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RESUMO 

 

O controle de ectoparasitas em bovinos é baseado no uso intensivo de acaricidas, 
desencadeando o desenvolvimento da resistência nos parasitas aos diversos 
compostos. Isso leva a problemas relacionados à biodisponibilidade, poluição 
ambiental, toxicidade para o hospedeiro e manejadores, e poder cumulativo de 
resíduo em produtos de origem animal. Nanotecnologia é utilizada para tentar diminuir 
e evitar estes problemas, possibilitando a confecção de nanopartículas que permitem 
o desenvolvimento de sistemas coloidais focados na entrega de nutrientes e fármacos. 
Deste modo, este estudo teve por objetivo preparar, caracterizar e desenvolver 
sistemas nanocarreadores a partir da zeína, associando ivermectina e isolados 
vegetais para otimizar o controle de carrapatos, produzindo formulações alternativas 
visando aplicações em veterinária. Nanopartículas de zeína foram desenvolvidas pelo 
método de precipitação com anti-solvente, sendo analisadas em função do tempo (0 
a 120 dias), avaliando suas propriedades físico-químicas, como, pH, diâmetro 
hidrodinâmico, polidispersão, potencial zeta e eficiência de encapsulação. Foram 
também realizados testes in vitro com R. (B.) microplus para determinar a eficácia 
carrapaticida, através de testes de pacote com larvas (TPL) e imersão de larvas (TIL) 
e adultos (TIA), além de avaliar a atividade residual das formulações desenvolvidas. 
Teste de toxicidade em Caenorhabditis elegans também foi realizado após 
constatação da ação carrapaticida. As formulações apresentaram diâmetro médio 
inicial por volta de 166 nm para nanopartículas sem ativos com potencial zeta de -21 
mV. Ao se realizar a encapsulação, ocorreu aumento de tamanho médio para cerca 
de 203 nm e de potencial zeta para -14 mV. Todas as nanoformulações apresentaram 
inicialmente índice de polidispersão próximo a 0,2, e concentração de partículas entre 
1,2 e 1,4 x 1013 partículas/mL. Durante o estudo as nanoformulações apresentaram 
aumento de tamanho e polispersão, e diminuição na concentração de partículas. Os 
ensaios in vitro realizados sobre R. (B.) microplus demonstraram que a nanopartícula 
de zeína sem nenhum composto não apresenta efeito, porém ao adicionar os 
compostos ativos, todas as formulações apresentaram ação acaricida, obtendo-se no 
TPL mortalidade entre 74 e 100%, e atividade residual superior a 94% no período de 
30 dias. Já para o TIA, a eficácia foi superior a 72% em concentrações entre 5 e 0,313 
mg/mL, e no TIL as nanoformulações apresentaram eficácia de 100% em 
concentrações entre 5 e 0,625 mg/mL. No teste de toxicidade com C. elegans 
observou-se que as nanoformulações não ocasionaram alterações após a exposição. 
Assim, foi possível desenvolver nanoformulações estáveis, permitindo o 
desenvolvimento de novos nanocarrapaticidas empregando-se menor concentração 
de princípios ativos, mantendo a eficácia, diminuindo o risco de presença de resíduos, 
promovendo um controle parasitário mais seguro. 
 
Palavras-chave: Nanopartículas. Carrapaticidas. Limoneno. Mentol. Citral. 
Ivermectina. Bovinos. 



 

 

COLA, D.F. Effect of zein nanocarriers containing association between plant isolates 

and ivermectin on Rhipicephalus microplus. 2021. 83 f. Thesis (PhD Doctorate in 

Environmental Sciences - Institute of Science and Technology, UNESP - Universidade 

Estadual Paulista, Soracaba, 2021. 

 

 

ABSTRACT 

 

The control of ectoparasites in cattle is based on the intensive use of acaricides, 
triggering the development of resistance in parasites to various compounds. This leads 
to problems related to bioavailability, environmental pollution, toxicity to the host and 
managers, and the cumulative power of waste in products of animal origin. 
Nanotechnology is used to try to reduce and avoid these problems, making it possible 
to manufacture nanoparticles that allow the development of colloidal systems focused 
on the delivery of nutrients and drugs. Thus, this study aimed to prepare, characterize 
and develop nanocarrier systems based on zein, combining ivermectin and plant 
isolates to optimize the control of ticks, producing alternative formulations aimed at 
veterinary applications. Zein nanoparticles were developed by the anti-solvent 
precipitation method, being analyzed as a function of time (0 to 120 days), evaluating 
their physical-chemical properties, such as pH, hydrodynamic diameter, 
polydispersion, zeta potential and encapsulation efficiency. In vitro tests were also 
carried out with R. (B.) microplus to determine the tick effectiveness by using larval 
packet tests (TPL) and larval immersion (TIL) and adults (TIA), in addition to assessing 
the residual activity developed formulations. Toxicity test on Caenorhabditis elegans 
was also carried out after finding the tick action. The formulations showed an initial 
average diameter of around 166 nm for nanoparticles without assets with a zeta 
potential of -21 mV. Upon encapsulation, there was an increase in average size to 
about 203 nm and zeta potential to -14 mV. All nanoformulations initially presented a 
polydispersity index close to 0.2, and a particle concentration between 1.2 and 1.4 x 
1013 particles/mL. During the study, nanoformulations showed an increase in size and 
polyspersion, and a decrease in the concentration of particles. The in vitro tests carried 
out on R. (B.) microplus demonstrated that the zein nanoparticle without any 
compound has no effect, however, when adding the active compounds, all formulations 
showed an acaricidal action, resulting in TPL mortality between 74 and 100 %, and 
residual activity greater than 94% in the 30-day period. As for TIA, the efficacy was 
greater than 72% in concentrations between 5 and 0.313 mg/mL, and in TIL, 
nanoformulations showed 100% efficacy in concentrations between 5 and 0.625 
mg/mL. In the toxicity test with C. elegans, it was observed that the nanoformulations 
did not cause changes after exposure. Thus, it was possible to develop stable 
nanoformulations, allowing the development of new nanocarrapaticides using a lower 
concentration of active ingredients, maintaining efficiency, decreasing the risk of the 
presence of residues, promoting safer parasitic control. 
 
Keywords: Nanoparticles. Carrapaticides. Limonene. Menthol. Citral. Ivermectin. 
Bovines. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O crescimento populacional exige um maior esforço para atender ao aumento 

da demanda de alimentos. Segundo estimativas realizadas pelas Nações Unidas, 

prevê-se que a população mundial cresça de 7,7 bilhões em 2019 para 8,5 bilhões em 

2030, para 9,7 bilhões em 2050 e para 10,9 bilhões em 2100. Este crescimento fará 

com que ocorra um aumento na demanda por produtos agrícolas em 35 a 50% até 

2050, exercendo ainda mais pressão sobre os recursos naturais do mundo (FAO, 

2019). 

Atualmente, observa-se que após décadas de declínio constante, a tendência 

da fome no mundo reverteu a partir de 2015, permanecendo praticamente inalterada 

nos últimos três anos em um nível ligeiramente abaixo de 11%. Porém, o número de 

pessoas que sofrem de fome aumentou lentamente. Como resultado, mais de 820 

milhões de pessoas no mundo passam fome hoje (FAO et al., 2019). 

Consequentemente, existe uma pressão na área de produção agropecuária 

para que a produção de alimentos ocorrera de forma crescente e constante, 

ressaltando-se a necessidade de produção cada vez mais sustentável. Nas últimas 

décadas, o consumo de carne assim como o de outros derivados de origem animal, 

como leite e ovos, triplicou em países de baixa ou média renda. Isso se deve a fatores 

como a urbanização e crescimento tanto populacional como da renda familiar 

(Steinfeld et al., 2006). Desta forma, o crescimento populacional resulta na exigência 

de uma maior eficiência produtiva, sendo que esta pode ser afetada por diferentes 

tipos de doenças, como as transmitidas por ectoparasitas. 

 

1.1 Pecuária brasileira e parasitismo 

O complexo pecuário é de grande importância para o progresso da economia 

de um país, sendo fundamental em processos que compreendem desde a 

disponibilização de alimentos de baixo custo à população até a formação de 

empregos, receita e mercado consumidor para bens industrializados. Em países como 

o Brasil, que apresentam condições naturais que propiciam benefícios relativos aos 

produtos agropecuários, ela apresenta outra função primordial, a de criar divisas para 

a aquisição de insumos e bens de capitais essenciais para o progresso da economia 

(Brasil, 2014a).  
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A pecuária bovina pode ser considerada como um dos mais relevantes setores 

do agronegócio brasileiro e, por conseguinte, da economia brasileira. O Brasil dispõe 

do maior rebanho comercial mundial com aproximadamente 215 milhões de cabeças 

de bovinos; é o maior exportador de carne bovina, sendo o segundo maior produtor 

de carne, atrás apenas dos Estados Unidos (ABIEC, 2019), e o quarto maior produtor 

de leite (Leite; Resende; Stock, 2019).  

Segundo dados da Associação Brasileira das Indústrias Exportadoras de Carne 

(ABIEC, 2019), o Brasil terminou o ano de 2018 apresentando aumento no Produto 

Interno Bruto (PIB), alcançando cerca de R$ 6,83 trilhões. No mesmo período, a 

pecuária apresentou um aumento de 8,3% em seu PIB, em relação ao ano anterior, 

somando cerca de R$ 597 bilhões. Desta forma, a pecuária elevou seu PIB para 8,7% 

em relação a sua participação no PIB total brasileiro, sendo que este valor abrange 

desde os insumos empregados na produção do gado, investimento em genética, 

rendimento dos animais, até o total negociado por indústrias e varejos, apresentando 

o maior valor já obtido na última década (ABIEC, 2019). 

Contudo, em virtude de requisitos sanitários e qualitativos do produto, o Brasil 

ainda não atinge mercados de produtos mais nobres. Outros fatores como a 

sustentabilidade ambiental do setor e os cuidados com o bem-estar animal também 

são considerados nas transações, podendo significar barreiras não tarifárias (Brasil, 

2014a).  

A criação animal é amparada por três principais pilares: sanidade, genética e 

nutrição. Em relação à sanidade, o controle parasitário em bovinos tem demandado 

intensos esforços, tanto pelos produtores rurais, como pelas indústrias farmacêuticas, 

com diminuição de alternativas de antiparasitários para serem lançadas no mercado, 

já que para se realizar o descobrimento de novas moléculas demanda tempo e 

recursos financeiros (Geary; Thompson, 2003). 

Os carrapatos são ectoparasitos relevantes para a saúde pública e sanidade 

animal, por transmitirem agentes infecciosos e ocasionarem danos a seus 

hospedeiros no decorrer da hematofagia (Trees, 1999; Blagburn; Dryden, 2009; 

Andreotti, 2010), pois se alimentam do sangue de um grande número de hospedeiros 

vertebrados (Flechtmann, 1973). Como consequência de seu comportamento 

hematófago, os carrapatos contraem uma grande variedade de micro-organismos que 

são transmitidos para seus hospedeiros, tornando-os assim importantes vetores de 

vários patógenos, incluindo protozoários, vírus e bactérias (Sonenshine; Roe, 2014). 
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Grandes infestações por Rhipicephalus (Boophilus) microplus, o carrapato bovino, 

apresentam relação direta com o baixo ganho de peso ou até mesmo com a perda de 

peso dos hospedeiros, variando de acordo com a susceptibilidade da raça bovina 

(Brizuela et al., 1996). O R. (B.) microplus realiza também a transmissão biológica da 

“tristeza parasitária bovina (TPB)”, um complexo de doenças causadas por infecções 

parasitárias não contagiosas, com diferentes agentes etiológicos, gerando perdas 

econômicas no desenvolvimento da pecuária (Silva et al., 2021). Devido às 

condições climáticas favoráveis do Brasil, as doenças parasitárias, principalmente as 

que envolvem este ectoparasita, acabam sendo endêmicas, demandando um cuidado 

especial no manejo sanitário (Martins, 2006). As doenças transmitidas por carrapatos 

bovinos resultam em grandes perdas, tanto para o gado leiteiro como também para o 

gado de corte, especialmente em climas tropicais e subtropicais (Costa et al., 2016). 

Na atualidade, o combate de carrapatos é baseado no uso de acaricidas em 

larga escala, o que propicia a crescente resistência dos parasitas aos diversos 

princípios ativos, sem solução satisfatória (FAO, 2004). É essencial que seja 

detectada a resistência logo que ela surgir, buscando a implementação de novas 

estratégias para mitigá-la, como combinações de drogas, visando garantir que as 

poucas existentes persistam em funcionamento (Vercruysse et al., 2011). 

