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NANOTECNOLOGIA APLICADA A ELABORACAO DE CARRAPATICIDAS
SINTETICOS ASSOCIADOS A COMPOSTOS VEGETAIS PARA O CONTROLE DE

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

RESUMO - Rhipicephalus microplus causa quedas na producdo e consequentes
prejuizos econdmicos a pecudria. A resisténcia aos acaricidas e o risco da presenca
de residuos nos alimentos de origem animal tém impulsionado a busca por novas
alternativas de controle. Varios compostos vegetais possuem potencial
acaricida/repelente, porém, possuem limitacdes em sua aplicacdo. Nanocarreadores
podem proteger esses compostos, aumentar sua solubilidade aquosa e
biodisponibilidade, além de reduzir possiveis efeitos toxicos. Dessa forma, o objetivo
desse estudo foi desenvolver formulagfes carrapaticidas a partir de Nanoparticulas
Lipidicas Sodlidas (NLS), Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN) e
Nanoparticulas de Zeina (NZ), associados a cipermetrina, clorpirifés e um composto
vegetal (citral, mentol ou limoneno), caracterizar esses sistemas nanocarreadores e
verificar sua atuagdo contra larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus. Nove
formulacbes foram desenvolvidas e caracterizadas por Dynamic Light Scattering
(DLS) e Nanopatrticle Tracking Analysis (NTA). As formulac¢des 1 (NLS+cip+clo+citral),
2 (NLS+cip+clo+tmentol), 3 (NLS+cip+clo+limoneno), 4 (CLN+cip+clo+citral), 5
(CLN+cip+clo+mentol) e 6 (CLN+cip+clo+limoneno) obtiveram médias de diametro de
286 a 304 nm; polidispersédo de 0,16 a 0,18; potencial zeta de -15,8 a -20 mV,
concentracéo de 3,37 + 0,24 x 10%a 5,44 + 0,18 x 10*3 particulas/mL; e Eficiéncia de
Encapsulacdo (EE) > 98,01% para todos os principios ativos, enquanto, para 0s
mesmos parametros, as formulacdes de zeina NZ-1 (NZ+cip+clo+citral), NZ-2
(NZ+cip+clo+mentol) e NZ-3 (NZ+cip+clo+limoneno) obtiveram, respectivamente,
valores médios de: 282,18 a 290,64 nm; 0,24 a 0,25; -3,35 a -6,10 mV; e concentracao
de 2,73 + 2,67 x 103 a 3,20 + 3,03 x 10*3 particulas/mL e EE > 96%. Todas as
formulacdes foram avaliadas quanto ao seu potencial acaricida e comparadas com
controles positivo (Colosso®) e negativos (Agua destilada; e nanoparticulas sem
principio ativo). Na avaliacdo das formulacées de nanocarreadores lipidicos, pelo
Teste de Pacote de Larvas (TPL), os controles negativos ndo ocasionaram
mortalidade das larvas, enquanto o controle positivo, avaliado na concentracdo de
0,512 mg.mL™, causou 100% de mortalidade. As formulacdes de NLS 1, 2, 3 e de CLN
4, 5 e 6 foram avaliadas de 0,004 a 0,466 mg.mL'. Na concentracdo de 0,007
mg.mL* atingiram 90,4, 75,9, 93,8, 100, 95,1, 72,7 % de mortalidade. Com excesséo
da 4, para a qual ndo foi possivel determinar concentracBes letais (CL), as
formulagbes 1, 2, 3, 5 e 6 resultaram em CLso e CLoo de: 0,0033 e 0,0072; 0,0054 e
0,0092; 0,0040 e 0,0081; 0,0023 e 0,0054; 0,0055 e 0,0094 mg.mL™, respectivamente.
Em relacdo as nanoformulacdes de zeina avaliadas pelo TPL, os controles negativos
também n&o ocasionaram mortalidade das larvas, entretanto, o controle positivo
(avaliado de 0,004 a 0,512 mg.mL™1), resultou em mortalidade de larvas > 71,9% na
concentracdo de 0,064 mg.mL%, enquanto as formulacdes de zeina (avaliadas de
0,004 a 0,466 mg.mL™) ocasionaram mortalidade > 80 % na concentracédo de 0,029
mg.mL1. Essas formulagdes NZ-1 (NZ+cip+clo+citral), NZ-2 (NZ+cip+clo+mentol) e
NZ-3 (NZ+cip+clo+limoneno) ainda resultaram em altas taxas de mortalidade de
larvas em menores concentragdes, com ClLso e ClLoo de: 0,0136 e 0,0352; 0,0115 e
0,0386; 0,0117 e 0,0301 mg.mL, respectivamente, e 0,0319 e 0,1028 mg.mL™,
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respectivamente, para o controle positivo). As formulacées de zeina foram também
avaliadas pelo Teste de Imersao de Adultos (TIA) e as formulagbes NZ-1, NZ-2 e
NZ-3 obtiveram, respectivamente: 50,2, 40,5 e 60,1% de eficacia sobre fémeas
ingurgitadas na concentracdo de 0,466 mg.mL™1, enquanto o controle positivo resultou
em 39,4% de eficacia a 0,512 mg.mL*. As formulacdes de zeina ainda apresentaram
uma alta atividade residual, embora menor do que a do controle positivo. Esse estudo
demonstrou que foi possivel encapsular os principios ativos priorizados e caracterizar
0s sistemas carreadores. Todas as nanoformulacdes foram capazes de proteger os
principios ativos contra a degradacdo em solucdo, o que € uma caracteristica de
estabilidade visada para produtos carrapaticidas comerciais. Dessa forma,
nanoformulacdes podem ser uma alternativa para o desenvolvimento de novos
biocarrapaticidas com menor quantidade de principios ativos, visando-se promover
um controle parasitario mais seguro, com menor risco de presenca de residuos nos
alimentos de origem animal e no ambiente.

