e clorpirifés (NP_OM+AMZ+CPF). Variacdo significativa entre os grupos em funcéo
do tempo: a - comparagao com o tempo zero, b — comparacdo com 7 dias, ¢ — comparag¢do com
15 dias, d — comparacdo com 30 dias. Os valores representam media de trés determinacdes.
Foi considerado significancia de p<0,05 (ANOVA).. ..o 50
FIGURA 9. Caracterizacdo de diametro médio pela técnica de NTA para nanoparticulas de
zeina em funcdo do tempo de armazenamento para nanoparticulas de zeina controle (NPZ),
nanoparticulas de zeina contendo 6leo de menta (NP_OM), nanoparticulas de zeina contendo
6leo de menta, cipermetrina e clorpirifés (NP_OM+CPM+CPF) e nanoparticulas de zeina 6leo
de menta, amitraz e clorpirifés (NP_OM+AMZ+CPF). Variacdo significativa entre 0s grupos
em funcdo do tempo: a - comparagdo com o tempo zero, b — compara¢do com 7 dias, ¢ —
comparagdo com 15 dias, d — comparacdo com 30 dias. Os valores representam média de trés
determinacg6es. Foi considerado significancia de p<0,05 (ANOVA).......cccccvvveveiieieece e, 52
FIGURA 10. Caracterizacdo da concentracdo de nanoparticulas de zeina em funcdo do tempo
de armazenamento para nanoparticulas de zeina controle (NPZ), nanoparticulas de zeina
contendo 6leo de menta (NP_OM), nanoparticulas de zeina contendo Oleo de menta,
cipermetrina e clorpirifés (NP_OM+CPM+CPF) e nanoparticulas de zeina 6leo de menta,
amitraz e clorpirifés (NP_OM+AMZ+CPF). Variacao significativa entre os grupos em funcao
do tempo: a - comparacdo com o tempo zero, b — comparacdo com 7 dias, ¢ — comparagdo com
15 dias, d — comparagdo com 30 dias. Os valores representam média de trés determinaces.
Foi considerado significancia de p<0,05 (ANOVA)... ... 53
FIGURA 11. Caracterizagéo do potencial zeta das nanoparticulas de zeina em funcao do tempo
de armazenamento para nanoparticulas de zeina controle (NPZ), nanoparticulas de zeina
contendo 6leo de menta (NP_OM), nanoparticulas de zeina contendo Oleo de menta,
cipermetrina e clorpirifos (NP_OM+CPM+CPF) e nanoparticulas de zeina 0leo de menta,



14

amitraz e clorpirifés (NP_OM+AMZ+CPF). Variacao significativa entre os grupos em funcao
do tempo: a - comparacdo com o tempo zero, b — comparacdo com 7 dias, ¢ — comparagdo com
15 dias, d — comparagdo com 30 dias. Os valores representam média de trés determinaces.
Foi considerado significancia de p<0,05
AN NN (@ L N TSSO 54
FIGURA 12. Caracterizacdo do pH das nanoparticulas zeina em funcdo do tempo de
armazenamento para nanoparticulas de zeina controle (NPZ), nanoparticulas de zeina contendo
0leo de menta (NP_OM), nanoparticulas de zeina contendo 6leo de menta, cipermetrina e
clorpirifés (NP_OM+CPM+CPF) e nanoparticulas de zeina 6leo de menta, amitraz e clorpirifos
(NP_OM+AMZ+CPF). Variagédo significativa entre os grupos em fungdo do tempo: a -
comparagdo com o tempo zero, b — comparagdo com 7 dias, ¢ — comparagdo com 15 dias, d —
comparacgdo com 30 dias. Os valores representam média de trés determinages. Foi considerado
significancia de P<0,05 (ANOWVA) ......coi ittt ae e sre e 56
FIGURA 13. Caracterizacdo da eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas: (A) zeina
contendo 6leo de menta, cipermetrina e clorpirifés (NP_OM+CPM+CPF) e (B) nanoparticulas
de zeina 6leo de menta, amitraz e clorpirifés (NP_OM+AMZ+CPF) em funcdo do tempo de
armazenamento. Foi considerado significancia de p<0,05
0N L0 17 JE OO 58
FIGURA 14. Espectros de infravermelho para: zeina pura; pluronic F-68 (PLU); 6leo de menta
(OM); clorpirifos (CPF); cipermetrina (CPM); nanoparticulas de zeina (NPZ); nanoparticulas
carregadas com 6leo de menta (NP_OM); nanoparticulas carregadas com Gleo de menta,
Cipermetrina E clorpirifds (NP_OM_CPM _CPF). ...coccciiiiiie e 62
FIGURA 15. Espectros de infravermelho para: zeina pura; pluronic F-68 (PLU); 6leo de menta
(OM); clorpirifés (CPF); amitraz (AMZ); nanoparticulas de zeina (NPZ); nanoparticulas
carregadas com 6leo de menta (NP_OM); nanoparticulas carregadas com 6leo de menta,
Cipermetrina E clorpirifds (NP_OM_AMZ_CPF).......ccccioiiiiriieeesese e 63
FIGURA 16. Termogramas de Calorimetria Diferencial Exploratoria para: zeina pura, pluronic
F-68 (PLU), clorpirifés (CPF), nanoparticulas de zeina (NPZ), nanoparticulas carregadas com
6leo de menta (NP_OM) e nanoparticulas carregadas com 6leo de menta, cipermetrina e
clorpirifds (NP_OM _CPM _CPF) ...ttt 65
FIGURA 17. Termogramas de Calorimetria Diferencial Exploratoria para: zeina pura, pluronic
F-68 (PLU), amitraz (AMZ), clorpirifés (CPF), nanoparticulas de zeina (NPZ), nanoparticulas
carregadas com Gleo de menta (NP_OM) e nanoparticulas carregadas com 6leo de menta,
clorpirifos e amitraz (NP_OM_AMZ_CPF)... .ottt 66
FIGURA 18. Micrografias das nanoparticulas de zeina contento 6leo de menta (NP_OM), 6leo
de menta, cipermetrina e clorpirifés (NP_OM_CPM_CPF) e 6leo de menta, amitraz e
Clorpirif0S (NP_OM_AMZ_CPF) ... et 68