Outros problemas causados pelo uso destes compostos são a poluição 

ambiental, toxicidade para o hospedeiro e manejadores, e poder acumulativo de 

resíduos em produtos provenientes de animais e seus derivados (carne, leite, queijos, 

couro, lã) (de Castro, 1997; Catto et al., 2010). Apesar disso, os acaricidas químicos 

ainda são a principal ferramenta utilizada no controle de carrapatos (Andreotti, 2010). 

Outros métodos de prevenção e controle de carrapatos também incluem 

vacinas contra os patógenos vetorizados por carrapatos (de la Fuente et al., 1999; 

Willadsen et al., 1995; Willadsen, 2006); métodos de controle biológico (Samish; 

Rehacek, 1999; Benjamin et al. al., 2002); além de estratégias de manejo integrado 

de pragas (Ghosh et al., 2006, 2007), que incluem instrumentos de controle 

fundamentadas em feromônios (Sonenshine, 2006). Além disso, o uso de repelentes 

e acaricidas contra os ectoparasitas é um modo tradicional de controle e manejo de 

carrapatos que afetam pessoas e animais (Debboun; Strickman, 2013; Lupi et al., 

2013; Abdel-Ghaffar et al., 2015; Benelli, 2016; Benelli et al., 2016). 

A resistência dos carrapatos aos acaricidas sintéticos promoveram a 

necessidade de novas pesquisas para desenvolvimento de formas alternativas para 
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controle de carrapatos em bovinos. Uma alternativa que tem se mostrado promissora 

é o uso da nanobiotecnologia em formulações com bioativos acaricidas. 

 

1.2. Compostos ativos utilizados no controle de ectoparasitas em veterinária 

1.2.1. Ivermectina 

A Ivermectina (IVM) (Figura 1) é um produto relativo ao grupo das lactonas 

macrocíclicas, desenvolvida inicialmente nos anos de 1970, no Japão, originário de 

fungos Streptomyces avermitilis, dando origem a uma nova classe, as avermectinas 

(Booth; McDonald, 1992). Seu mecanismo de atuação contra os parasitas acontece 

através do estímulo de liberação do neurotransmissor inibidor GABA (ácido gama-

aminobutírico) na fenda sináptica entre interneurônios do cordão central e neurônios 

motores (McCall; Lindemann; Porter, 1996). A ivermectina é composta por uma 

mistura racêmica dos isômeros 22,23-di-hidroavermectina B1a e 22,23-di-

hidroavermectina B1b. 

 

Figura 1: Estruturas químicas das substâncias homólogas que compõem a 

Ivermectina 

 

 

 

Deste modo, quanto mais elevada a liberação de GABA, mais elevada será a 

hiperpolarização do potencial de repouso normal das células pós-sinápticas, 

dificultando assim a neurotransmissão dos impulsos para os músculos periféricos 

(PIMPÃO et al., 2005). Assim sendo, perante a ação de uma quantidade mínima das 

avermectinas, os parasitas permanecem inertes, ocorrendo futuramente sua ejeção 

pelo organismo (Booth; McDonald, 1992). 
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A ivermectina vem sendo utilizada tanto no controle de vários endoparasitas e 

ectoparasitas, como na intervenção de infestações por sarnas sarcóptica, otodécica e 

demodécica (Booth; McDonald, 1992; Andrade; Rodrigues, 2002). As prováveis 

reações adversas ocasionadas pelo uso da Ivermectina são conhecidas e descritas 

em literatura médico-veterinária. Estas reações, quando a administração do fármaco 

ocorre por via oral, podem ser notadas em 24 horas, acarretando em: perda do 

controle motor provocando incapacidade de manter postura, membros cruzados e 

ataxia, fraqueza, letargia, perda de reflexos visuais, bradicardia, depressão 

respiratória, tremores, hipersalivação, midríase, coma e ocasionalmente a morte 

(Melo; Marques; Viana, 1995). 

Atualmente há uma série de produtos desenvolvidos à base de ivermectina 

para o controle de parasitas externos e internos dos bovinos no Brasil, como se 

observa na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Produtos disponíveis no Brasil para uso em bovinos à base de ivermectina, 

concentração e método de aplicação e dose recomendada 

 

Produto Aplicação Dose Recomendada 

Ade Tec® 1% Injetável 1 mL/50 Kg 

Bimectin® 3,5% Injetável 1 mL/50 Kg 

Contratack® 3,15% Injetável 1 mL/50 Kg 

Evol® 0,8% Injetável 1 mL/40 Kg 

Fort Up® 1% Injetável 1 mL/50 Kg 

Ivergen® 1% Injetável 1 mL/50 Kg 

Ivermectina Of 1% Injetável 1 mL/50 Kg 

Ivomec® 1% Injetável, Pour-On 1 mL/50 Kg 

Longamectina® 3,5% Injetável 1 mL/50 Kg 

Master LP 4% Injetável 1 mL/50 Kg 

Mectimax® 2% Injetável 1 mL/100 Kg 

Megamectin® 1% Injetável 1 mL/50 Kg 

Puritec® 3,5% Injetável 1 mL/50 Kg 

Ranger® 1% Injetável 1 mL/50 Kg 

Supramec® 0,5% Pour-On 1 mL/10 Kg 
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1.2.2 Óleos essenciais e seus constituintes 

Os óleos essenciais são conhecidos por serem complexas substâncias voláteis 

e lipofílicas, comumente odoríferas e líquidas, originárias do metabolismo vegetal 

secundário (Millezi et al., 2013), sendo obtidos a partir de diferentes plantas 

aromáticas de áreas de clima temperado ou quente. Podem ser produzidos a partir de 

diferentes porções da planta, como brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, 

frutos, raízes ou cascas, sendo acumulados em células secretoras, canais, cavidades, 

tricomas glandulares ou células epidérmicas (Bakkali et al., 2008). 

Os óleos essenciais apresentam variações em sua composição química devido 

à influência de fatores diversos, tais como o período de coleta, as condições climáticas 

e de solo, a técnica de extração utilizada, e o órgão do vegetal do qual o óleo foi 

extraído (Rodrigues, 2010). Esses compostos são formados, essencialmente, por 

terpenos, ésteres e fenilpropanóides, além de outros elementos de menor peso 

molecular (Bakkali et al., 2008). 

Os terpenos são compostos que apresentam múltiplas ações farmacológicas e 

biológicas, compostas por uma unidade básica nomeada de isopreno, que apresenta 

apenas em sua estrutura hidrogênio e carbono. Podem ser rotulados como 

monoterpenos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos e sesterpenos, segundo a 

quantia de átomos de carbono presentes na estrutura (Rodrigues, 2010). Estes 

compostos apresentam dentre suas diferentes atividades biológicas, a atividade 

repelente. 

A aplicação de monoterpenos para o controle de insetos e pragas pode ocorrer 

pela carência de pesticidas menos danosos ambientalmente e que ofereçam menos 

impacto negativo à saúde comparados aos pesticidas sintéticos (Ibrahim et al., 2001). 

Conforme Kelsey et al. (1984), as plantas produzem e exalam numerosos 

componentes voláteis a fim de se protegerem ou para atrair agentes de polinização. 

Diante disso, os óleos essenciais e seus constituintes são tidos como fontes potenciais 

de compostos biologicamente ativos, sobretudo contra micro-organismos, como 

bactérias, leveduras e fungos filamentosos. 

Devido aos problemas atuais relacionados com a resistência os produtos 

naturais podem ser alternativas viáveis e econômicas (Safaei-Cherehh et al., 2020). 

Óleos essenciais e extratos vegetais obtidos de diferentes partes de plantas têm 

apresentado efeitos promissores sobre os carrapatos, tanto efeito acaricida como de 

repelência (Nwanade et al., 2020). Esses produtos apresentam resultados que matam, 
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repelemr ou agem como inibidores da reprodução dos carrapatos (Nwanade et al., 

2020). Desta forma, os acaricidas e repelentes botânicos se apresentam como uma 

alternativa de alto potencial aos acaricidas químicos para o controle de carrapatos. 

 

1.2.3 Isolados vegetais 

A partir de óleos essenciais é possível isolar compostos ativos como limoneno, 

citral e mentol, que possuem atividade acaricida e inseticida (Ibrahim et al., 2001) e 

atividade antiparasitária (Rates, 2001), apresentando ação repelente contra larvas de 

carrapato, que não chegam a se estabelecerem no bovino, auxiliar no controle a ação 

hematófaga, transmissão da “tristeza parasitária bovina (TPB)” e danos no couro.  

O Limoneno (LIM), 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno (Figura 2a), de fórmula 

molecular C10H16, é um monoterpeno monocíclico que compõe os óleos essenciais de 

diferentes espécies de plantas aromáticas, das quais destacam-se a Lippia alba e 

Artemisia dracunculus, além de poder também ser identificado em óleos essenciais 

de cítricos como laranja, limão e tangerina (Amaral, et al, 2007). Por apresentar odor 

cítrico característico, o Limoneno é amplamente utilizado como fragrância em 

sabonetes, perfumes, bebidas e alimentos (Sun, 2007). O Limoneno pode ser 

empregado como inseticida para o controle de ectoparasitas em animais, com ação 

contra ácaros, insetos e micro-organismos (Hollingsworth, 2005). O limoneno figura 

entre os óleos essenciais de frutas cítricas, revelando ação anti-inflamatória, 

antioxidante e antifúngica (Singh et al., 2010).  

 

Figura 2: Estrutura química dos isolados vegetais: a) Limoneno, b) Citral, c) Mentol 
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O Citral (CIT), 3,7-dimetil-2,6-octadienal (Figura 2b), de fórmula molecular 

C10H16O, é um monoterpenóide oriundo da mistura de 2 isômeros, o geranial (Citral 

A) e o neral (Citral B). Também conhecido como Lemonal, o Citral possui grande uso 

na indústria farmacêutica e podem servir de matéria de partida para produção de 

compostos relevantes como a vitamina A, iononas e metil-iononas (Prins et al., 2008).  

O Mentol (MEN), 5-metil-2-isopropilciclo-hexanol (Figura 2c), de fórmula 

molecular C10H20O, é um álcool terpênico cíclico, que apresenta ampla aplicação nas 

indústrias de cosméticos, farmacêutica e alimentícia (Sanganeria, 2005), além de 

apresentar atividade antimicrobiana e digestiva (Lorenzi; Mattos, 2008). 

 

1.3 Nanotecnologia aplicada à veterinária 

O emprego da nanotecnologia na área veterinária permite contribuir no 

progresso de uma nova geração de produtos veterinários, de modo a elevar a ação 

destes, além de diminuir prováveis efeitos tóxicos em animais e de diminuir a 

possibilidade de contaminação ambiental causada pela utilização ininterrupta destes 

compostos. O emprego da nanotecnologia possibilita o aumento do tempo de meia-

vida dos medicamentos, permitindo que haja a melhoria da internalização dos 

mesmos, diminuindo sua degradação e sua eliminação, fornecendo mecanismos de 

liberação lenta dos medicamentos carregados (El-Sayed; Kamel, 2020).  

Diversos benefícios advindos da associação de um composto bioativo a 

sistemas nanoestruturados podem ser destacados, como por exemplo, a aplicação 

racional destes compostos, visto que tanto o número de doses como a concentração 

podem ser diminuídos durante o tratamento. Além disso, existe a perspectiva de 

aplicação em novas vias de administração, a redução na produção de resíduos em 

produtos de origem animal, redução do estresse ocasionado pela aplicação 

medicamentosa, a diminuição de toxicidade e efeitos adversos, assim como a 

aplicação de novas moléculas na terapêutica animal (Brandão et al., 2011). 

Embora a nanotecnologia esteja em amplo avanço, é necessário o 

desenvolvimento de muitas pesquisas para que essa tecnologia se torne comum 

dentro da medicina veterinária. Os sistemas nanocarreadores de compostos bioativos, 

como as nanopartículas já permitem que a medicina veterinária reveja os métodos 

terapêuticos para as doenças que desafiam a ciência, utilizando uma abordagem 

diferente, aumentando seu armamento farmacêutico. A aplicação da nanotecnologia 
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à medicina veterinária propicia uma oportunidade de melhorar a administração de 

medicamentos, vitaminas, minerais e vacinas por métodos adequados para aplicação 

em massa, em sistemas de produção de animais. Também possibilita o uso de testes 

para diagnósticos rápidos e sensíveis para muitas doenças veterinárias in situ, 

oferecendo assim, maior potencial para melhorar o manejo e a produtividade do 

rebanho (Underwood; Van Epa, 2012). 