Palavras-chave: carrapato bovino, resisténcia, cipermetrina, clorpirifés, fitoterapia,
sistemas nanocarreadores, seguranca alimentar
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NANOTECHNOLOGY APPLIED TO DEVELOPMENT OF SYNTHETIC
ACARICIDES ASSOCIATED WITH PLANTS COMPOUNDS FOR THE
Rhipicephalus (Boophilus) microplus CONTROL

ABSTRACT - Rhipicephalus microplus causes declines in cattle production and
consequent damage to livestock. The resistance of ticks and the risk of the presence
of residues in food of animal origin have driven the search for new control alternatives.
Several plant compounds have an acaricidal/repellent potential, however, they have
limitations in their application. Nanocarriers can protect these compounds, increase
their aqueous solubility and bioavailability, and reduce possible toxic effects. Thus, the
objective of this study was to develop acaricide formulations from Solid Lipid
Nanoparticles (NLS), Nanostructured Lipid Carriers (CLN) and Zein Nanoparticles
(NZ), associated with cypermethrin (cip), chlorpyrifos (clo) and a plant compound
(citral, menthol or limonene), characterize these nanocarrier systems and verify their
performance against larvae and engorged females of R. microplus. Nine formulations
were developed and characterized by Dynamic Light Scattering (DLS) and
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). The formulations 1 (NLS+cip+clo+citral), 2
(NLS+cip+clo+tmenthol), 3 (NLS+cip+clo+limonene), 4 (CLN+cip+clo+citral), 5
(CLN+cip+clo+menthol) and 6 (CLN+cip+clo+limonene) obtained mean diameters
from 286 to 304 nm; polydispersion from 0.16 to 0.18; zeta potential from -15.8 to -20
mV, concentration from 3.37 + 0.24 x 10*3 to 5.44 + 0.18 x 10% particles/mL; and
Encapsulation Efficiency (EE) > 98.01% for all active ingredients, while, for the same
parameters, zein formulations NZ-1 (NZ+cip+clo+citral), NZ-2 (NZ+cip+clo+menthol)
and NZ-3 (NZ+cip+clo+limonene) obtained, respectively, mean values of: 282.18 to
290.64 nm; 0.24 to 0.25; -3.35 to -6.10 mV; concentration of 2.73 + 2.67 x 10 to 3.20
+ 3.03 x 10% particles/mL and EE> 96%. All formulations were evaluated for their
acaricidal potential and compared with positive (Colosso®) and negative (distilled
water; and nanoparticles without active ingredient) controls. In the evaluation of lipid
nanocarrier formulations, by the Larval Pack Test (TPL), the negative controls did not
cause mortality of the larvae, while the positive control, evaluated at the concentration
of 0.512 mg.mL™%, caused 100% mortality. The formulations of NLS 1, 2, 3 and CLN 4,
5 and 6 were evaluated from 0.004 to 0.466 mg.mL1. At the concentration of 0.007
mg.mL? they reached 90.4, 75.9, 93.8, 100, 95.1, 72.7% of mortality. With the
exception of 4, for which it was not possible to determine lethal concentrations (CL),
formulations 1, 2, 3, 5 and 6 resulted in CLso and CLoo of: 0.0033 and 0.0072; 0.0054
and 0.0092; 0.0040 and 0.0081; 0.0023 and 0.0054; 0.0055 and 0.0094 mg.mL™,
respectively. Regarding the zein nanoformulations evaluated by the TPL, the negative
controls also did not cause mortality of the larvae, however, the positive control
(evaluated from 0.004 to 0.512 mg.mL™?), resulted in larval mortality > 71.9% in the