15

LISTA DE TABELAS
TABELA 1. Principais espécies de carrapatos comumente encontradas no Brasil................. 21
TABELA 2. Condigdes cromatograficas dos compostos utilizados............ccceeveveiveiverieennnnn, 35
TABELA 3. Coeficiente de correlacdo (r) das curvas de calibragdo dos compostos obtidos em
TrES IS CONSECULIVIOS. ...vviveeriete ittt sttt bbb bbbt e et bbbt ne e 44
TABELA 4. Valores do desvio padréo relativo (DPR) das concentragdes dos compostos
determinados para a avaliaGao da PreCISAD. ..........uiiririeieie e 44
TABELA 5. Valores da concentracdo de 6leo de menta determinados por CLAE para
avaliacdo da exatiddo do Metodo analitiCO ...........curiririiiriiire e 45
TABELA 6. Valores da concentracdo de cipermetrina determinados por CLAE para avaliacao
da exatiddo do MO0 ANAITICO. ......cveierieieie e 46
TABELA 7. Valores da concentracéo de clorpirifos determinados por CLAE para avaliagédo
da exatiddo do MO0 ANAITICO .......cveieieieie e 46
TABELA 8. Valores da concentracdo de amitraz determinados por CLAE para avaliacdo da
exatiddo do MELOAO ANAITLICO ........c.cveieieeccce ettt ens 47

TABELA 9. Valores de limite de deteccdo e quantificacdo obtidos para os compostos através
da regressdo das curvas analiticas (N=9). .....ccooeiiiiireire e 48



16

LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AMZ: Amitraz

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CPF: Clorpirifos

CPM: Cipermetrina

DLS: Dynamic Light Scattering

FTIR: Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
INMETRO: Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
LD: Limite de Deteccéo

LQ: Limite de Quantificacdo

NTA: Nanoparticle tracking analysis ou Rastreamento de Nanoparticulas
NM: Nanomateriais;

NP: Nanoparticulas de zeina

OM: Oleo de menta

PLU: Pluronic F-68

PDI: indice de polidisperséo;

pH: Potencial hidrogénionico;

ZP: Potencial zeta.



17

SUMARIO
1. INTRODUGAOD ... ..ottt 19
1.1. Carrapato do boi e sua importancia eCONOMICA ............ceevvvvriiieeeereeeeiiiinnnnn 22
1.1.1. FOrmas de COMDALE ........cooiiiiiiiiiiie e 24
I N o 11 = PR 24
1.1.3. CIPEIMEIING ..o 25
I S o o1 ] o 1SS 26
1.2. INSECHCIAAS BOANICOS ... .uuiiiieeiieiieiiiiie e 27
1.3. Nanotecnologia Aplicada a Veterinaria ............c..eeeeeeeeeiiiiiiiiiiieiee e 29
1.3.1. Nanoparticulas de zeiNa...........cccoeieiieiiiiiiiiiici e 32
2. OBUIETIVOS ... 33
0 B © 1 o 11= 1AV 0 Fs 3o 1= = 1 PSP 33
2.2. ODbjetivoS €SPECITICOS ...uuiiiii et 33
3. MATERIAIS E METODOS ......cociuiitieeecteeee ettt areaneas 34
0t O V=1 (= £ = 1 PP 34
3.2, MELOUOS ... 35
3.2.1. Metodologia Analitica para quantificacdo dos ativos ...............cccceeeenee.. 35
3.2.2. Construcado das curvas analitiCas...........ccceeeeeeririiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 36
I TR S 1= =1 11T =T [ 36
B S N [ o1 T T =T [ R 36
G T T o (=3 7= T J 37
3.2.6. Limite de detecgio € qUANTIfICAGED. .........uuururriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 37
G T G =5 | 1o - T J 38
3.3. Preparo dos Sistemas CarradOreS .........ccovvvuuruuiiieeeeeeeeeeiiiniaeeeeeeeeeeeennnnnnnns 38
3.3.1. Preparo das nanopartiCulas...........cooeuuuiiiiiieceiieeeie e 38
3.4. Estabilidade fiSICO-QUIMICA.........ccuuuiiiiiiiie e 39
3.4.1. Diametro hidrodindmico e polidiSPersaon.........ccccccuvviiiieeeeeeeeeiiiee e, 39
3.4.2. POENCIAl ZETA.... oo i e 40
3.4.3. Andlise de estabilidade quimica dos componentes .............ccccuvvvveeeennn. 40
3.4.4. Eficiéncia de encapSUlaG80 .............uuuuuuuiumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 40
3.5 Caracterizacao por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
o TN 1T o i 1§ ISP 40
3.6 Caracterizacao por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ............. 41
3.7 Andlise morfoldgica por microscopia de forgca atbmica (AFM)............... 41
3 RESULTADOS E DISCUSSAO ......coiiiueieieeeeeeee e ee e, 41
3.1 Desenvolvimento da metodologia analitica para quantificacdo dos ativos...41
3.1 CUrVas ANAIITICAS.....ccevieeeiiiiiee e e 41

3.2 Caracterizacdo e estudo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas.
48



18

3.2.1 Diametro hidrodindmico e indice polidiSPersao ..........cccccccvviiiiriveneennn. 48

3.2.2 Concentragdo e tamanho das nanoparticulas (Rastreamento de

NANOPAITICUIAS) ....eeeeiiieieiiiiee et e e e e e e e 51

3.2.3  POtENCIAl ZETA ...ueiiie e 54

3.2.4 Avaliacdo da estabilidade ............cooovvmiiiiiiii i 55

3.2.5 Eficiencia de encapSUlaCao .........cccovviiruiiiiie e 57
3.3 Espectroscopia na regiao do infravermelno ..., 60
3.4 Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial ..o, 64
3.5 Microscopia de FOrca AtOMICA .........cveeeeeeeeieiiiiiie e e ee e e e 67

A CONCLUSAOD ..ottt 68

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooieeeieeeeeeeee e, 70



19

1. INTRODUCAO

Um dos ectoparasitas que causam mais danos para a economia e para a satde publica e
animal é o carrapato. Esses parasitas externos pertencem a Classe Arachnida, Ordem Acari e
Subordem (familia) Ixodidae e Argasidae, e sdo cosmopolitas, sendo encontrados em mais de
907 espécies (SOCOLOVSCHI et al., 2009; GARGILI et al., 2017). No Brasil h& 69 espécies,
46 pertencentes a familia Ixodidade e 23 a familia Argasidae (ACOSTA et al., 2016).