O desenvolvimento de sistemas nanocarreadores auxilia os inseticidas naturais 

utilizados no controle de doenças em animais a superar limitações, como 

fotossensibilidade, termossensibilidade e degradação por micro-organismos. Quando 

estes sistemas são utilizados com produtos sintéticos, além de superar as limitações 

supracitadas, também podem ajudar a superar os problemas e efeitos colaterais 

causados no meio ambiente e à saúde do animal (Roy; Bajpai; Bajpai, 2009; Irache et 

al., 2011). 

As nanopartículas utilizadas na biologia foram desenvolvidas para diversas 

aplicações na medicina, incluindo doenças infecciosas. O desenvolvimento de 

nanopartículas nessa área tem sido benéfico devido ao seu efeito antimicrobiano 

seletivo com baixa toxicidade contra o hospedeiro e sua capacidade de colocar sua 

ação em alvos específicos (Torres-Sangiao; Holban; Gestal, 2016). Os sistemas de 

transporte são utilizados focando na entrega e na estabilização de drogas bioativas e 

moléculas antimicrobianas, garantindo tanto sua especificidade, como também a 

liberação controlada (Holban; Gestal; Grumezescu, 2016). O revestimento de 

dispositivos médicos é uma grande vantagem no campo de doenças infecciosas, por 

exemplo, superfícies e dispositivos nanomodificados provaram ser muito eficientes 

para reduzir a fixação microbiana e a formação de biofilme (Holban; Gestal; 

Grumezescu, 2014; Lara et al., 2015). 

A nanotecnologia também possibilita o desenvolvimento de veículos de entrega 

para antígenos de vacinas, apresentando vantagens, pois limitam os efeitos colaterais 

adversos, melhoram a estabilidade e também podem estimular a resposta imune, de 

forma que adjuvantes ou administração repetida não sejam necessários (Shams, 

2005; Calderon-Nieva et al., 2017). Combinada à nanotecnologia, a imunização da 

mucosa sem agulha, utilizando-se a via nasal ou pulmonar, pode facilitar a vacinação, 

garantindo proteção suficiente contra doenças que podem causar sérias perdas 

econômicas ao produtor (Calderon-Nieva et al., 2017). A vacinação nasal e a 

pulmonar (via inalação) são atraentes em razão do fácil acesso, à alta vascularização 
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e permeabilidade e ao metabolismo limitado na cavidade nasal (Bitter; Suter-

Zimmermann; Surber, 2011; Calderon-Nieva et al., 2017).  

A pesquisa de nanopartículas apresenta grande interesse à ciência, pois pode 

ser usada em vários campos, como medicina, veterinária, indústria alimentícia, 

manufatura dentre outros. As nanopartículas estão se tornando mais atraentes à 

medida que novas utilizações, de diagnósticos médicos a veículos de terapia gênica, 

são descobertas.  

As nanopartículas metálicas têm apresentado resultados promissores na busca 

de novas alternativas para o controle de doenças que acometem o gado. Demenev et 

al. (1996), mostraram pela primeira vez a possibilidade de usar partículas de ouro 

coloidal como parte de uma vacina antiviral como portadores do antígeno proteico da 

cápside do vírus da encefalite transmitida por carrapatos. Segundo os autores, a 

vacina experimental oferecida tinha propriedades protetoras mais altas que seus 

análogos comerciais, apesar do fato de a vacina não conter adjuvantes. A partir deste 

estudo, diferentes pesquisadores buscaram o desenvolvimento de novas vacinas para 

o combate de diferentes doenças ocasionadas por diferentes patógenos, onde 

antígenos e haptenos foram conjugados com nanopartículas de ouro para utilização 

na imunização de animais (Dykman; Khlebtsov, 2017). A eficácia dos produtos 

fitoterápicos pode ser melhorada, como o tratamento recente de nanopartículas de 

prata antiparasitas usando Cissus quadrangularis contra Hippobosca aculata e 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Santhoshkumar et al., 2012). 

Outro tipo de nanopartículas utilizadas são as peguiladas ou polyplex, que 

oferecem a possibilidade de promover o aumento da biodistribuição dps compostos 

encapsulados. As nanopartículas podem ajudar a medicina veterinária no tratamento 

em massa de ectoparasitas, facilitando a interação fármaco-parasita (Cruz; Molento, 

2015).  

Assim, a pesquisa de nanopartículas apresenta grande interesse à ciência, pois 

pode ser usada em vários campos, como medicina, veterinária, indústria alimentícia, 

manufatura dentre outros. Esses materiais podem ser usados com propósitos 

benéficos, mantendo as propriedades e funções iniciais (Bhati-Kushwaha; Malik, 

2014). 
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1.3.1 Produtos comercializados e patentes à base de nanotecnologia 

O levantamento de produtos foi realizado usando o mecanismo de pesquisa 

Nanotechnology Products Database, que fornece estatísticas mais recentes sobre 

produtos à base de nanotecnologia disponíveis nos mercados de todo o mundo. O 

resultado está demonstrado na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Produtos à base de nanotecnologia disponíveis nos mercados de todo o 

mundo, composição, aplicação e país de origem 

 

Produto Composição Aplicação País 

MagicAgro® Dióxido de titânio Antimicrobiano e 

esterilizante 

Irlanda 

Nanonip® Nanopartícula de prata Antibacteriano e 

antifúngico 

Irã 

APA Ceftiofur 

S 

Cloridrato de Ceftiofur Antibiótico Vietnã 

APA Tylodo P Tartarato de tilosina, e 

Hyclate de doxiciclina 

Prevenção e 

tratamento de doenças 

respiratórias 

Vietnã 

APA Perin Permetrina Tratamento de 

ectoparasitas 

Vietnã 

APA Toltra 5 S Toltrazuril Antiparasitário Vietnã 

APA IVE 

NITRO I 

Ivermectina e nitroxinil Combate a 

nematoides intestinais 

e ectoparasitas 

Vietnã 

APA AMOX P Amoxicilina tri-hidratada Antibacteriano Vietnã 

APA CALCI BS 

S 

Fosfato tricálcico, 

vitamina A, vitamina D3, 

vitamina E 

Suplementação 

nutricional 

Vietnã 

TraumaPet® 

Gel Ag 

Nanopartícula de prata Antibacteriano e 

fungicida 

República 

Checa 

ASAP Pet 

Shield® 

Nanopartícula de prata Antibacteriano e 

fungicida 

EUA 
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Neuna Forte® Nanopartícula de prata Suplementação 

nutricional 

Índia 

LifeTide® SW 5 Plasmídeo de DNA Tratamento para 

aumentar o número de 

animais desmamados 

EUA 

Nanosept® Nanopartícula de prata Desinfetante Hungria 

ECS® Nanopartícula de prata Desinfetante Malásia 

DoxSorb® Dióxido de silício Desinfetante e 

antibacteriano 

Taiwan 

Diapreven® Dióxido de silício Desinfetante e 

antibacteriano 

Taiwan 

Doxvire® Dióxido de silício Desinfetante e 

antibacteriano 

Taiwan 

Doxfunina® Dióxido de silício Desinfetante e 

antibacteriano 

Taiwan 

Arcavit® L 

Forte 

Complexo 

nanoencapsulado de 

vitaminas, aminoácidos 

e oligoelementos 

Suplementação 

nutricional 

Itália 

Arcavit® WP Complexo 

nanoencapsulado de 

vitaminas, aminoácidos, 

oligoelementos e extrato 

botânico 

Suplementação 

nutricional 

Itália 

SomGuard® Nanopartícula de prata Desinfetante e biocida Índia 

Acurosil® Nanopartícula de prata Antibacteriano e 

desinfetante 

Índia 

Viroclean® Dióxido de silício Desinfetante Taiwan 

agpure® Nanopartícula de prata Antibacteriano e 

fungicida antialérgico 

Alemanha 

Fonte: Nanotechnology Products Database. 
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Realizou-se também um levantamento sobre as patentes existentes a partir de 

2015, pertinentes ao uso da nanotecnologia relacionadas às ciências veterinárias. 

Utilizou-se a base de dados de pesquisa de patentes descrito por Derwent Innovations 

Index (Thomson Reuters, 2020). Os resultados são demonstrados na Tabela 3, onde 

se observa produtos destinado à nutrição, tratamento e diagnóstico, vacina, 

antiparasitário, fabricação de medicamentos e usos gerais em ciências e medicina 

veterinárias. 

 

Tabela 3: Termos pesquisado, número de patente, detentores, inventores e usos 

indicados de patentes registradas 

 

Termo pesquisado Número de 

patente 

Detentores Inventores Uso 

indicado 

Veterinary 

nanotechnology 

RU2708616-C1 KROLEVETS 

A.A. 

KROLEVETS 

A.A. 

Ciências 

Veterinárias 

RU2703269-C1 KROLEVETS 

A.A. 

KROLEVETS 

A.A. 

Ciências 

Veterinárias 

RU2699788-C1 KROLEVETS 

A.A. 

KROLEVETS 

A.A. 

Ciências 

Veterinárias 

RU2688146-C1 KROLEVETS 

A.A. 

KROLEVETS 

A.A. 

Medicina 
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Embora o uso de sistemas nanoestruturados na medicina veterinária apresente 

vantagens, há necessidade do emprego de materiais de fontes renováveis e que não 

levem ao surgimento de resíduos perigosos (Nath; Banerjee, 2013). Assim, a 

produção de nanomateriais deve se basear na química e na nanotecnologia verde, 

utilizando-se solventes seguros e polímero biodegradáveis, biocompatíveis e de baixa 

toxicidade, como é o caso da zeína (Luo; Wang, 2014).  

 

1.3.2 Nanopartículas de zeína 

A zeína, proteína encontrada no milho, representa cerca de 50% das proteínas 

totais presentes neste grão, mais especificamente “zeína” é o nome de uma proteína 

do endosperma, a qual confere sua dureza (Shukla; Cheryan, 2001). A zeína pertence 

à classe das prolaminas, que ocorrem especificamente em cereais (a exemplo da 

hordeína na cevada e gliadina no trigo) (Paliwal; Palakurthi, 2014). A zeína 

compreende uma mistura de vários polipeptídeos e foi identificada em quatro classes 

principais: α-zeína, β- zeína, γ-zeína e δ-zeína, sendo a α-zeína a maior representante 

deste grupo com cerca de 70-85%. Esta classificação é realizada com base na 

solubilidade, peso molecular e estrutura de cada fração (Girija Aswathy et al., 2012; 

Zhang et al., 2015). 

A zeína pode ser classificada no grupo das prolaminas, sendo estas 

representadas pela elevada taxa de aminoácidos apolares, fornecendo estrutura 

molecular hidrofóbica, com solubilidade em álcool para sua extração (Shukla; 

Cheryan, 2001). A concentração de zeína pode condizer a uma concentração de até 

60% da totalidade da concentração de proteínas encontradas no grão de milho e é 
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descrita conforme sua semelhança em massa molecular, solubilidade em solventes e 

estrutura em quatro subclasses: alfa, beta, gama e delta, onde comumente a alfa-

zeína se apresenta em maior quantidade, também podendo existir modificações na 

composição em genótipos diferentes de milho (Papalia; Londero, 2015). 

A alfa-zeína se define pela grande quantidade de aminoácidos hidrofóbicos 

(alanina, leucina e prolina), a beta-zeína apresenta taxas elevadas de aminoácidos 

sulfurados, a gama-zeína é constituída por resíduos de prolina, enquanto que a delta-

zeína apresenta em sua composição aminoácidos sulfurados além de prolina e leucina 

(Larkins et al., 1993; Oliveira et al., 2004; Papalia; Londero, 2015). 

A quantidade elevada de aminoácidos não polares (glutamina-20%, leucina-

20%, alanina-14%, prolina-9%), torna a zeína não solúvel em água pura ou álcool, 

mas permite que seja solúvel em soluções de álcool 80-90% e também em acetona. 

A zeína, por apresentar resíduos hidrofílicos e hidrofóbicos distribuídos em sua 

estrutura, é uma proteína anfifílica, contudo se comporta como uma proteína 

hidrofóbica (Sousa et al., 2013). 

A zeína, por apresentar grau elevado de polimerização e propriedades 

isolantes, destaca-se por seu uso na preparação de filmes para a preservação de 

alimentos perecíveis e no desenvolvimento de micro e nanocápsulas na indústria 

farmacêutica (Papalia; Londero, 2015). As características da zeína possibilitam a 

elaboração de sistemas coloidais, com distintas formas e estruturas, incluindo filmes, 

micelas, nanopartículas, fibras e géis (Paliwal; Palakurthi, 2014). Dessa forma, a zeína 

é um alvo de grande interesse científico, focado na elaboração de sistemas de entrega 

de nutrientes e fármacos, para áreas como a ciência de alimentos, farmacêutica e 

biomedicina (Shukla; Cheryan, 2001; Kim; Xu, 2008; Luo; Wang, 2014). 