concentration 0.064 mg.mL%, while zein formulations (evaluated from 0.004 to 0.466
mg.mL-1) caused mortality> 80% in the concentration of 0.029 mg.mL*. These
formulations NZ-1 (NZ + cip + clo + citral), NZ-2 (NZ + cip + clo + menthol) and NZ-3
(NZ + cip + clo + limonene) still resulted in high larval mortality rates in lower
concentrations, with LCsp and LCgo of: 0.0136 and 0.0352; 0.0115 and 0.0386; 0.0117
and 0.0301 mg.mL?, respectively, and 0.0319 and 0.1028 mg.mL™, respectively, for
the positive control). The zein formulations were also evaluated by the Adult Immersion
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Test (TIA) and the formulations NZ-1, NZ-2 and NZ-3 obtained, respectively: 50.2, 40.5
and 60.1% efficacy on engorged females at a concentration of 0.466 mg.mL"!, while
the positive control resulted in 39.4% efficacy at 0.512 mg. mL™. The zein formulations
still showed a high residual activity, although less than that of the positive control. This
study demonstrated that it was possible to encapsulate the prioritized active
ingredients and characterize the carrier systems. All nanoformulations were able to
protect the active ingredients against degradation in solution, which is a characteristic
of stability aimed at commercial tick products. Thus, nanoformulations can be an
alternative for the development of new biocarpathicides with less active ingredients,
aiming to promote safer parasitic control, with less risk of the presence of residues in
food of animal origin and in the environment.

Keywords: bovine tick, resistance, cypermethrin, chlorpyrifos, phytotherapy,
nanocarrier systems, food security
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. Introducéao

De acordo com OCDE-FAO (2020), o Brasil estd entre os paises que
continuardo dominando a producdo pecuaria nos proximos anos. Do ponto de vista
global, ha perspectivas de que as producdes de leite e carne sejam intensificadas,
resultando em forte crescimento para o setor da bovinocultura. A agroindustria tem
demonstrado sinais de recuperacdo da economia desde o segundo semestre de 2017
e o PIB do agronegdcio tem se expandido, incluindo o do setor pecuario (Cepea-CNA,
2018; 2020).

Apesar de todos os esforcos, entretanto, a pecuaria enfrenta dificuldades que
impedem um maior desenvolvimento. O parasitismo pelo carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) € considerado um entrave, pois s&o inimeros
0S prejuizos acarretados por esse parasita, incluindo a queda nos desempenhos de
producado e a transmissdo de hemoparasitas que podem causar Tristeza Parasitaria
Bovina, doenca que ocasiona altas taxas de mortalidade nos rebanhos (Guglielmone
et al., 2006; Raynal et al., 2013; Grisi et al., 2014).

O principal método empregado no controle de carrapatos € a utilizacdo de
carrapaticidas comerciais, entretanto, devido ao seu uso indiscriminado e falta de
orientacdo técnica, observou-se um aumento dos relatos cientificos acerca da
resisténcia de R. microplus (Furtado et al., 2013; Raynal et al., 2013; Cruz et al., 2015;
Higa et al., 2016). O risco da presenca de residuos de medicamentos nos produtos de
origem animal e no meio ambiente é também um fator preocupante, uma vez que pode
comprometer a saude humana e o equilibrio ambiental (Schwarzenbach et al., 2010;
Furtado et al., 2013).