Os carrapatos sdo artropodes hematofagos, invertebrados que se alimentam
obrigatoriamente de sangue em todas as fases parasitarias de seu ciclo e possuem enorme
potencial parasitario fazendo com que diversos tipos de vertebrados sejam incluidos no rol de
hospedeiros, como por exemplo roedores, logomorfos (coelhos e lebres), répteis e aves.
Possuem alto grau de especificidade, porém ja se encontram carrapatos parasitando hospedeiros
alternativos, inclusive o homem (SOCOLOVSCHI et al., 2009).

De uma forma geral o ciclo do carrapato é composto pelas fases de ovo, larva, ninfa e
adultos (Figura 1). Com excec¢do dos ovos, todos o0s estagios precisam se alimentar em um
hospedeiro para dar continuidade ao ciclo. Os carrapatos séo classificados de acordo com o
numero de hospedeiros que utilizam para completar seu ciclo de vida: monoxenos, que realizam
todo o seu ciclo em um Unico hospedeiro; dioxenos, os estagios de larva e ninfa se alimentam
no mesmo hospedeiro e o carrapato adulto em outro; e os trioxenos, que sdo aqueles que
necessitam de trés hospedeiros para completar o seu ciclo, descendo ao solo ap6s o repasto
(alimentacdo), para entdo realizar a ecdise, isto é, a mudanca para a fase seguinte. Neste todas
as ecdises sdo realizadas no solo (RAJPUT et al., 2006; NEVES, 2016).

FIGURA 1. Ciclo de vida do carrapato. 1- Fémeas ingurgitadas descem ao solo para fazerem
a oviposicdo; 2- O ovo eclode liberando a larva; 3 e 4- A larva sobe no animal para se alimentar
e sofrer mudangas morfol6gicas até a fase adulta, passando pelo estadgio de ninfa; 5-
Acasalamento sobre o animal e inicio do ingurgitamento pelas fémeas.

Fonte: Adaptado de RAJPUT et al., 2006; NEVES, 2016.
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O processo de alimentacdo e ingurgitamento (inchaco devido a ingestdo de sangue)
acontecem sobre o animal (FURLONG, 2005) e é durante esses processos que ocorre a
transmiss&o dos agentes patogénicos ao hospedeiro. E também através desses processos que o
carrapato se torna infectado, somando-se a esses a transmisséo transovariana, venérea e
transestadial, assim denominado quando a infeccdo acontece num estagio e a transmissdo ao
hospedeiro ocorre em outro estagio (LIMA et al., 2017)

Quando a fémea pica o hospedeiro, ocorre ruptura de capilares e vasos linfaticos e
consequente digestdo de tecidos formando no local uma lesdo. Para driblar a ativacdo da
coagulagdo sanguinea e do sistema imune, € inoculado junto a saliva substancias
farmacologicamente ativas que neutralizam estes mecanismos e permitem que 0 carrapato
permaneca por longas horas se alimentando (CVEJIC et al., 2017). A alimentag&o se da por
succdo alternada e apds a ingestdo do sangue, a parte sélida (células vermelhas, brancas e
plaquetas) € separada do plasma e este é devolvido ao animal em forma de saliva e o ao final
do ingurgitamento um grande volume de saliva é injetado (SIMO; ZITNAN; PARK, 2012).

Estima-se que a transmissdo de agentes patogénicos ocorra dentro de 24 a 48 h ap0s
fixacdo. No entanto, evidéncias mais recentes sugerem que uma transmissdo possa ocorrer a
partir de 3 h ap6s a picada (CVEJIC et al., 2017).

Se a retirada do carrapato for realizada de forma incorreta pode-se facilitar ainda mais a
contaminacdo do hospedeiro, pois 0 esmagamento promove refluxo do contelido estomacal
(LIMA etal., 2017).

Além da facil contaminacdo e transmissdo de patdgenos a outros carrapatos e ao
hospedeiro, eles exibem outras caracteristicas que os fazem serem vetores extraordinarios,
como o hematofagismo em todos 0s estagios, fixacdo profunda e forte que dificulta a remocéo
e aumenta a dispersdo, grande capacidade de sobrevivéncia no ambiente, grande adaptacao ao
ambiente tropical e poucos inimigos naturais (MASSARD e FONSECA, 2004).

Devido as lesbes causadas pela picada, mas principalmente pela transmisséo de variadas
doencas que afetam aos homens (zoonoses) e aos animais é que esses ectoparasitas tém grande
importancia médico veterinaria. Sdo considerados o segundo maior grupo de transmissores de
patdgenos ao homem, perdendo apenas para o0s culicideos (mosquitos e pernilongos)
(FONSECA, 2000). Em realacdo a transmissdo de patogenos em geral (zoonoses e nao
zoonoses) dentre os artropodes eles sdo 0s maiores transmissores, afetando 0 homem, animais
de estimacéo, pecuéria e vida selvagem (BENELLI et al., 2017).

A Tabela 1 traz as espécies de carrapatos encontradas no Brasil que apresentam potencial

para parasitar o homem. Os autores classificam esta capacidade em cruzes com intervalo de
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lcruz a 4 cruzes, sendo 1 cruz menor capacidade de parasitismo e 4 cruzes maior capacidade
de parasitismo (MASSARD e FONSECA, 2004).

TABELA 1. Principais espécies de carrapatos comumente encontradas no Brasil.

Possibilidade de Hospedeiros
alternativos (mamiferos e

Carrapatos Principais hospedeiros
aves)
Adultos Ninfas  larvas
Amblyomma cajennense Equideos/Bovinos ++ +++ ++++
A. aureolatum Carnivoros + ++ +++
A. ovale Carnivoros + ++ +++
Amblyomma ssp Animais silvestres ++ ++ +++
Ixodes ssp Animais silvestres ++ +++ +4++
Rhipicephalus sanguineus Carnivoros + + ++
Anocentor nitens Equideos/Bovinos + + +
Boophilus microplus Bovinos/Equideos

Fonte: MASSARD e FONSECA, 2004

(BUTLER; CARLSON; NELSON, 2017) apontam que 74,7% das clinicas nos Estados
Unidos, em estados de alta incidéncia de carrapatos, trataram de pacientes humanos portadores
de alguma doenca transmitida por este artropode. Ainda em relacdo aos Estados Unidos, 300
mil novos casos somente da doenca de Lyme, sdo relatados por ano ao Centro de Prevencao de
Controle de Doengas (BRETT et al., 2014; BUTLER et al., 2016).