Existem muitas metodologias descritas na literatura para a preparação de 

nanopartículas de zeína utilizadas para carregamento de diferentes compostos ativos 

(Pascoli et al., 2018), incluindo nanoprecipitação, dispersão líquido-líquido, separação 

de fases e eletropulverização. As técnicas de encapsulamento são métodos atrativos 

baseados em processos de precipitação (Tarhini; Greige-Gerges; Elaissari, 2017). 

Apesar da eficácia dos métodos existentes para o preparo de nanopartículas de zeína, 

ainda existem desafios consideráveis em relação à estabilidade química desses 

sistemas sob diferentes condições de armazenamento (Li et al., 2013; Park; Park; 

KIM, 2015). Chen e Zhong (2014) estudaram dispersões de nanopartículas de zeína 

e concluíram que elas apresentavam baixa estabilidade coloidal, formando 
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prontamente agregados e precipitados nas formulações, perdendo sua 

funcionalidade. 

Tendo em vista que a tecnologia de nanoencapsulação em partículas de zeína 

oferece considerável potencial para o desenvolvimento de formulações capazes de 

melhorar as propriedades dos compostos encapsulados, é essencial o 

desenvolvimento de estratégias para possibilitar a melhorar da estabilidade química e 

estender a vida útil desses sistemas. 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 Esta tese teve como objetivo principal preparar, caracterizar e desenvolver 

sistemas nanocarreadores a partir de zeína, utilizando isolados vegetais em 

associação à Ivermectina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Esta tese apresenta os seguintes objetivos específicos: 

 Desenvolvimento de metodologia analítica para quantificação da Ivermectina e 

dos isolados vegetais citral, limoneno e mentol, através de cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE); 

 Preparo de sistemas nanocarreadores contendo combinações de Ivermectina 

e dos isolados vegetais citral, limoneno ou mentol; 

 Caracterização e avaliação da estabilidade físico-química dos sistemas 

nanocarreadores desenvolvidos, avaliando: pH, diâmetro médio, polidispersão, 

potencial zeta e eficiência de encapsulação em função do tempo; 

 Investigação de toxicidade utilizando o organismo de solo Caenorhabditis 

elegans, a fim de verificar o mecanismo de interação entre o sistema 

nanocarreador e o nematoide, para avaliação de possíveis impactos a 

organismos não-alvos; 

 Avaliação de atividade acaricida e repelente na espécie alvo: carrapato 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Materiais 

 Ivermectina - doado pela Ipanema Ind. Produtos Veterinários 

 Ivomec® 1% injetável- Merial® 

 Citral - Sigma® 

 Limoneno - Sigma® 

 Mentol - Sigma® 

 Zeína - Sigma® 

 Pluronic F-68 – Sigma® 

 Clorofórmio (grau espectroscópico analítico) - Merck® 

 Álcool etílico - Merck® 

 Acetonitrila (grau HPLC) – JT Baker® 

 Metanol (grau HPLC) – JT Baker® 

 Filtros de 45μm - Millipore® 

 Dispositivos de ulltrafiltração de celulose regenerada de 30 kDa-Milipore® 

 Agitador magnético - Tecnal® 

 Microcentrífuga - MiniStar® 

 Analisador de partículas Zetasizer Nano ZS 90 - Malvern® 

 Analisador de partículas NanoSight LM10 - Malvern® 

 pHmetro – MS Technopon® 

 Sistema de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência - UltiMate™ 3000 

RSLCnano LC System - ThermoScience® 

 Coluna cromatográfica Varian® C18, fase reversa, 5μ 110A, 250x4,60mm 

 Coluna cromatográfica Phenomenex®, Gemini-NX C18, 5μ 110A, 150x4,60mm 

 Injetor manual 

 Software Galaxie Workstation 

 Programa estatístico GraphPad Prism 7 

 

3.2 Metodologia analítica para quantificação dos compostos ativos 

 A quantificação dos compostos ivermectina, citral, limoneno e mentol foi 

executada por meio da técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

Através de ajuste do método cromatográfico ideal, construiu-se a curva analítica para 

cada composto estudado, a fim de quantificar a eficiência de encapsulação destes nos 



35 
 

 

sistemas nanocarreadores. As condições cromatográficas para ivermectina, citral, 

limoneno e mentol estão expostas na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Condições cromatográficas dos compostos estudados 

 

Ivermectina 

Fase móvel Acetonitrila/Água/Metanol (250:90:10) (v/v/v) 

Volume de injeção 100 μL 

Fluxo 1,5 mL/min 

Temperatura Ambiente (25°C) 

Detector Ultravioleta (UV), λ= 246 nm 

Coluna Cromatográfica Varian®, C18, 5 μm, 110A, 250 x 4,60 mm 

Citral 

Fase móvel Acetonitrila/Água (70:30) (v/v) 

Volume de injeção 100 µL 

Fluxo 1,0 mL/min 

Temperatura Ambiente (25°C) 

Detector Ultravioleta (UV), λ= 233 nm 

Coluna Cromatográfica Phenomenex® Gemini-NX, C18, 5 μm, 110A, 

150 x 4,60 mm 

Limoneno 

Fase móvel Metanol/Água (85:15) (v/v) 

Volume de injeção 20 µL 

Fluxo 1,0 mL/min 

Temperatura Ambiente (25°C) 

Detector Ultravioleta (UV), λ= 204 nm 

Coluna Cromatográfica Phenomenex® Gemini-NX C18 5μ 110A, 150 

x 4,60 mm 

Mentol 

Fase móvel Metanol/Água (70:30) (v/v) 

Volume de injeção 20 µL 

Fluxo 1,0 mL/min 

Temperatura Ambiente (25°C) 
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Detector Ultravioleta (UV), λ= 270 nm 

Coluna Cromatográfica Phenomenex® Gemini-NX C18 5μ 110A, 150 

x 4,60 mm 

 

3.2.1 Validação da metodologia de quantificação dos compostos ativos 

A validação de um método possibilita demostrar que este é adequado ao uso 

desejado. As características principais para a validação de um método analítico são: 

exatidão, linearidade, precisão, limite de quantificação (LQ) é limite de detecção (LD), 

(Valentini; Sommer; Matioli, 2013). Desta forma, neste trabalho a metodologia de 

quantificação dos ativos foi avaliada seguindo instruções dos documentos de caráter 

orientativo do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 

2011) e da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Brasil, 2003). 

3.2.2 Seletividade 

A especificidade ou seletividade é um parâmetro que se relaciona com a 

capacidade de uma metodologia analítica em distinguir e aferir o composto de 

interesse (analito) na presença de interferentes (Brasil, 2003; INMETRO,2011). Para 

esta avaliação, foram realizadas injeções dos compostos utilizados no preparo dos 

sistemas nanocarreadores sem a adição dos isolados vegetais.  

 

3.2.3 Linearidade 

O parâmetro linearidade aponta se o resultado do ensaio alcançado é 

diretamente proporcional a concentração do analito na amostra. Recomenda-se que 

estes estudos sejam realizados em um período de concentrações de pelo menos cinco 

concentrações diferentes. O coeficiente de correlação (r), parâmetro indicativo de 

qualidade da curva, é apresentado pela equação matemática obtida por métodos 

estatísticos adequados, permitindo avaliar a razão entre a área dos picos dos padrões 

com os valores dos padrões utilizados. O valor mínimo admissível do coeficiente de 

correlação (r) deve ser = 0,99 (Brasil, 2003; INMETRO, 2011). 

 

3.2.4 Limite de Detecção e Quantificação 

 O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) são obtidos para se 

designar a capacidade analítica na determinação qualitativa e quantitativa de 

compostos químicos em uma determinada matriz, onde o LD (equação 1) é a menor 
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quantia de substância que se pode detectar em uma amostra, porém não 

essencialmente quantificada como valor exato; já o LQ (equação 2) indica a menor 

concentração de analito que pode se quantificar em uma amostra, com aceitáveis 

exatidão e precisão (Brasil, 2003; INMETRO,2011). 

𝐿𝐷 =
஽௉×ଷ

ூ஼
      (1) 

𝐿𝑄 =
஽௉×ଵ଴

ூ஼
      (2) 

 

onde, DP é o desvio padrão do coeficiente linear com o eixo y e IC é a inclinação da 

curva analítica média. 

 

3.3 Preparo de nanopartículas de zeína contendo ingredientes ativos 

As nanopartículas de zeína foram preparadas conforme o método de 

precipitação com anti-solvente descrito por HU e McClements (2014), com 

modificações. Inicialmente, uma solução de zeína (2% p/v) foi preparada em solução 

hidroetanólica (85% v/v) e mantida sob agitação durante a noite (overnight). A solução 

de zeína então foi centrifugada por 30 minutos a 4.500 rpm e posteriormente 

submetida a um tratamento térmico (15 minutos a 75 °C). Finalmente, a solução foi 

filtrada utilizando-se filtros de seringa (0,45 μm - Milipore). 

Para preparar as nanopartículas contendo os compostos ativos, 600 mg de 

cada ativo foram adicionados a 10 mL da solução de zeína. Foram preparadas 

formulações contendo a mistura de Ivermectina com Citral (NPZ_IVM+CIT), a mistura 

de Ivermectina e Mentol (NPZ_IVM+MEN), e a mistura de Ivermectina e Limoneno 

(NPZ_IVM+LIM), todas as formulações contendo 2% (p/v) de cada composto ativo. 

Foi preparada uma solução aquosa de Pluronic F68 a 2% (p/v) e o pH foi ajustado 

para 4,0. Com o apoio de uma seringa, a solução de zeína contendo os ativos (10 mL) 

foi rapidamente injetada na solução de Pluronic F68 sob agitação magnética. A 

dispersão coloidal foi agitada para evaporação do etanol, sob temperatura ambiente. 

Nanopartículas de controle também foram preparadas sem a adição dos compostos 

ativos na solução de zeína. 

 

3.4 Estabilidade físico-química 

A fim de mensurar a estabilidade das formulações de nanopartículas de zeína, 

foram determinadas algumas propriedades físico-químicas, tais como tamanho 
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(diâmetro hidrodinâmico), polidispersão, potencial zeta, pH e eficiência de 

encapsulação em função do tempo (0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias). Foram efetivadas 

análises estatísticas por ANOVA seguida de teste de Tukey com significância p< 0,05 

empregando o programa GraphPad Prism 7. 

 

3.4.1. Diâmetro hidrodinâmico e polidispersão 

3.4.1.1. Espectroscopia de correlação de fótons 

Para realizar a avaliação do tamanho médio (diâmetro hidrodinâmico) e da 

distribuição de tamanho das nanopartículas (polidispersão), foi empregada a técnica 

de espectroscopia de correlação de fótons (ECF), também intitulada como Dynamic 

Light Scattering (Dispersão de luz dinâmica). Para isso, as nanopartículas foram 

diluidas (1000 vezes) em água deionizada e utilizando-se o analisador de partículas 

ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern®) a um ângulo fixo de 90 º, a temperatura ambiente 

(25ºC), obtendo-se a distribuição de tamanho pelo índice de polidispersão (PDI). O 

resultado foi demonstrado como média de três determinações. 

 

3.4.1.2 Rastreamento de nanopartículas 

A metodologia de rastreamento de nanopartículas foi empregada para 

determinar a distribuição de tamanho e a concentração das nanopartículas. Para 

realizar esta análise utilizou-se uma célula NanoSight LM 10 (laser verde, 532 nm) e 

uma câmera sCMOS e software NanoSight (versão 3.1). As suspensões de 

nanopartículas foram diluídas (1500 vezes) em água deionizada, sendo realizadas 

análises em triplicata para cada amostra. Foram realizados 5 vídeos de 90 segundos, 

onde para cada vídeo o conteúdo da célula foi deslocado, utilizando-se no total 1 mL 

da amostra diluída. O equipamento foi ajustado para que as leituras fossem realizadas 

a 25°C (Anderson et al., 2013). 

 

3.4.2. Potencial Zeta 

Segundo Greenwood (2003), quando em contato com a água, as 

nanopartículas adquirem uma carga na superfície no entorno da partícula e esta carga 

de superfície pode ser medida em mV, empregando-se o analisador Zetasizer Nano 

ZS 90 (Malvern®). As análises foram realizadas com a diluição das formulações em 

água deionizada pura (1:1000 v:v), sem ajuste de pH, à temperatura ambiente (25 °C) 

e os resultados foram apresentados como médias de três determinações. 
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3.4.3. Análises do pH 

Monitorar o pH é importante para avaliar a estabilidade das formulações. As 

alterações sofridas pelo pH podem apontar a degradação do polímero ou de outros 

componentes presentes na formulação. O pH foi medido durante 120 dias em um 

potenciômetro (Tecnal®), calibrado com soluções tampão em pH 4,0 e 7,0. 