A populagéo tem voltado sua preocupacao para a seguranca de alimentos,
optando por aqueles livres de residuos téxicos, o que demonstra a necessidade da
busca por alternativas eficientes que garantam o controle de R. microplus e sobretudo
a seguranca dos alimentos de origem animal. Nesse sentido, ha décadas tém se
pesquisado novas moléculas provenientes de plantas para o controle parasitario
(Habeeb, 2010; Chagas et al., 2014; 2016; Figueiredo et al., 2018; Medeiros et al.,



2019; Vinturelle et al., 2021).

A nanotecnologia tende a contribuir para o desenvolvimento de novos sistemas,
visando melhorar a estabilidade fisico quimica de compostos vegetais e prevenir a
rapida degradacao desses compostos. Além disso, pode promover a liberagdo de um
composto ativo para o organismo alvo, liberagéo controlada das moléculas no local de
acao e minimizar efeitos toxicos indesejaveis em organismos nao-alvo (Ghormade et
al., 2011; Gogos et al., 2012; Perlatti et al., 2013; Duran e Marcato, 2013).

Nanoformulagbes a base de compostos com acdo repelente podem ser uma
opcao para controlar R. microplus em propriedades leiteiras (Chagas e Rabelo, 2012;
Nogueira et al., 2020), sobretudo se associadas a principios ativos registrados para
uso em vacas em lactacdo. Sistemas nanocarreadores sdo capazes de transportar
moléculas bioativas de forma prolongada, aumentar a eficiéncia e garantir a liberacdo
do principio ativo por longo periodo de tempo, contribuindo para a redugdo de
impactos ambientais (Mogul et al.,1996).

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi desenvolver nanoformulacdes
carrapaticidas a partir de Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (NLS), Carreadores
Lipidicos Nanoestruturados (CLN) e Nanoparticulas de Zeina (NZ), associadas a
cipermetrina, clorpirifés e um composto vegetal (citral, mentol ou limoneno),
caracterizar e verificar a eficacia dessas nanoformulacdes contra larvas e fémeas

ingurgitadas de R. microplus.
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CAPITULO 4 - Consideracgdes finais

O presente estudo demonstrou que a associacao de nanocarreadores (lipidicos
e proteicos) e principios ativos com potencial carrapaticida pode ser uma alternativa
para o controle das infestacdes por Rhipicephalus microplus. Apesar da consequente
diminuicdo de particulas/mL das formulacées durante o periodo de estocagem, as
nanoformulagdes foram capazes de proteger os principios ativos contra a degradacgéo
em solucdo, caracteristica de estabilidade visada para formulac¢des carrapaticidas.

As nanoformulacdes elaboradas com Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS),
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN) e Nanoparticulas de Zeina (NZ)
obtiveram resultados semelhantes aos encontrados para o produto comercial
(cipermetrina + clorpirifés + citronelal), além de eficdcias em menores concentracoes.

Associados a cipermetrina + clorpirifés + composto vegetal (citral, mentol ou
limoneno), nanocarreadores lipidicos demonstraram potencial contra as larvas,
enquanto as NZ apresentaram eficicia sobre larvas e fémeas ingurgitadas. As
formulagcbes contendo NZ evidenciaram acao superior em relacdo ao produto
comercial, sobre os dois estadios de R. microplus. Demonstraram, ainda, alta
atividade residual, indicando uma possivel biodegradacdo em menor periodo de
tempo quando comparado ao produto comercial.

Baseado nessas observacgdes, sistemas carreadores aplicados a elaboracao
de novos carrapaticidas poderdo ser um avanco para 0 setor agropecuario. Um
farmaco com menor quantidade de principios ativos, que garanta eficacia acaricida e
ao mesmo tempo possua degradacdo mais rapida podera revolucionar a forma de
controle parasitaria e impactar, de maneira positiva, a bovinocultura leiteira, caso
viabilize menor descarte do leite dos animais tratados, assegurando menores perdas
econbmicas. As pespectivas futuras para a utilizacdo de sistemas nanocarreadores
no controle de R. microplus envolvem, ainda, a salde humana e a sustentabilidade,
uma vez que biocarrapaticidas elaborados a partir dessa nanotecnologia poderao ser
mais seguros e resultar em menor possibilidade de presenca de residuos nos
alimentos de origem animal, garantindo a seguranca alimentar do consumidor, e
possivel contribuicdo para um menor impacto ambiental devido & sua melhor

biodegradacdo no ambiente.