A doenca de Lyme € a principal zoonose transmitida pela picada do carrapato que ocorre
nos Estados Unidos. No Brasil existe uma variante da doenca de Lyme, chamada de Sindrome
Baggio-Yoshinar. Ambas iniciam com lesdes na pele, evoluindo com complicagdes sistémicas,
como autoimunidade (YOSHINARI et al., 2010).

Outra doenca importante, porém, de baixa incidéncia no Brasil é a febre maculosa.
Apesar da baixa incidéncia possui uma taxa de mortalidade de 20-30% se nédo diagnosticada e
tratada nos primeiros 3 dias. Esta infeccdo causa vasculite, uma inflamag&o causada pela
formagéo de lesdes na camada interna dos vasos (FIOL et al., 2010).

O rol de agentes infecciosos transmitidos por carrapatos esta em constante atualizagéo,
pois podem transmitir varios tipos de patdgenos (protozoarios, bactérias, virus, espiroquetas,
riquétsias e filarias) (WILSON, 2002).

A lista de doencgas transmitidas ao homem é grande e ocorrem nas mais diferentes
regibes do mundo e sdo alguns exemplos: a febre maculosa das montanhas rochosas,

anaplasmose, babesiose, doenca da floresta Kyassanur, febre de carrapatos no Colorado, febre



22

hemorragica do Congo, ehrlichiose, encefalite de Powassan, febre de LASSA, doenca de
erupcdo cutanea associada ao carrapato do sul, febre recidivante, febre OMSK, tularemia,
paralisia de carrapatos entre outras (WILSON, 2002; MASSARD e FONSECA, 2004; BRETT
etal., 2014).

Animais de estimacao e animais de importancia econdémica, como gado bovino, caprinos,
equinos, entre outros, também sofrem bastante prejuizo pela acdo deste artrépode. Existem
diversas espécies de carrapatos que sdo parasitas de animais domésticos. O Rhipicephalus
sanguineus, comumente encontrado em cdes de areas urbanas, na década de 30 ja se encontrava
amplamente distribuido em todo territério brasileiro (LABRUNA et al., 2001).

Outros ectoparasitas como, piolhos, bernes e moscas-dos-chifres, também causam 6nus
na pecuaria. Assim como 0s carrapatos esses ectoparasitas também causam intensa irritacdo nos
animais o que leva a perturbacdo da alimentacdo e repouso desses animais, reduzindo sua
qualidade de vida e consequente reducdo da lucratividade (AZEVEDO; ALVES; SALES,
2008).

Piolhos também sdo ectoparasitas de importancia médico veterinaria que trazem prejuizos
a pecuéaria. E o ectoparasita de maior prevaléncia em caprinos, sendo encontradas varias
espécies de piolhos e poucas de carrapatos. Uma infestacdo por piolhos (pediculose) pode ser
disseminada em todo o rebanho provocada por apenas um animal contaminado. Piolhos podem
ser transmissores de doencas, porem seu efeito mais importante € a coceira intensa e 0
aparecimento de lesbGes, que provocam irritacdo e inquietacdo, levando ao cansaco e ma
alimentacdo (FONSECA; FERREIRA; AHID, 2009).

Por fim, ruminantes sdo hospedeiros importantes de ectoparasitas, que podem afetar
diretamente a produtividade, causando prejuizos aos criadores de bovinos, ovinos e caprinos
que sdo parasitados por diferentes ectoparasitas e diversas espécies (FONSECA; FERREIRA;
AHID, 2009).

1.1. Carrapato do boi e sua importancia economica

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus, popularmente conhecido como carrapato do boi,
é considerado o ectoparasita hematdfago mais importante em bovinos no mundo (GRISI et al.,
2014). Possui ciclo de vida monoxeno, com 2 fases: vida livre (pastagens) e vida parasitaria
(AZEVEDO; ALVES; SALES, 2008).

O carrapato do boi teve sua nomeclatura alterada apos estudos de filogenética molecular,
quando entdo as espécies de Boophilus, incluindo o Boophilus microplus foram incluidas no
género Rhipicephalus (MURRELL; BARKER, 2003).
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Os transtornos causados por este parasita estdo entre os mais importantes problemas em
todo o mundo. Somente no Brasil, causam prejuizos da ordem de 3,4 bilhGes de dblares
(levantamento realizado em 2011), sendo, portanto, umas das doencas parasitarias de maior
impacto econémico (GRISI et al., 2014).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), é abatido
trimestralmente no Brasil mais de sete milhdes de cabeca de gado, sendo que no terceiro
trimestre de 2017 este valor foi de 7,98 milhdes. A quantidade de leite cru adquirido pelas
industrias foi de 6,16 bilhdes de litros e 8,74 milhdes de pecas de couro inteiras foram curtidas
somente em estabelecimentos que curtem o minimo de 5 mil pegas inteiras anuais (IBGE,
2017).

Estima-se que 80% do rebanho bovino apresenta risco de presenca de ectoparasitas
diversos e doencas relativas a sua infestacdo (SUAREZ et al., 2016). A qualidade da engorda
dos animais esté diretamente ligada com a acao de parasitas, pois sua presenca debilita o gado,
comprometendo seu crescimento e reduzindo o peso dos animais no momento do abate (GRISI
et al., 2014). Os prejuizos ocasionados por esse parasita na pecudria brasileira sdo acarretados
pela diminuicdo na producdo de leite, diminuicdo do peso do animal o que ocasiona menor
producdo de carne e também perda por danos no couro do animal, ocasionados pela fixacdo do
carrapato (SANTOS et al., 2009).

Os danos sdo causados majoritariamente pelas teledginas, fémeas adultas prenhes, ja que
as larvas e os macho sdo pequenos (AZEVEDO; ALVES; SALES, 2008). Elas sdo capazes de
sugar de 2 a 3 mL de sangue por dia (GOMES et al., 2014).