 

3.4.4 Eficiência de encapsulação dos ativos nas formulações e Eficiência de 

carregamento de droga (Drug Loading) 

A quantidade dos compostos encapsulados às nanopartículas foi determinada 

através do método de ultrafiltração/centrifugação, que se fundamenta em submeter à 

suspensão de nanopartículas à centrifugação em instrumentos de ultrafiltração 

compostos por celulose regenerada de 10 kDa (Microcon – Millipore®) e quantificar o 

ultrafiltrado através da técnica de CLAE (Gamisans et al., 1999; Schaffazick et al., 

2003; Kilic et al., 2005), como descrito no item 3.2. 

A técnica se baseia no fato em que somente o ativo que está livre irá transpor 

a membrana de celulose. Logo, através da diferença entre a quantia de fármaco 

empregada (100%) e a quantia não associada às nanopartículas, conseguimos 

precisar a eficiência de fármaco encapsulado nas nanopartículas. 

A eficiência de encapsulação (% EE) foi determinada por meio da equação (3): 

 

%𝐸𝐸 =
஺

஻
× 100     (3) 

onde A representa a quantidade encapsulada do ativo nas partículas e B a quantidade 

de ativo inicialmente adicionada às formulações. 

 Já a Eficiência de Carregamento de Drogas, conhecida também como Drug 

Loading, corresponde à capacidade de carga de medicamentos que uma determinada 

partícula possui, onde uma alta capacidade de carregamento de drogas de um 

sistema de administração de medicamentos é sempre preferida, pois permite 

minimizar o uso de polímeros (HUANG et al., 2018). A eficiência de carregamento de 

droga (%ECD) pode ser calculada através da equação (4): 

 

%𝐸𝐶𝐷 =  
஺

஼
 𝑋 100     (4) 
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onde A representa a quantidade encapsulada do ativo nas partículas e C a quantidade 

inicial de ativos somado a quantidade de excipientes. 

 

3.5 Avaliação in vitro de toxicidade em organismo não-alvo 

Essa etapa foi realizada no Laboratório de Bioquímica e Toxicologia em 

Caenorhabditis elegans (GBToxCe) da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), 

Uruguaiana/RS, sob a orientação da Dra. Daiana Silva Ávila. 

Para os testes de avaliação de toxicidade em organismo não-alvo, foram 

utilizados Caenorhabditis elegans da linhagem Bristol N2 (tipo selvagem), obtidos do 

Caenorhabditis Genetics Center (CGC). Os mesmos foram mantidos em meio NGM 

(meio de crescimento para nematoides) com Escherichia coli OP50 como fonte de 

alimento, sob temperatura constante de ± 21°C (Brenner, 1974). 

Para obtenção das populações na fase larval L1, foi realizado o rompimento da 

cutícula dos nematoides hermafroditas grávidos utilizando uma solução de lise (1% 

NaOCl; 0,25M NaOH e água destilada) para a liberação dos ovos e posterior eclosão 

desses nematoides (Stiernagle, 1999). Posteriormente, foi feita a curva de 

sobrevivência a partir de diferentes concentrações da formulação comercial Ivomec®, 

através de diluições em água destilada, com o intuito de se obter a faixa adequada de 

trabalho, obtendo a CL50%, que indica a concentração de um produto que leva à 

morte de 50% dos indivíduos num tempo pré-estabelecido (Queiroz, 2015). Para isso 

1500 vermes no estágio larval L1 foram expostos a um tratamento agudo (30 minutos) 

com as formulações (Ivomec® e nanoformulações) em microtubos (grupo tratado) ou 

a água destilada (grupo controle). Em seguida, para a remoção do tratamento, os 

microtubos foram centrifugados a 7000 rpm por 3 min, e realizadas três etapas de 

lavagem com tampão M9. Por fim, o excesso de sobrenadante foi retirado e os 

nematoides colocados em placas com o meio NGM e a bactéria E. coli OP50 como 

fonte de alimento. Com C. elegans no estágio larval L4 (48 horas após o tratamento), 

o número de nematoides sobreviventes foi contabilizado e a porcentagem em relação 

ao controle (grupo não-tratado) foi utilizada para determinação da taxa de 

sobrevivência. O ensaio foi realizado em duplicata e repetido no mínimo 3 vezes. 

Realizou-se também o ensaio de tamanho da ninhada (Brood size), onde C. 

elegans foram expostos às nanoformulações para serem avaliados durante todo seu 

período reprodutivo (4 dias). Para isso um C. elegans no estágio L4, de cada grupo 

de tratamento, foi transferido para uma nova placa contendo o meio NGM e a presença 
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de bactérias E.coli OP50. Durante 4 dias, os C. elegans foram transferidos diariamente 

para novas placas, até o fim do período reprodutivo. Após 48 horas, o número de 

larvas foi contabilizado e os grupos tratados foram comparados ao controle (água 

destilada). O ensaio foi realizado em duplicata e repetido no mínimo 3 vezes. 

Determinou-se também o tamanho corporal dos C. elegans, sendo este 

mensurado após 48 horas do tratamento, no estágio larval L4.  Para isso 5 C. elegans 

de cada grupo foram colocados em lâminas microscópicas e anestesiados através do 

congelamento (-20°C) e fotografias obtidas utilizando o microscópio óptico Nikon 

Eclipse 50i microscope (Tokyo, Japão). O tamanho dos C. elegans foi mensurado 

utilizando o software ImageJ (Madison, WI, USA), a média obtida e a porcentagem em 

relação ao grupo controle utilizada para a análise estatística. Este ensaio foi repetido 

no mínimo 3 vezes. 

 

3.6 Ensaios in vitro com formulações para determinação da eficácia 

carrapaticida sobre R. (B.) microplus 

Essa etapa foi realizada no Laboratório de Parasitologia Veterinária da 

Embrapa Pecuária Sudeste (CPPSE), São Carlos/SP, sob a orientação da Dra. Ana 

Carolina de Souza Chagas. As fêmeas ingurgitadas (>4 mm) do carrapato R. (B.) 

microplus utilizadas neste estudo foram obtidas a partir de bovinos artificialmente 

infestados e livres de tratamento carrapaticida há mais de 90 dias, pertencente ao 

Sistema de Produção de Leite – CPPSE. Da mesma forma, as larvas, que foram 

utilizadas com idade de 14 a 21 dias, foram oriundos de oviposturas de fêmeas 

ingurgitadas obtidas nas mesmas condições. Como controle positivo foi utilizado o 

Ivomec® injetável para bovinos (1% de Ivermectina), adaptado por Sabatini et al. 

(2001). Os protocolos experimentais desenvolvidos neste estudo cumpriram 

integralmente os princípios éticos da experimentação animal, elaborados pelo Comitê 

de Ética em Uso de Animais da Embrapa Pecuária Sudeste (CPPSE / Protocolo nº 

02/2014) (Anexo A). 

 

3.6.1 Teste de Pacote com Larvas (TPL) 

Como demonstrado na Figura 3, papéis filtro (2 cm x 2 cm) foram impregnados 

com 1 mL de cada formulação, diluídas com água a partir da formulação original, nas 

concentrações de: 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,313 mg/mL. Com o apoio de uma alça de 

transferência, aproximadamente 100 larvas foram depositadas sobre um papel 
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impregnado que foi coberto com outro papel impregnado com a formulação. Esse 

“sanduíche” foi colocado no interior de um envelope de papel filtro (4 cm x 6 cm) que 

foi vedado e mantido em estufa sob as condições de temperatura de ± 27ºC e Umidade 

Relativa (UR) acima de 80%. Avaliou-se também o controle negativo (água destilada). 

Os testes foram executados em triplicata. Após 24 horas, a leitura foi procedida com 

bomba a vácuo e ponteira de barreira, quantificando-se as larvas vivas e mortas, 

obtendo-se, dessa forma, a porcentagem de mortalidade (FAO, 1971). 

 

Figura 3: Teste de Pacote com Larvas (TPL) de R. (B.) microplus com as 

formulações: a) Larvas coletadas com auxílio de alça de platina, b) Larvas colocadas 

em papel impregnado, c) Envelope de papéis impregnados envolvendo as larvas 

 
       a)    b)      c)  

 
Fonte: Acervo Pessoal 

 

3.6.2 Atividade residual verificada por Teste de Pacote de Larvas (TPL) 

 Os mesmos procedimentos anteriormente descritos no item 3.6.1 foram 

realizados para a maior concentração das formulações (5 mg/mL), em triplicata. Após 

a quantificação de larvas vivas e mortas em 24 horas, os papéis filtro (2 cm × 2 cm) 

foram reutilizados, adicionando-se 1 mL de água destilada e ±100 larvas novas, sem 

adição de formulação, e tiveram nova leitura realizada em 24h. O mesmo 

procedimento foi repetido para 48h, 72h, 7 dias, 15 dias e 30 dias, avaliando assim a 

atividade residual das máximas concentrações das formulações testadas. 

 

3.6.3 Teste de Imersão de Adultos (TIA) 

O TIA pode sofrer influência pelo tempo de imersão, conforme observado pode 

Sabatini et al (2001), onde os autores sugeriram que o tempo de imersão para a 

ivermectina deveria ser de 30 minutos, pois neste tempo ocorre a inibição consistente 

da postura de ovos. Desta forma, conforme demonstrado na Figura 4, fêmeas 

ingurgitadas foram colhidas manualmente dos animais, colocadas em recipiente 
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aerado e encaminhadas ao laboratório, onde foram selecionadas pela ausência de 

alterações morfológicas. Após serem higienizadas em água corrente, foram secas 

com papel absorvente e separadas, aleatoriamente, em grupos de 10. Os conjuntos 

tiveram seus pesos mensurados e balanceados, e foram submetidos à imersão por 

30 minutos em 5 mL das formulações nas concentrações de 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,313 

mg/mL. Processo similar foi efetuado para os grupos controle negativo (água 

destilada) e positivo (Ivomec® - concentração de 0,1 mg/mL). Os testes foram 

realizados em triplicata. Após a imersão, as fêmeas ingurgitadas foram secas, 

condicionadas em placas de Petri e mantidas em estufa (± 27°C, UR > 80%) por 15 

dias consecutivos. Em seguida, os ovos foram pesados, alocados em seringas 

adaptadas, que foram vedadas com algodão hidrófilo, e conservados em estufa por 

mais 15 dias. A estimativa da eclosão das larvas foi realizada pela contagem de 

amostras de cada seringa (Giglioti et al., 2011), e os índices de oviposição, 

porcentagem de eclosão, eficiência reprodutiva e eficácia do produto foram verificados 

de acordo com Drummond et al. (1973). 

 

Figura 4: Teste de Imersão de Adultos (TIA) de R. (B.) microplus com 
as formulações 

 

 
Fonte: Acervo Pessoal 

 

3.6.4 Teste de Imersão de Larvas (TIL) 

Este teste foi realizado de acordo com Sabatini et al. (2001), com adaptações. 

As formulações foram diluídas em soluções de Triton X-100® a 0,02% (para garantir a 

imersão das larvas) e avaliadas nas concentrações de: 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,313; 

0,156; 0,078; 0,039; 0,02 e 0,01 mg/mL. Com a ajuda de uma alça de transferência, 

aproximadamente 300 larvas foram adicionadas em tubos contendo 2 mL de 

formulação. Os tubos foram agitados por 5 s para que as larvas submergissem, 

permanecendo imersas por 10 minutos consecutivos. Posteriormente, a solução foi 
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escoada com cuidado do tubo, e com a alça de transferência as larvas (±100) foram 

alocadas diretamente em 03 envelopes de papel filtro (4 cm x 6 cm), não impregnados, 

para cada concentração. Os envelopes foram vedados e mantidos em estufa (± 27°C, 

UR > 80%). Processo similar foi efetuado para os grupos controle negativo (água 

destilada + Triton X-100® a 0,02%) e positivo (Ivomec® - concentração de 0,025 

mg/mL). Após 48 horas, a leitura foi procedida com bomba a vácuo e ponteira de 

barreira, quantificando-se as larvas vivas e mortas, obtendo-se, dessa forma, a 

porcentagem de mortalidade. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Desenvolvimento da metodologia analítica para quantificação dos ativos 

4.1.1 Curvas de calibração e adequação de metodologia analítica 

A fim de obter uma metodologia para quantificação de cada ativo utilizado, 

foram construídas as curvas de calibração para cada ativo, conforme as condições 

descritas no item 3.2. A Figura 5 apresenta os gráficos correspondentes às curvas 

analíticas para cada composto ativo. 