InfestacBes macicas de carraptos podem levar o animal a dbito, principalmente por ser
maior a chance de transmissdo de doencas parasitarias como exemplo: a Tristeza Parasitaria
Bovina (babesiose e/ou anaplasmose), uma doenca infecciosa causada pela associa¢do dos
protozoarios Babesia sp. e da riquétsia Anaplasma sp., que parasitam hemécias (AZEVEDO;
ALVES; SALES, 2008; COSTA et al., 2016). Essa doenga pode causar retardo no crescimento
de animais jovens, esterilidade, aborto e reducdo significativa na producgéo de leite, fazendo
com que esses animais venham a 6bito ou necessitem serem sacrificados (AZEVEDO; ALVES;
SALES, 2008).

A falta de controle dos carrapatos € um fator importante na disseminacéo dessas doencas
(SUAREZ et al., 2016).Um efeito negativo direto da infestacdo por carrapatos pode ser
exemplificado pela observagéo da reducdo em 23 % da producdo de leite/dia em vacas com
infestacdo média de 105 carrapatos ao dia e reducdo de 20-30% do peso ao ano em bovinos
com infestacdo média de 40 carrapatos (MANJUNATHACHAR et al., 2014).
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Além dos prejuizos pela perda de mercadoria, existem também gastos elevados com
aquisicdo de carrapaticidas, méo de obra e equipamentos de suporte para a aplicacdo dos
mesmos no rebanho (ANDREOTTI, 2010). Considerando uma escala mundial, o custo de
oportunidade devido a queda de produtividade dos rebanhos com presenca de ectoparasitas em
conjunto com os custos de prevencao ja superavam a marca de sete bilhdes de dolares hé dez
anos (SUAREZ et al., 2016).

1.1.1. Formas de combate

O método de controle mais comum para o carrapato é o uso de produtos quimicos.
Existem no mercado diferentes familias de carrapaticidas (grupos quimicos) com formas de
acdo e maneiras de aplicacdo diferentes (FURLONG; MARTINS; PRATA, 2007;
PATARROYO et al., 2009).

A via de agdo pode se dar por “contato”, onde o0 principio ativo é aplicado por meio de
pulverizagdo, imersdo ou “pour on”. Ja 0S carrapaticidas “sistémicos”, sdo aplicados no dorso
do animal ou por meio de injecdes, sendo que o principio ativo é metabolizado e distribuido
pela circulacdo sanguinea, (FURLONG; MARTINS; PRATA, 2007; PATARROYO et al.,
2009).

Existem diversas familias de carrapaticidas que sdo utilizadas no combate ao carrapato.
Alguns dos principios ativos estardo indicados entre parenteses logo ap6s 0 seu gupo quimico.
Os organofosforados (clorpirifés, diazinon, diclorvés), arsénicos, formamidinas (amitraz),
benzoilfeniluréia (fluazuron), lactonas macrociclicas (avermectinas) e piretroides
(cipermetrina, deltametrina, permetrina) sdo exemplos de carrapaticidas (PATARROYO etal.,
2009; ADENUBI et al., 2016).

1.1.2. Amitraz

O amitraz, N’-(2,4-dimetilfenil)-N-[[(2,4-dimetilfenil) imino] metil]-N-
metilmetanimidamida (Figura 2), pertencente ao grupo das formamidinas € um po leve e
cristalino, de cor creme, estavel em pH elevado e instavel na presenca de calor, luminosidade e
acidos, possui baixa solubilidade em agua (1 mg/L), porém sollvel na grande maioria dos
solventes organicos (MELO; DE OLIVEIRA; LAGO, 2002).

O amitraz foi inicialmente sintetizado na Inglaterra em 1969, é um pesticida empregado
mundialmente para o controle de pragas, como inseticida e acaricida, em animais e culturas de

frutas, hortalicas e vegetais. No Brasil, € comumente utilizado em veterinaria em animais de



25

pequeno e grande porte como carrapaticida e acaricida (ANDRADE et al., 2007; DEL PINO et al.,
2017).

As formamidinas sdo um grupo de carrapaticida com acdo neurotdxica que provocam
inibicdo da enzima monoaminoxidase, responsavel pelo metabolismo das aminas
neurotransmissoras presentes no sistema nervoso de insetos susceptiveis, demonstrando boa
eficacia em artrpodes (MELO; DE OLIVEIRA; LAGO, 2002).

Em animais de pequeno porte é frequente a intoxicacdo por este pesticida, ocasionada
principalmente por erro de diluicdo e administracdo do produto e isto pode ser agravado por
doencas pré-existentes no animal (ANDRADE et al., 2007). Também existem casos de
envenenamento humano e os sintomas mais frequentes sdo a falta de apetite, falta de
coordenacao motora, hiper-reatividade a estimulos externos, agressividade, entre outros (DEL

PINO et al., 2017).

FIGURA 2. Formula estrutural do amitraz.
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Fonte: ANVISA, 2017.
1.1.3. Cipermetrina

A cipermetrina [(RS) -a-ciano-3-fenoxibenzil (1RS) -cis-trans-3- (2,2-diclorovinil) -
2,2- dimetil ciclopropano carboxilato de etilo (Figura3) é uma substancia sintética (grupo dos
piretroides), analogo a piretrina, um pesticida natural, extraido da flor de crisantemo (KHAZRI
et al., 2016). Apresenta-se na forma de um liquio viscoso marrom com baixa solubilidade em
4gua e estavel a luz quando nesta condig&o e senvivel quando em solu¢io (ORGOVANYI et
al., 2005). Este pesticida é amplamente empregado no controle de ectoparasitas que infestam

bovinos, ovinos, aves e animais domésticos (KHAZRI et al., 2016).
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FIGURA 3. Estrutura quimica da cipermetrina.
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Fonte: ANVISA, 2017.

Existem dois tipos de estruturas piretrdides, tipo I e 1l e a cipermetrina pertence a classe
Il. Os compostos tém seu mecanismo de acdo baseado na alteracdo da permeabilidade dos
canais de sdédio voltagem-dependente das células nervosas. Os piretroides do tipo | causam
prolongamento da abertura do canal de sodio, resultando em maior influxo de sédio na célula e
gerando repetidos potenciais de ac¢do. Ja os piretroides do tipo Il atrasam o fechamento do canal
resultando em inumeras despolarizacdes com amplitudes menores e consequentemente levando

a sintomas de intoxicagéo por hiperexcitabilidade (LEE et al., 2015).

A cipermetrina foi sintetizada em 1974 e se comporta como uma neurotoxina de agédo
rapida em insetos (SHARMA et al., 2012; SINGH et al., 2014). Dependendo da formulacéo, os
produtos que contem cipermetrina sao classificados como toxicidade quimica Il (toxicidade
moderada) ou Il (altamente toxico) (POLAT et al., 2002; BASER et al., 2003). Esse composto
apresenta baixa toxicidade para mamiferos e passaros, porém € altamente toxico para peixes e
invertebrados aquaticos. A elevada toxicidade para estes animais é devido a diferenca na
velocidade de metabolizacdo e eliminacdo quando comparado com os mamiferos e passaros
(SANCHES-BAYO, 2012).

1.1.4. Clorpirifos

O clorpirifés (O, O-dietil O-3,5,6-tricloropiridina-2-il fosforotioato) (Figura 4) é um dos
principais pesticidas comercializados da classe dos organofosforados (VENTURA et al., 2016).
E empregado para controlar varios tipos de insetos e pragas, na agricultura e na veterinaria
(KHALID; HASHMI; KHAN, 2016; WANG et al., 2016).
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A toxicidade dos organofosforados é devido a inibicdo das hidrolases de &cidos
carboxilicos nas sinapses que empregam a acetilcolina como neurotransmissor. Dentre essas
hidrolases, encontra-se a acetilcolinesterase, presente em todas as sinapses colinérgicas.
Entretanto, a acdo toxica do clorpirifés € dependente de ativacdo hepatica via citocromo P450
gerando como produto o clorpirifés-oxon, cujo qual, € capaz de inibir as colinesterases
resultando em acumulo de acetilcolina nas sinapses colinérgicas (LEE et al., 2015).

Esse pesticida € classificado como moderadamente perigoso (classe I1) e apresenta baixa
solubilidade aquosa (1,4mg/L) e alta sor¢éo no solo. Sua meia vida no solo é de 60 a 120 dias,
podendo variar, e 0 acumulo em corpos d’agua pode ocasionar danos para humanos ¢
organismos aquaticos (ZHANG et al., 2016).

FIGURA 4. Estrutura quimica do clorpirifos.
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Fonte: ANVISA, 2017.

1.2. Insecticidas Botanicos

Os produtos quimicos sdo atualmente os carrapaticidas mais utilizados no combate ao
carraptato bovino, pois oferecem um controle relativamente rapido. Entretanto, 0 uso excessivo
destes compostos leva a intoxicacdo de pecuaristas e/ou aplicadores e animais, além de gerar
residuos nos alimentos (carne e leite), contaminacdo ambiental (devido as aguas residuais de
banhos de imersdo e aspersdo) e desenvolvimento de resisténcia dos carrapatos (FURLONG;
MARTINS; PRATA, 2007; GROMBONI; NOGUEIRA, 2009; ABBAS et al., 2014). Desta
forma, o uso intensivo destes produtos vem resultando em problemas econdmicos, sociais e
ambientais.

Diversos paises vem sofrendo altos prejuizos com a resisténcia do carrapato a diversos
carrapaticidas, pois a pecuaria tem um importante papel econémico, como na Africa
(VUDRIKO et al., 2018) na india (MANJUNATHACHAR et al., 2014) e também no Brasil
(MENDES et al., 2011; KLAFKE et al., 2017). VVérios estudos relatam populagdes de carrapatos

bovinos resistentes a uma gama grande de carrapaticidas quimicos como a cipermetrina
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(MENDES et al., 2011; SHARMA et al., 2012), a invermectina (SINGH et al., 2015), ao
clorpirifés (MENDES et al., 2011), ao amitraz (LOVIS et al., 2013; PETERMANN et al.,
2016), ao fipronil (CASTRO-JANER et al., 2010).

Diante dessas premissas tém-se buscado alternativas que sejam eficientes no controle
destes ectoparasitas, retardem o desenvolvimento de resisténcia e que ao mesmo tempo
reduzam os impactos ambientais, isto €, ambientalmente seguras e causem menos toxicidade
aos organismos nao-alvo. Dentre as alternativas mais seguras, os pesticidas botanicos tém
ganhado bastante atencdo pela comunidade cientifica nos ultimos anos (CAMPOS et al., 2012;
ADENUBI et al., 2016).

Para se defenderem de patdgenos e predadores, as plantas possuem tanto mecanismos
fisicos (formacéo de pelos) quanto quimicos, como a formacdo de compostos quimicos, com
atividades artropocidas (ADENUBI et al., 2016).

Dentre 0s mecanismos quimicos podemos destacar as vias metabdlicas secundarias que
originam alguns compostos, 0s quais possuem funcbes importante nos vegetais, agindo na
preservacdo da integridade das plantas (ROSADO-AGUILAR et al., 2017). Dentre esses
metabolitos secundarios, podemos destacar os 6leos essenciais, que sdo misturas complexas de
compostos orgénicos volateis de baixo peso molecular, formados principalmente por
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanodides (REHMAN; ALI; KHAN, 2014). A atividade
biol6gica dos 6leos essenciais é geralmente atribuida a um componente majoritario, entretanto,
por se tratar de misturas complexas, a atividade do componente principal pode ser
potencializadas por outros componentes presentes em menor concentracdo (NERIO;
OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010).

Existem atualmente mais de 200 espécies de plantas catalogadas mundialmente que
exibem propriedades repelentes e/ou carrapaticidas. Muitos compostos ativos como,
azadiractina, carvacrol, linalol, geraniol e citronelal ja foram isolados e podem ser utilizados
como carrapaticida propriamente dito ou como componente de alguma formulacdo (ADENUBI
et al., 2016).