Figura 5: Curva analítica obtida para os compostos: a) Ivermectina; b) Citral; c) 

Mentol; d) Limoneno. Valores representam a média de três experimentos realizados 

 

a) Ivermectina      b) Citral 

 

   

 

 

 

 

 



45 
 

 

c) Mentol      d) Limoneno 

 

      

 

O coeficiente de correlação (r) demonstra a linearidade da curva de calibração, 

sendo recomendado pela ANVISA e pelo INMETRO que este valor deve ser maior ou 

igual a 0,99 (Brasil, 2003; INMETRO, 2011). A Tabela 5 traz os valores do coeficiente 

de correlação (r) obtido para cada composto. 

 

Tabela 5: Coeficiente de correlação (r) obtido para cada composto 

 

Compostos (r) 

Ivermectina 0,99903 

Citral 0,99704 

Mentol 0,99745 

Limoneno 0,99871 

 

A Tabela 6 apresenta a estimação do limites de detecção (LD) e de 

quantificação (LQ) para os compostos avaliados. As estimativas foram efetuadas a 

partir de dados adquiridos por regressões lineares das curvas analíticas empregues 

às equações 2 e 3. 
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Tabela 6: Limite de detecção e limite de quantificação dos métodos analíticos para 

cada composto estudado 

 

Composto LD (µg/mL) LQ (µg/mL) 

Ivermectina 2,21 7,36 

Citral 12,58 41,95 

Mentol 12,94 43,14 

Limoneno 2,59 9,64 

 

4.2 Caracterização e estudo de estabilidade físico-química das nanopartículas 

4.2.1 Diâmetro hidrodinâmico e índice polidispersão 

As nanopartículas de zeínas foram analisadas através da técnica de 

espectroscopia de correlação de fótons (ECF) no período de 120 dias. A Figura 6 

apresenta a variação do diâmetro hidrodinâmico (em nm) dos nanocarreadores de 

zeína para as formulações desenvolvidas: controle (NPZ), nanopartículas de zeína 

contendo Ivermectina e Citral (NPZ_IVM+CIT), nanopartículas de zeína contendo 

Ivermectina e Mentol (NPZ_IVM+MEN), e nanopartículas de zeína contendo 

Ivermectina e Limoneno (NPZ_IVM+LIM). 

 

Figura 6: Diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas de zeína em função do tempo 

para o controle (NPZ) e para NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM. b* 

diferença estátistica p<0,05 em relação ao tempo zero 
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Empregou-se o teste ANOVA para averiguação de significativas alterações, 

sendo ponderada uma significância de p<0,05 para as altercações estatísticas 

observadas entre os grupos, onde b* indica alterações significativas entre os grupos 

em função do tempo em relação ao controle no tempo zero. Como se observa na 

Figura 8, todas as formulações apresentaram variações significativas na distribuição 

de tamanho médio das nanopartículas no decorrer do período de armazenamento, 

onde as NPZ variaram de 166 nm no tempo inicial até 264 nm no tempo 120 dias. Já 

as nanopartículas contendo compostos ativos apresentam valores iniciais médios: 203 

nm para NPZ_IVM+CIT; 205 nm para NPZ_IVM+MEN e 206 nm para NPZ_IVM+LIM. 

Após o período de 120 dias, os valores apresentaram foram: 297 nm para 

NPZ_IVM+CIT; 270 nm para NPZ_IVM+MEN e 273 nm para NPZ_IVM+LIM. Estes 

resultados  

A polidispersão também foi avaliada durante o período estudado. A 

polidispersão retrata a variabilidade do tamanho da partícula. Na Figura 7 estão 

representadas as variações no valor do índice de polidispersão das formulações de 

nanocarreadores de zeína. 

 

Figura 7: Polidispersão média em função do tempo para as nanopartículas controle 

(NPZ) e para NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM. b* diferença 

estátistica p<0,05 em relação ao tempo zero 
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Pode-se verificar que as nanopartículas controle (NPZ) apontam valor médio 

inicial de índice de polidispersão de 0,186 e, após 7 dias de armazenamento, foram 

observados aumento significativo do índice de polidispersão. Já para as 

nanopartículas contendo os compostos ativos, observa-se um valor de índice de 

polidispersão inicial de 0,206 para NPZ_IVM+CIT; 0,199 para NPZ_IVM+MEN e 0,201 

para NPZ_IVM+LIM. Assim como observado para NPZ, foram observadas alterações 

significativas após 7 dias de armazenamento. Estes resultados corroboram com os 

dados de diâmetro médio (Figura 6), indicando o início do processo de formação de 

agregados. O mesmo pode ser observado por Oliveira et al. (2019), onde ocorreu 

aumento significativo nos valores médios para NZ e também para nanoformulações 

durante o período de estudo, indicando possível agregação das nanopartículas. 

 

4.2.2 Concentração e tamanho das nanopartículas (Rastreamento de Nanopartículas) 

Utilizou-se também a técnica de rastreamento de nanopartículas, também 

entitulada como Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), para  caracterizar as 

formulações de nanopartículas de zeína desenvolvidas em relação a sua 

concentração e distribuição de tamanho. 

A Figura 8 apresenta os valores de diâmetro médio para as fomulações 

estudadas. As NPZ apresentaram diâmetro inicial de 145 ± 6 nm e foi observado um 

aumento significativo durante o período de armazenamento, apresentando diâmetro 

de 278 ± 11 nm após 120 dias. As NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM 

apresentaram valores de diâmetro médio inicial de 183 ± 8 nm; 181 ± 9 nm; e 182 ± 9 

nm, respectivamente. Pode-se observar que ocorreu um aumento significativo e 

gradativo no diâmetro médio em função do tempo de armazenamento.  
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Figura 8: Diâmetro médio pela técnica de NTA para nanopartículas de zeína em 

função do tempo de armazenamento para nanopartículas de zeína controle (NPZ) e 

para NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM. b* representa variações 

significativas entre os grupos em função do tempo em relação ao tempo zero 

 

 

 

Desta forma, a adição dos compostos ativos resultaram no aumento de 

tamanho das partículas em relação à nanopartícula controle, sendo observado tal fato 

tanto pela técnica de ECF como de NTA. Diferenças no diâmetro médio das 

nanopartículas medidas pelas técnicas de ECF e NTA são esperados, devido a 

particularidade de cada técnica. A análise das nanopartículas pela técnica de ECF 

ocorre por dispersão de luz, onde as nanopartículas passam por um feixe de luz, 

podendo haver partículas com diferentes tamanhos, em que, as nanopartículas 

maiores acabam dispersando mais luz e mascarando assim as contribuições das 

nanopartículas menores na distribuição de tamanho. Já pela técnica de NTA as 

nanopartículas são rastreadas separadamente, focalizando assim cada partícula e 

avaliando o coeficiente de difusão no meio, e na sequência se calcula a distribuição 

de tamanho de cada partícula, sendo assim capaz de medir precisamente uma 

amostra de partículas polidispersas (Enjeti et al., 2016).  

A técnica de NTA possibilita também medir a concentração de nanopartículas, 

como demonstrado na Figura 9. No tempo inicial NPZ apresentou concentração de 

1,3 ± 0,3 x 1013 partículas/mL. Já NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM 

apresentaram concentração inicial de 1,2 ± 0,02 x 1013 partículas/mL; 1,2 ± 0,03 x 1013 

partículas/mL; e 1,2 ± 0,03 x 1013 partículas/mL, respectivamente. 
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 Para todas as nanoformulações observa-se uma diminuição na concentração 

durante o tempo de armazenamento. Tal fato é mais um indicativo do processo de 

formação de agregados, dado que, conforme ocorre a agregação das nanopartículas, 

elas formam aglomerados e consequentemente diminuem a concentração. Oliveira et 

al. (2018) obtiveram dados semelhantes, atribuindo tal fato a possível falta de 

estabilidade em relação às nanoformulações desenvolvidas. 

 

Figura 9: Concentração de nanopartículas em função do tempo para as 

nanopartículas controle (NPZ) e NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM. 

a* representa variações não significativas entre os grupos em função do tempo em 

relação ao controle no tempo zero; b* representa variações significativas entre os 

grupos em função do tempo em relação ao tempo zero 

 

 

 

 Como observado nos testes realizados, ocorreu aumento de tamanho, 

polidispersão, além de diminuição na concentração de nanopartículas, indicando uma 

possível agregação, contudo sem que houvesse a precipitação das amostras durante 

o tempo de estudo de 120 dias. 

 

4.2.3 Potencial zeta 

O potencial zeta foi outro critério avaliado para aferir a estabilidade das 

nanoformulações. O potencial zeta retrata a carga de superfície das nanopartículas, 

sendo influído pela constituição da partícula, o meio dispersante, pH e a força iônica 

do meio (Greenwood, 2003). Quanto mais elevado o valor numérico (em módulo) do 
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potencial zeta, maior a estabilidade das suspensões coloidais, uma vez que a força 

de repulsão de cargas entre as partículas aumenta, evitando agregação. 

A Figura 10 apresenta a variação do potencial zeta durante o período de 120 

dias, onde observa-se que para as nanopartículas controle (NPZ) apresentaram valor 

inicial de -21 ± 1 mV. Para as nanoformulações, foi obtido potencial zeta de -14 ± 1 

mV para nanopartícula contendo Ivermectina e Citral (NPZ_IVM+CIT); -16 ± 0,5 mV 

para Ivermectina e Mentol (NPZ_IVM+MEN); e -17 ± 1 mV para Ivermectina e 

Limoneno (NPZ_IVM+LIM). 

Após 120 dias, as nanopartículas exibiram os seguintes valores de potencial 

zeta: -16 ± 0,4 mV para NPZ; -11 ± 0,2 mV para NPZ_IVM+CIT; -12 ± 0,4 mV para 

NPZ_IVM+MEN; e -12 ± 0,2 mV para NPZ_IVM+LIM. 

Apesar de se observar alterações no valor de potencial zeta de todas as 

nanoformulações, estas foram produzidas empregando o Pluronic F-68 como agente 

de estabilização, e este surfactante estabiliza as nanopartículas através de 

impedimento estérico (Wulff-Pérez et al., 2012). Assim, as alterações sofridas nos 

valores do potencial zeta não são necessariamente um indicativo de instabilidade das 

nanoformulações. 

Figura 10: Potencial zeta das nanopartículas em função do tempo para o controle 

(NPZ) e para NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM. a* representa 

variações não significativas entre os grupos em função do tempo em relação ao 

controle no tempo zero; b* representa variações significativas entre os grupos em 

função do tempo em relação ao tempo zero 
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 Como se observa na Figura 10, a diminuição no valor em módulo do potencial 

zeta acompanha a variação de tamanho, polidispersão e concentração de partículas, 

indicando que ocorreu agregação durante o tempo estudado, sem que houvesse a 

precipitação das amostras. 

 

4.2.4 Avaliação de alterações do pH 

O pH foi analisado com o intuito de avaliar a estabilidade do sistema em função 

do tempo. Alterações ocorridas nos valores de pH podem indicar processos de 

degradação de constituintes da formulação, afetando assim a estabilidade dos 

sistemas. Conforme demonstra a Figura 11, NPZ apresentou pH de 4,0 ± 0,01 e após 

120 dias de armazenamento houve aumento significativo do pH para 4,5 ± 0,02. O 

mesmo pode-se observar para as nanoformulações,  onde NPZ_IVM+CIT apresentou 

pH inicial de 4,1 ± 0,01 e 4,6 ± 0,02 após 120 dias; pH inicial de 4,1 ± 0,02 para 

NPZ_IVM+MEN e pH de para 4,5 ± 0,02 após 120 dias; pH no tempo 0 de 4,1 ± 0,01 

para NPZ_IVM+LIM e após 120 dias, apresentou pH de 4,5 ± 0,2. Desta forma, 

observa-se que a encapsulação promoveu leve aumento no valor do pH. 

Figura 11: Avaliação de alterações do pH das nanopartículas em função do tempo 

para o controle (NPZ) e para NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM. a* 

representa variações não significativas entre os grupos em função do tempo em 

relação ao controle no tempo zero; b* representa variações significativas entre os 

grupos em função do tempo em relação ao tempo zero 
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4.2.5 Eficiência de Encapsulação e Eficiência de carregamento de droga (Drug 

Loading) 

A eficiência de encapsulação das formulações foi estudada em função do 

tempo a fim de analisar a estabilidade dos ativos nas nanopartículas de zeína. 