Dentre os 0Oleos essenciais estudados com efeito carrapaticida estd o 6leo de menta,
extraido de uma planta popularmente conhecida no Brasil como Horteld-pimenta (Mentha
piperita) (DE SOUZA CHAGAS et al., 2016). A M. piperita, (familia Lamiaceae) vem da
regido do Mediterraneo e é cultivada como um hibrido de Mentha aquatica L. e Mentha spicata
L. em todo o mundo. Ela mostra efeitos anti-séptico, antibacteriano, fungicida, antiespasmadico
e estimulantes (CARVALHO et al., 2012).
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Sao usadas as folhas e o caule na extracdo do 6leo essencial e 0s principais componentes
sdo mentol, acetato de metila, pulegone e mentone (concentracdo acima de 10%)(DE SOUZA
CHAGAS et al., 2016). Segundo trabalho realizado por De Souza Chagas et al. (2016) o 6leo
de menta apresentou 43% de eficiéncia no teste de imersdo de fémeas ingurgitadas (prontas
para a oviposicéo) e 89% de eficiéncia no teste de imerséo de larvas. Estes dois testes sdo 0s
mais utilizados para a avaliar a sensibilidade dos carrapatos aos carrapaticidas.

Uma das principais vantagens no emprego de inseticidas botanicos € que sua persisténcia
no ambiente é baixa, sendo influenciada pela umidade do meio, pela presenca de enzimas
desintoxicantes e pela menor probabilidade de desenvolver resisténcia, bem como, baixo poder
residual (AGUIAR-MENEZES, 2005). Porém a baixa persisténcia destes compostos acaba se
tornando uma limitacdo, pois, muitas vezes sdo necessarias mais aplicacdes para atingir o efeito
desejado. Uma alternativa a fim de diminuir a degradacdo destes compostos por fatores

ambientais é a incorporacao destes em sistemas nanoestruturados (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Diante da necessidade de retardar o desenvolvimento de resisténcia dos carrapatos aos
compostos quimicos existentes no mercado e as necessidades de desenvolvimento de produtos
que sejam menos toxicos ao meio ambiente, neste trabalho propomos a associacdo de
carrapaticidas sintéticos comumente usados no controle destes ectoparasitas com ativos
botanicos (6leo de menta) a fim de controlar essa praga de maneira mais eficaz e empregando

menores quantidades destes compostos.
1.3.  Nanotecnologia Aplicada a Veterinaria

Os nanomateriais apresentam propriedades fisicas, quimicas, mecéanicas e bioldgicas
diferentes quando comparados com 0s mesmos materiais em escalas maiores. Essa modificacédo
no comportamento dos materiais abre novas perspectivas para a aplicacdo da nanotecnologia
nas mais variadas areas. Desta forma, os investimentos em nanotecnologia tem sido estimulado
em muitos paises, inclusive no Brasil, através de iniciativas privadas e governamentais (DA
SILVA SANT’ANNA; DE MENEZES ALENCAR; FERREIRA,).

A nanotecnologia tem potencial para afetar significativamente as praticas e metodos da
medicina veterinaria, pois a salude animal é uma questdo cada vez mais importante, tanto no
contexto doméstico, quanto na pecudria. Segundo Branddo (2011), a combinagdo, entre
sistemas nanoestruturados e compostos bioativos, possibilita a reducédo da concentracéo e/ou o
numero de doses de farmacos utilizadas durante um tratamento, possibilita também o uso de

novas vias de administragdo, com possivel diminuicdo de efeito colateral. Essas duas
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caracteristicas, por si so, ja trazem um grande beneficio ao animal, a reducdo do estresse e

melhora qualidade de vida.

Apesar de a nanotecnologia estar em amplo desenvolvimento, muita pesquisa ainda se
faz necesséria para tornar essa pratica uma tecnologia comum dentro da medicina veterinéria.
Os carreadores de compostos bioativos, como as nanoparticulas ja estdo permitindo que 0s
veterinarios revisem a terapéutica em doencas desafiantes usando uma abordagem diferente,
aumentando seu armamento farmacéutico. A aplicacdo da nanotecnologia a medicina
veterindria proporciona a oportunidade de melhorar a administragdo de medicamentos,
vitaminas, minerais e vacinas por métodos adequados para aplicacdo em massa, em sistemas de
producdo de animais e 0 uso de testes para diagndsticos rapidos e sensiveis no local para muitas
doencas veterinarias. 1sso oferece potencial para melhorar o manejo e a produtividade do
rebanho (UNDERWOOD; VAN EPS, 2012).

A figura 5 esquematiza o efeito que a aplicacdo da nanotecnologia pode ter na medicina
veterinaria. Em resumo a utilizacdo da nanotecnologia pode melhorar a qualidade de vida dos
animais, principalmente pela diminuicdo do estresse e consequentemente uma melhora na

lucratividade, em relagéo aos animais de importancia econdmica.

Figura 5. Efeito da aplicacdo da nanotecnologia na medicina veterinaria.
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A aplicacdo da nanotecnologia, como o desenvolvimento de sistemas nanocarreadores,

ajuda a superar as limitacGes dos inseticidas naturais utilizados para o controle de doengas em
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animais, como por exemplo, fotosensibilidade, termosensibilidade e degradagdo por
microorganismos. Quando estes sistemas sdo utilizados com produtos sintéticos, além de
superar as limitacdes supracitadas, também podem ajudar a superar os problemas e efeitos
colaterais causados no meio ambiente e a satude do animal (ROY; BAJPAI;, BAJPAI, 2009;
IRACHE et al., 2011).

As formulagbes de nanoparticulas, tem por objetivo: a) aumentar a solubilidade e
estabilidade dos compostos, b) liberad-los de uma maneira sustentada, c) protege-los de
degradacédo prematura. Desta forma, estas formulagdes permitem que o composto ativo alcance
um maior tempo de permanéncia no ambiente em concentracfes efetivas para o alvo. Além
disso, ocorre uma diminuicdo na exposicdo do ambiente e para organismos nao-alvo (DE
OLIVEIRA et al., 2014).

Além das vantagens listadas acima, os sistemas de nanocarreadores podem ser
desenhados para ultrapassarem ou ndo barreiras, como a membrana celular e a barreira hemato
encefalica, podendo entregar o farmaco no local desejado ou impedindo a entrada de um

farmaco indesejado num local especifico (ZAMBONI et al., 2012).

Nanoparticulas de metais, 6xidos metalicos e carbono, obtidas através de rotas eco-
sustentaveis, se mostraram altamente eficazes contra pragas, artropodes e vetores de
importancia econdmica. Porém a grande maioria desses trabalhos , concentraram seus esforcos
no combate aos mosquitos enquanto que apenas alguns deles testaram nanoparticulas em outras
pragas (BENELLI et al., 2017).