Numerosos fatores podem interferir na taxa de encapsulação dos compostos em 

sistemas nanoestruturados, entre os principais são: as características físico-químicas 

dos ativos (solubilidade), o tipo de tensoativo utilizado, características de lipídios 

utilizados, pH do meio e a quantidade de ativo empregada (Schaffazick et al., 2003; 

Mehnert;Mäder, 2012). 

A Figura 12 apresenta a eficiência de encapsulação (%) dos ativos ivermectina 

(IVM), citral (CIT), mentol (MEN) e limoneno (LIM), em função do tempo. Os 

compostos ativos apresentaram taxa de encapsulação inicial de 97,8 ± 0,3% para IVM; 

97,7 ± 0,3% para CIT; 98,1 ± 0,3% para MEN; e 98,4 ± 0,3% para LIM. Já após 120 

dias de armazenamento, a taxa de encapsulação (%) para os ativos foi de 96,4 ± 0,8% 

para IVM; 96,6 ± 0,8% para CIT; 96,4 ± 0,8% para MEN; e 96,3 ± 0,8%  para LIM. 

 

Figura 12: Eficiência de encapsulação (%) dos ativos IVM, CIT, MEN e LIN em 

função do tempo. b* representa variações significativas entre os grupos em função 

do tempo em relação ao tempo zero 

 

 

 

Pode-se observar que as nanopartículas de zeína mostraram ser eficazes para 

a encapsulação dos ativos estudados, apoiando a sua encapsulação durante os 120 
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dias de armazenamento. Apesar de apresentarem redução estatisticamente 

significativa, todas as nanoformulações apresentaram taxa de eficiência de 

encapsulação superiores a 96% durante o período de estudo. Oliveira et al. (2019) 

obtiveram eficiência de encapsulação superior a 90% para nanoformulações contendo 

compostos vegetais encapsulados, reforçando a capacidade da zeína como 

nanocarreador, corroborando com os resultados deste estudo. 

A eficiência de carregamento de droga (drug loading) também foi calculada. 

Como observa-se na Figura 13, o drug loading no tempo inicial de estudo foi de 29,3% 

para a IVM e para o CIT, já para o MEN foi de 29,4% e para LIM foi de 29,5%. Observa-

se a ocorrência de queda na eficiência para todos os ativos durante o período 

estudado, onde o carregamento diminuiu para 28,9% para os ativos IVM, CIT e MEN, 

28,8% para o LIM. 

 

Figura 13: Eficiência de carregamento de droga (%) para IVM, CIT, MEN e LIM em 

função do tempo. b* representa variações significativas entre os grupos em função 

do tempo em relação ao tempo zero 
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4.3 Avaliação in vitro de toxicidade em organismo não-alvo 

Os resultados obtidos foram plotados e analisados através do software 

GraphPad Prism 7. Os dados foram expressos como valor médio ± o desvio padrão 
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da média e foram analisados estatisticamente por meio Análise de Variância (ANOVA) 

unilateral ou bidirecional, seguido pelo teste de post-hoc de Tukey. Resultados com 

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos após a comparação entre 

os grupos. 

Na Figura 14 podemos observar na curva de sobrevivência realizada que as 

duas maiores concentrações testadas causaram uma mortalidade nos nematoides em 

comparativo com o controle, com maior significância na maior concentração. Com 

isso, esta concentração CL50: 50 ng/mL foi escolhida para a realização dos outros 

ensaios, afim de se verificar se os isolados vegetais das nanoformulações, teriam 

efeito protetor contra essa toxicidade exercida pela formulação comercial do 

carrapaticida Ivomec®. 

 

Figura 14: Curva de sobrevivência de C. elegans para formulação comercial 

Ivomec®. Resultados foram comparados ao controle por ANOVA, seguido pelo post-

hoc de Tukey. Foram considerados resultados estatisticamente significativos quando 

p <0,05. a* representa diferenças em relação ao controle com p <0,05. 
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Na Figura 15 podemos observar que na maior concentração testada (50 

ng/mL), as nanoformulações não causam toxicidade quando comparadas com o 

controle, e foram capazes de proteger contra a mortalidade significativa causada pela 

ivermectina. Desta forma, as nanoformulações desenvolvidas demonstram ser uma 

alternativa sustentável e mais segura no uso de agroquímicos. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Pascoli et al. (2019), onde nanoformulações de zeínas 
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contendo óleo de neem não apresentaram efeito tóxico, enquanto o óleo de neem 

ocasionou interferências ao C. elegans. 

 

Figura 15: Curva de sobrevivência para controle, formulação comercial Ivomec® e 

nanoformulações.  Os resultados foram comparados ao controle por ANOVA, 

seguido pelo post-hoc de Tukey. Foram considerados resultados estatisticamente 

significativos quando p <0,05. a* representa diferenças em relação ao grupo 

controle, b* representa diferenças em relação ao Ivomec® 

 

 

 

Um dos importantes parâmetros toxicológicos a ser avaliado é o atraso no 

crescimento dos nematoides, uma vez que diferenças nos tamanhos de C. elegans 

podem levar a más-formações, danos reprodutivos e degenerativos. Na Figura 16 

podemos observar que, em relação ao controle (água destilada), na concentração 

testada (50 ng/mL), somente o Ivomec® apresentou diferenças estatísticas no 

tamanho de C. elegans. Este resultado sugere que as nanoformulações não 

prejudicam o desenvolvimento dos nematoides, uma vez que não ocasionaram 

diferenças significativas em relação aos nematóides quando expostos a água 

destilada, e assim, seu uso pode ser realizado em substituição ao produto comercial.  
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Figura 16: Alteração no tamanho corporal de C. elegans expostos à Ivomec® e  

nanoformulações em relação ao tamanho relativo (percentual) do controle. Os 

resultados foram comparados ao controle por ANOVA, seguido pelo post-hoc de 

Tukey. Foram considerados resultados estatisticamente significativos quando p 

<0,05. a* representa diferenças em relação ao controle. 

 

 

 

Outro importante fator a ser avaliado é a alteração percentual no tamanho de 

C.elegans e atrasos na reprodução, pois estes estão intimamente ligados ao 

desenvolvimento de C.elegans (Woodruff; Johnson; Phillips, 2019). Caso ocorra um 

atraso no desenvolvimento dos nematoides é possível que haja uma má formação no 

sistema reprodutivo, desencadeando danos nas gônadas ou na vulva dos mesmos 

(Tuck, 2013). Na Figura 17 podemos observar que, em relação ao controle (água 

destilada), na concentração testada (50 ng/mL), a formulação comercial causou danos 

reprodutivos estatisticamente conclusivos. Porém as nanoformulações desenvolvidas 

não apresentaram nenhuma tendência de diminuição na postura de ovos dos 

nematoides, não ocasionando alterações no número de larvas produzidas. 

 

 

 

 



58 
 

 

Figura 17: Alteração percentual no tamanho da ninhada de C.elegans expostos à 

formulação comercial e nanoformulações em relação ao controle. Os resultados 

foram comparados ao controle por ANOVA, seguido pelo post-hoc de Tukey. Foram 

considerados resultados estatisticamente significativos quando p <0,05. a* 

representa diferenças em relação ao controle. 

 

 

 

Os ensaios de toxicidade também foram realizados com emulsões de cada 

isolado vegetal (citral, mentol e limoneno), sendo avaliados taxa de sobrevivência, 

tamanho corporal e tamanho de ninhada de C.elegans após a exposição. Nenhuma 

emulsão apresentou alterações significativas em nenhuma das análises realizadas 

(dados não exibidos). 

Pascoli et al. (2019) demonstraram em ensaios de toxicidade realizados com 

C. elegans que a sobrevivência, reprodução e comprimento corporal dos nematoides 

não apresentaram diferenças significativas após a exposição às nanopartículas de 

zeína carregadas com óleo de neem, corroborando com os resultados deste estudo. 

Desta forma, os resultados as nanoformulações desenvolvidas demonstraram eficácia 

em proteger da toxicidade causada pela Ivermectina e os isolados vegetais em sua 

forma livre, sendo assim opção viável para possível substituição do produto comercial. 
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4.4 Ensaios in vitro com formulações para determinação de eficácia 

carrapaticida 

Foram desenvolvidas diferentes formulações contendo a associação de 

Ivermectina e três diferentes isolados vegetais (Citral, Mentol e Limoneno). As 

nanoformulações foram submetidas ao Teste de pacote com larvas (TPL) (Figura 3) e 

o Teste de Imersão de Adultos (TIA) (Figura 4). 

 

4.4.1 Teste de Pacote com Larvas (TPL) 

A primeira concentração (5 mg/mL) utilizada nos testes in vitro para esse estudo 

corresponde a 50% da concentração indicada pelo fabricante do produto comercial, 

Ivomec®, utilizado como controle positivo, o qual contém apenas Ivermectina a 1% (1 

g em 100 mL ou 10 mg/mL). Essa concentração foi então o parâmetro de comparação 

para as formulações desenvolvidas com nanocarreadores de zeína.  

A Tabela 7 apresenta os resultados do TPL, onde é possível observar que a 

NPZ não causou a mortalidade das larvas em nenhuma concentração testada, 

enquanto que a maior concentração (5 mg/mL) apresentou uma taxa de mortalidade 

de 100% para NPZ_IVM+CIT, 95,69 ± 4,14% para NPZ_IVM+MEN, e 74,10  ± 6,24% 

para NPZ_IVM+LIM. Apesar de NPZ_IVM+MEN e NPZ_IVM+LIM apresentarem 

menor taxa de mortalidade quando comparadas ao controle positivo (Ivermectina), 

vale salientar que as formulações foram testadas em concentração equivalente a 50% 

do controle positivo. 

Ao realizar a diluição das formulações, observa-se considerada queda nas 

taxas de mortalidade para NPZ_IVM+CIT, caindo de 100% na concentração de 5 

mg/mL, para 0% na concentração de 0,313 mg/mL, e também para NPZ_IVM+MEN, 

onde ocorreu queda de 95,69 ± 4,14% para 1,43 ± 2,48% de mortalidade. Já para 

NPZ_IVM+LIM, ocorreu menor queda quando realizada diluição, apresentando 

variação entre 74,10 ± 6,24% e 30,59 ± 10,41%. Também foi calculada a média de 

mortalidade utilizando-se o produto comercial, no entanto os resultados obtidos foram 

imprecisos (dados não exibidos). 
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Tabela 7: Médias de mortalidade (%) de larvas de R. (B.) microplus verificadas pelas 

nanoformulações, em um intervalo de 24 h, pelo Teste de Pacote com Larvas (TPL). 

 

Concentração 

(mg/mL) 

NPZ_IVM+CIT NPZ_IVM+MEN NPZ_IVM+LIM 

0,313 

0,625 

1,25 

2,5 

5 

0,00 

2,29 ± 2,7 

21,47 ± 8,53 

33,59 ± 27,73 

100 ± 0 

1,43 ± 2,48 

16,16 ± 5,67 

30,03 ± 20,29 

52,90 ± 2,0 

95,69 ± 4,14 

30,59 ± 10,41 

19,43 ± 18,85 

6,82 ± 7,33 

63,16 ± 21,42 

74,10 ± 6,24 

C – (água 

destilada) 

  0,00 0,00 0,00 

NPZ (branco)   0,00 0,00 0,00 

 

4.4.2 Atividade residual verificada por Teste de Pacote com Larvas (TPL) 

 A atividade residual está demonstrada na Figura 18, onde se avaliou a atividade 

residual das formulações desenvolvidas em sua concentração máxima testada (5 

mg/mL). O controle negativo (água destilada) e as NZ sem princípios ativos não 

causaram mortalidade sobre as larvas (dados não exibidos). 

 

Figura 18: Atividade residual sobre R. (B.) microplus, a partir das médias de 

mortalidade obtidas por TPL após 1, 2, 3, 7, 15, e 30 dias do tratamento inicial 

 

1 2 3 7 15 30 1 2 3 7 15 30 1 2 3 7 15 30
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 Na Figura 14 pode-se observar que as formulações apresentaram atividade 

residual de 100% de mortalidade durante o período de 15 dias para todas as 

formulações testadas na concentração de 5 mg/mL, sendo que a formulação contendo 

mentol se manteve em 100% e as formulações contendo citral e limoneno reduziram 

para 94,95 e 94,49%, respectivamente. Desta forma, todas as formulações testadas 

indicam elevada atividade residual (acima de 94%), demonstrando possível uso sem 

necessidade de reaplicação a longo prazo. 

 

4.4.3 Teste de Imersão de Adultos (TIA) 

A eficiência das formulações também foi testada através do TIA. Os resultados 

estão demonstrados na Tabela 8. 

 

Tabela 8: Valores das médias dos pesos das fêmeas (PF), pesos das massas de 

ovos (PO), % de eclosão das larvas (E), índice de eficiência reprodutiva (REI) e 

eficácia das nanoformulações sobre fêmeas ingurgitadas de R. (B.) microplus (EP), 

avaliadas pelo Teste de Imersão de Adultos (TIA) 

 

Formulação Concentração 

(mg/mL) 

PF (g) PO (g) E (%) REI EP (%) 

C – 

(água) 

- 2,34 1,19 91,00 92,56 - 

Ivomec® 0,1 

0,05 

0,025 

0,012 

2,33 

2,35 

2,34 

2,35 

0,297 

0,350 

0,457 

0,343 

59,00 

51,33 

64,57 

37,00 

15,05 

15,31 

25,28 

10,83 

83,74 ± 5,91ab 

83,46 ± 7,32ab 

72,69 ± 20,96abc 

88,30 ± 9,14abd 

NPZ 5 2,31 0,967 88,33 77,56 16,21 ± 5,69e 

 

 

NPZ_IVM+CIT 

5 

2,5 

1,25 

0,625 

0,313 

2,36 

2,34 

2,35 

2,32 

2,34 

0,213 

0,400 

0,400 

0,453 

0,510 

32,33 

48,33 

19,00 

62,67 

57,33 

5,84 

16,50 

6,47 

24,46 

25,03 

93,69 ± 7,28abcd 

82,17 ± 10,77abcd 

93,01 ± 12,26abcd 

73,58 ± 9,09abcd 

72,96 ± 8,02abcd 
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NPZ_IVM+MEN 

5 

2,5 

1,25 

0,625 

0,313 

2,33 

2,36 

2,36 

2,34 

2,33 

0,270 

0,390 

0,333 

0,427 

0,483 

64,00 

35,67 

45,33 

56,00 

59,00 

14,83 

11,80 

12,81 

20,39 

24,51 

83,97 ± 3,46abcd 

87,25 ± 9,67abcd 

86,16 ± 6,07abcd 

77,97 ± 6,34abcd 

73,52 ± 3,71abcd 

 

 

NPZ_IVM+LIM 

5 

2,5 

1,25 

0,625 

0,313 

2,34 

2,37 

2,35 

2,33 

2,36 

0,923 

1,097 

1,137 

0,967 

1,073 

90,67 

93,33 

95,33 

90,67 

90,67 

71,65 

86,25 

92,22 

75,34 

82,47 

22,58 ± 8,82e 

6,81 ± 12,51e 

0,36 ± 4,77e 

18,60 ± 14,08e 

10,90 ± 7,33e 

*Letras diferentes indicam diferença estatística significativa (Teste de Tukey, p<0,05). 

 

Conforme demonstrado na Tabela 8, as nanoformulações desenvolvidas 

apresentaram eficácia superior a 72% sobre as fêmeas ingurgitadas no TIA, com 

exceção da NPZ_IVM+LIM, que apresentou eficácia inferior a 23% no intervalo de 

concentração estudada. Pode-se observar que o índice de eficiência reprodutiva (REI) 

resultou em valores inferiores a 25%, exceto para a NPZ_IVM+LIM, que apresentou 

valores superiores a 71%. Contudo, o resultado apresenta evolução em comparação 

a estudo realizado por Berni Neto (2014), que demosntrou que, utilizando 

nanopartículas poliméricas para encapsular amitraz para uso carrapaticida, a 

nanoformulação apresentou eficiência de cerca de 3%, enquanto o ativo livre 

apresentou eficácia de 83%. 

Dessa forma, foi possível constatar interferência sobre o aparelho reprodutivo 

com redução da ovipostura (PO) das fêmeas ingurgitadas e da eclosão das larvas (E) 

nas concentrações estudadas, demonstrando assim eficácia das nanoformulações 

NPZ_IVM+CIT e NPZ_IVM+MEN. 

 

4.4.4 Teste de Imersão de Larvas (TIL) 

Os resultados referentes à eficácia das nanoformulações obtida pelo TIL estão 

apresentados na Tabela 9, através da porcentagem média de mortalidade (%) de 

larvas de R. (B.) microplus. 
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Tabela 9: Porcentagem média de mortalidade (%) de larvas de R. (B.) microplus 

verificadas pelas nanoformulações de NPZ, em um intervalo de 48 h, pelo Teste de 

Imersão de Larvas (TIL). 

 

Concentração 

(mg/mL) 

NPZ_IVM+CIT NPZ_IVM+MEN NPZ_IVM+LIM 

5 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 

2,5 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 

1,25 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 

0,625 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 

0,313 100 ± 0,0ab 100 ± 0,0ab 98,28 ± 2,97ab 

0,156 80,97 ± 11,51abc 100 ± 0,0ab 98,32 ± 0,72ab 

0,078 74,04 ± 7,0abcd 98,81 ± 2,06ab 94,62 ± 3,11ab 

0,039 66,99 ± 13,82abcd 78,68 ± 3,19abc 74,70 ± 10,76abc 

0,020 47,90 ± 15,61bcd 57,17 ± 12,88abcd 60,14 ± 6,97abcd 

0,010 36,94 ± 6,58cde 46,10 ± 18,44cd 48,00 ± 7,92bcd 

C – (Triton X-100® 

a 0,02%) 

7,14e 7,14e 7,14e 

NPZ (branco) 0 0 0 

Ivomec® 

0,2 

0,1 

0,05 

0,025 

 

84,87 ± 0,0ab 

78,01 ± 0,0abc 

53,68 ± 0,0bcd 

43,36 ± 0,0cd 

 

84,87 ± 0,0ab 

78,01 ± 0,0abc 

53,68 ± 0,0bcd 

43,36 ± 0,0cd 

 

84,87 ± 0,0ab 

78,01 ± 0,0abc 

53,68 ± 0,0bcd 

43,36 ± 0,0cd 

* Letras diferentes indicam diferenças significativas entre produto comercial e formulação 

testada em diferentes concentrações, pelo ANOVA e teste de Tukey (p ≥ 0.05).  

 

Como demonstrado na Tabela 9, as nanoformulações apresentaram eficácia 

de 100% sobre as larvas utilizadas no TIL quando imersas em concentrações de até 

0,625 mg/mL, enquanto que a NPZ não causou mortalidade, diferentemente do 

controle negativo (Triton 0,02%), que ocasionou mortalidade média de 7,14%. 

Quando comparadas ao controle positivo (Ivomec®) na maior concentração 

testada (0,2 mg/mL), as nanoformulações contendo mentol e limoneno apresentaram 

maior mortalidade no intervalo de concentrações entre 5 de 0,078 mg/mL, onde as 
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nanoformulações apresentaram mortalidade mínima de 98,81% para NPZ_IVM+MEN, 

e 94,62% para NPZ_IVM+LIM. Já a nanoformulação contendo citral, apresentou no 

intervalo de concentração entre 5 a 0,313 mg/mL eficácia mínima de 100%. Desta 

forma, as nanoformulações desenvolvidas se apresentam como alternativas viáveis 

ao produto comercial, permitindo a redução na concentração do composto 

Ivermectina, mantendo alta eficácia carrapaticida.  

 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente trabalho proporcionou conhecimentos relevantes relacionados ao 

preparo, caracterização, avaliação de encapsulação e eficiência carrapaticida de 

nanopartículas de zeína contendo compostos ativos sobre R. (B.) microplus. 

Os resultados obtidos demonstram que as nanopartículas de zeína 

desenvolvidas pelo método de precipitação com anti-solvente apresentam alta 

capacidade de encapsulação dos ativos IVM, CIT, MEN e LIM, apresentando 

eficiência superiores a 96% durante o período de armazenamento de 120 dias. 

As formulações desenvolvidas exibiram estabilidade durante o tempo de 

armazenamento. As diferentes técnicas (ECF e NTA) permitiram ser adquiridos 

valores para a distribuição de tamanho, onde através da técnica de ECF, as NPZ 

desenvolvidas apresentaram um diâmetro médio variando entre 166 a 264 nm. Já para 

as nanoformulações contendo os compostos ativos estudados, o valor variou de 203 

a 297 nm. Pela técnica de NTA, o tamanho variou entre 145 a 278 nm para as NPZ e 

entre 181 a 297 nm para as nanoformulações. Ou seja, observa-se por ambas técnicas 

que ocorre aumento de tamanho das nanopartículas quando ocorre a adição de 

compostos. 

O índice de polidispersão das NPZ contendo os compostos ativos e na 

ausência deste ficaram por volta de 0,2 no início do estudo, apresentando aumento 

significativo durante o estudo. O potencial zeta médio das formulações de NPZ 

variaram entre -21 mV e -16 mV, enquanto as nanopartículas contendo compostos 

ativos apresentaram variação entre -14 mV e -10 mV.  

Através da técnica de NTA também foi possível verificar a concentração de 

partículas de cada formulação. Foram obtidas para as formulações de NPZ no tempo 

de 0 dias de 1,32 ± 0,32 x 1013 partículas/mL. Já as NPZ_IVM+CIT, NPZ_IVM+MEN, 

e NPZ_IVM+LIM apresentaram concentrações iniciais de 1,2 ± 0,02 x 1013 

partículas/mL; 1,25 ± 0,03 x 1013 partículas/mL; e 1,23 ± 0,03 x 1013  partículas/mL, 
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respectivamente. Para todas as nanoformulações observa-se a ocorrência de 

diminuição na concentração durante o tempo de armazenamento (120 dias). Tal fato 

unido ao aumento do diâmetro hidrodinâmico e polidispersão das nanopartículas, 

além da diminuição da concentração de nanopartículas, podem ser um indicativo do 

processo de formação de agregados, dado que, conforme ocorre a agregação das 

nanopartículas, elas formam aglomerados e consequentemente diminuem a 

concentração e aumenta seu tamanho médio. 

Os resultados dos ensaios in vitro com as formulações para determinação da 

eficácia carrapaticida demonstram que, no TPL, as NPZ não causaram nenhuma 

mortalidade às larvas, enquanto que as nanoformulações apresentaram mortalidade 

entre 74 e 100% em concentrações correspondentes à 50% da concentração indicada 

comercialmente. 

As formulações desenvolvidas apresentaram atividade residual de 100% 

durante o período de 15 dias para todas as formulações na concentração de 5 mg/mL. 

Além disso, a formulação contendo mentol se manteve em 100% após 30 dias e as 

formulações contendo citral e limoneno reduziram sua atividade residual para 94,95 e 

94,49%, respectivamente. Em relação ao TIA, a NPZ demonstrou eficiência de 16%. 

Já as nanoformulações NPZ_IVM+CIT e NPZ_IVM+MEN apresentaram eficácia 

superior a 72%, enquanto que a NPZ_IVM+LIM apresentou eficácia inferior a 23%. 

Para o TIL, a NPZ não provocou a mortalidade das larvas, enquanto que as 

nanoformulações apresentaram mortalidade de 100% em concentrações entre 5 e 

0,625 mg/mL. Em comparação com o controle positivo (Ivomec®), as nanoformulações 

apresentaram mortalidade de 80,97% para NPZ_IVM+CIT, 100% para 

NPZ_IVM+MEN, e 98,32% para NPZ_IVM+LIM na concentração de 0,156 mg/mL, 

enquanto que o controle a 0,2 mg/mL causou mortalidade de 84,87%.  

Os ensaios de toxicidade domonstraram que as nanoformulações 

desenvolvidas não ocasionaram alterações nos parâmetros avaliados (taxa de 

sobrevivência, tamanho corporal e tamanho de ninhada) após a exposição. Já o 

produto comercial ocasionou alterações significativas, provocando a letalidade e 

redução de tamanho corporal e de ninhada.  

 

6 CONCLUSÕES 

 Os resultados apresentados demonstraram que as formulações de 

nanopartículas de zeína obtiveram altas taxas de mortalidade de larvas, realçando 
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seu potencial uso carrapaticida, com destaque para NPZ_IVM+MEN, que apresentou 

os melhores resultados para os ensaios para determinação de eficácia carrapaticida, 

podendo assim ser uma opção futura viável aos produtos comerciais. Desta forma, as 

nanoformulações podem ser consideradas uma opção para o desenvolvimento de 

novos carrapaticidas, possibilitando o uso de menores concentrações de princípios 

ativos, mantendo-se a mesma eficácia de um produto comercial. Isso representaria 

um grande avanço, principalmente em relação ao problema de possíveis resíduos em 

alimentos de origem animal e no ambiente, promovendo um controle parasitário mais 

seguro. 
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