Na literatura encontramos trabalhos que utilizaram sistemas nanoestruturados para
carrear compostos de interesse veterinario: cipermetrina e permetrina (YAO et al., 2014a;
COLA; SILVA; FRACETO, 2015; DA SILVA LIMA et al., 2017), salicilanilidas (SOTO-
CASTRO; EVANGELISTA-LARA; GUADARRAMA, 2006), avermectina (DENG et al.,
2016), antigeno SBm7462 em vacina (SALES-JUNIOR et al., 2005), entre outros.

Apesar das vantagens do uso de sistemas nanoestruturados na medicina veterinaria ha
necessidade do emprego de materiais de fontes renovaveis e que nao levem ao surgimento de
residuos perigosos (NATH; BANERJEE, 2013). Desta forma, a producdo de nanomateriais
deve ser baseada na quimica/ nanotecnologia verde atraveés do emprego solventes seguros e
polimero biodegradaveis, biocompativeis e de baixa toxicidade, como é o caso da zeina (LUO;
WANG, 2014).
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1.3.1. Nanoparticulas de zeina

A zeina é uma proteina do milho que representa cerca de 50% das proteinas totais
encontradas neste grdo, mais especificamente “zeina” ¢ o nome de uma proteina do
endosperma, a qual confere sua dureza (SHUKLA; CHERYAN, 2001). A zeina pertence a
classe das prolaminas, que ocorrem especificamente em cereais (a exemplo da hordeina na
cevada e gliadina no trigo) (PALIWAL; PALAKURTHI, 2014). A zeina compreende uma
mistura de varios polipeptideos e foi identificada em quatro classes principais: a-zeina, - zeina,
y-zeina e 8-zeina, sendo a a-zeina a maior representante deste grupo com cerca de 70-85%. Esta
classificacdo é realizada com base na solubilidade, peso molecular e estrutura de cada fracéo
(GIRIJA ASWATHY etal., 2012; ZHANG et al., 2015).

A alta quantidade de aminoacidos ndo polares, 0s quais correspondem a cerca de 70%
(glutamina-20%, leucina-20%, alanina-14%, prolina-9%), faz com que a zeina ndo seja soluvel
em agua pura ou alcool, mas sim em solucbes de alcool 80-90% e acetona. A zeina é uma
proteina anfifilica, devido a presenca de residuos hidrofilicos e hidrofobicos distribuidos em
sua estrutura, porém se comporta como uma proteina hidrofébica (SOUSA et al., 2013).

A formacéo de particulas coloidais, ocorre facilmente, pela alteracdo da capacidade de
solubilizacdo do solvente primério através da diluicio em um ndo solvente, um processo
conhecido como precipitacdo anti-solvente ou dispersédo liquido-liquido (PATEL; VELIKOV,
2014). Neste método, a zeina é primeiro dissolvida em uma solucéo hidroetanélica e em seguida
a solucdo é injetada em uma solucdo aquosa, a qual pode conter um tensoativo, e desta forma
ocorre uma separacdo de fases e consequentemente formacao de particulas por precipitacdo
(ZHANG; LUO; WANG, 2010).

A zeina se tornou alvo das pesquisas e ganhou interesse comercial por varias propriedades
e aspectos promissores. Por ter um nucleo principalmente hidrofébico a zeina serve como uma
Otima barreira de agua e pode ser utilizada como um excelente material de revestimento
(PALIWAL; PALAKURTHI, 2014). Esta proteina tem a capacidade de formar filmes
biodegradaveis, resistentes, flexiveis e hidrofébicos a um baixo custo, aléem de ter efeito
antimicrobiano (SHUKLA; CHERYAN, 2001).

Sua propriedade hidréfobica, resulta em uma fécil fabricacdo de micro / nanoparticulas
(PATEL; VELIKOV, 2014). A zeina apresenta também propriedades para o desenvolvimento
de sistemas coloidais, em diferentes formas e estruturas, incluindo filmes, nanoparticulas,
micelas, géis e fibras (PALIWAL; PALAKURTHI, 2014). Além da biocompatibilidade,

biodegradabilidade e pouca toxicidade, também é geralmente considerada segura pela Food and
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4 CONCLUSAO

Com base nos resultados através de método precipitacdo com anti-solvente, foi
possivel alcancar uma eficiéncia de encapsulagdo média de aproximadamente 100% para
o0s ativos, indicando uma boa interacdo dos ativos com o sistema. As nanoparticulas de zeina
preparadas neste estudo apresentaram um tamanho médio inicial compreendido entre 207 e
283 nm, um indice de polidispersédo de 0,168 a 0,256 e potencial zeta de -16 a +60 mV. As
nanoparticulas controle e contendo 6leo de menta (OM) precipitaram antes da analise de 30
dias, o que indica instabilidade nesses sistemas, que sdo comprovadas pelo aumento do
tamanho, indice de polidispersdo, pH e diminuicdo do potencial zeta. Em contrapartida as
nanoparticulas contendo 6leo de menta, clorpirifés e amitraz (NP_OM+AMZ+CPF) e as

nanoparticulas contendo 6leo
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de menta, cipermetrina e clorpirifés (NP_OM+CPM+CPF), mostrou variagdes na estabilidade
ao longo do tempo, porém ndo chegam a causar precipitacdo no sistema, fazendo com que
permanecam estaveis durante o tempo de analise e armazenamento. Analises de FTIR e DSC
concordam com a alta eficiéncia de encapsulacdo apontada para este sistema, pois na analise
das nanoparticulas ndo ha& evidencias de quantidades significativas de ativos livres. As

micrografias por AFM mostram que as nanoparticulas possuem uma estrutura esférica.

O presente trabalho fornece importantes informagdes sobre o processo de preparo e
caracterizacdo de nanoparticulas de zeina contendo uma mistura de inseticida boténico e
pesticidas quimicos visando aplica¢fes futuras na medicina veterinaria. Vale ressaltar que na
literatura sdo encontrados poucos trabalhos que estudam o nano/microencapsulamento destes
compostos e nenhum deles estuda o efeito sinérgico de substancias sintéticas e naturais. Do
ponto de vista fisico-quimico as nanoparticulas se mostram como bons sistemas carreadores
para 0s compostos analisados. Foi observado que o encapsulamento dessas substancias resultou

em aumento da estabilidade das nanoparticulas quando comparado com os sistemas controle.
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