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RESUMO

DA BARBOSA, Priscila Fernanda Pereira. Instituto Federal Goiano - Campus Rio
Verde — GO, fevereiro de 2016. Producéo de nanoparticulas poliméricas para estudo
de liberacdo controlada de compostos bioativos para controle de Rhipicephalus
microplus (acari: ixodidae). Orientador: Fabiano Guimarées Silva. Coorientadora: Ana

Carolina Ribeiro Aguiar.

O controle do carrapato Rhipicephalus microplus é realizado principalmente por
acaricidas quimicos, porém a utilizacdo destes de maneira incorreta tem fortalecido a
resisténcia das cepas e deixando residuos na carne e no leite. A substituicdo destes por
compostos ativos que possuem a mesma funcionalidade é uma alternativa atraente e
viavel neste contexto. Estes compostos se encontram de forma natural em espécies
vegetais fazendo parte do seu metabolismo, podendo ser sintetizados ou extraidos de
suas plantas respectivas. O uso de produtos naturais tem se tornado grande alvo de
pesquisas, principalmente espécies nativas do cerrado brasileiro. Contudo os produtos
fitoterapicos podem melhorar o perfil de eficacia por prolongar seu tempo de agéo sobre
o animal. Neste contexto a utilizacdo de materiais poliméricos que tenham a capacidade
de adsorver e liberar o principio ativo de maneira controlada pode aumentar a eficacia
do produto. Os objetivos do presente projeto compreenderam produzir cinco extratos
vegetais a partir das espécies Cymbopogon citratus (DC) Stapf, Pouteria gardneriana
Radlk, Anacardium othonianum Rizz, Melia azedarac e Azadiracht indica L, produzir

nanoesferas de quitosana com a finalidade de ancorar o material vegetal, realizar testes



de liberagdo controlada para verificagdo da melhor faixa de pH para liberagcdo dos
extratos e por fim conduzir testes in vitro nas teledginas do carrapato para verificacao
da toxicidade de cada extrato vegetal produzido.O material vegetal foi coletado no
campus Rio Verde do Instituto Federal Goiano, no estado de Goias, Brasil e submetido
a secagem em estufa com circulacdo de ar forcada na temperatura de 40°C, triturado em
moinho de facas até a obtencdo de um pé fino. O extrato etandlico foi obtido por
extracdo a frio. Produziu-se as nanoesferas de quitosana pelo sistema “Spray-drying” e
posteriormente, ancorou-se 0s extratos no nanomaterial obtido. Testes no FTIR e UV-
Vis foram realizados com as aliquotas coletadas no processo de titulacdo. Preparou-se
solugdes a partir dos extratos nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 1 % (massa/massa) para
conduzir os testes in vitro. Seis teleoginas foram fixadas em placas de petri e
previamente tratadas com os tratamentos citados acima, além do tratamento controle
(etanol) e extrato bruto. Todos os testes foram realizados em triplicata. Os parametros
observados foram de mortalidade e taxa de reducdo na massa dos ovos. Observou-se
que o processo de liberacdo controlado foi eficaz para todas as espécies, pois maiores
liberacBes do material ocorreram entre pH 5 e 7, tornando o acaricida organico junto ao
nanomaterial aplicadvel em bovinos. Nos testes in vitro para o tratamento do extrato
bruto a taxa de mortalidade foi de 100 % e nos trés tratamentos das solugdes a taxa de
reducdo da massa dos ovos variou entre 30 a 100 %, sendo que para as espécies
Pouteria gardneriana Radlk e Melia azedarac esta taxa proporcionou resultados

semelhantes ao extrato bruto nas concentracgdes 0,4 e 0,2 %, respectivamente.

Palavras-chave: acaricida organico, liberacdo controlada, nanoesfera.



ABSTRACT

Barbosa, Priscila Fernanda Pereira. Federal Goiano Institute - Campus Rio Verde — GO.
Production of polymeric nanoparticles to study bioactive compounds controlled release
in the Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) control. Advisor: Fabiano Guimarées

Silva. Co-advisor: Ana Carolina Ribeiro Aguiar.

The Rhipicephalus microplus tick control is mainly performed by chemical acaricides,
which incorrect use has strengthened the strains resistance and left residues in meat and
milk. The replacement of these by active compounds that have the same functionality is
an attractive and viable alternative in this context. These compounds are found naturally
in vegetal species as part of their metabolism,and may be synthesized or extracted from
their respective plants. The natural products use has becoming big target of research,
especially Brazilian cerrado native species. But those phytotherapeutic products can
improve the efficacy profile for prolonging his time acting on the animal. In this context
the polymeric materials use that have the capacity to adsorb and release the active
ingredient in a controlled way can increase the product effectiveness. The objectives of
this project included produce five plant extracts from the species Cymbopogon citratus
(DC) Stapf, Pouteria gardneriana Radlk, Anacardium othonianum Rizz, Melia
azedarac and Azadiracht indica L, produce chitosan nanospheres in order to anchor the
plant material, conduct controlled release tests to verify the best pH range for extracts
release and finally conduct in vitro tests on tick engorged females in order to check the

toxicity of each plant extract produced. The plant material was collected on the campus



Rio Verde of the Federal Goiano Institute in the State of Goias, Brazil and dried in an oven
with forced air circulation at 40 °C, ground in a Wiley mill to obtain a fine powder. The
ethanol extract was obtained by cold extraction. It was produced chitosan nanospheres by
the "Spray-drying" system and then anchored the extracts obtained in the nanomaterial.
Tests on FTIR and UV-Vis were performed with aliquots collected in the titling process. It
was prepared solutions from the extracts in 0,2; 0,4 and 1% concentrations to conduct in
vitro tests. Six engorged females were fixed in petri plates and previously treated with
treatments mentioned above, in addition to the control (ethanol) and raw extract. All tests
were performed in triplicate. The parameters observed were mortality and the mass of eggs
reduction rate. It was observed that the controlled release process was effective for all
species, because greater material release occurred between pH 5 and 7, becoming organic
acaricide with the nanomaterial applicable in cattle. In vitro tests for raw extract treatment
the mortality rate was 100% and the three treatment solutions the mass eggs reduction rate
ranged from 30 to 100%, and for Pouteria gardneriana Radlk and Meliaazedarac species
this rate achieved results similar to the raw extract at concentrations of 0.4 and 0.2%,

respectively.

Key words: Organic acaricide, Controlled release, Nanosphere



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de compostos quimicos para o controle de pragas é uma estratégia
utilizada em larga escala por varios paises, porém o uso inadequado dos mesmos
acarreta em resisténcia, problemas relacionados a saude animal, residuos na carne e no
leite. Neste contexto a busca por principios ativos botanicos tem se tornado alvo de
muitas pesquisas, mostrando ser uma alternativa viavel para o controle de pragas.

Espécies vegetais desenvolvem mecanismos de defesa naturalmente, tais como:
os metabolitos secundarios e 6leos essenciais, desempenhando atividade inseticida, tais
compostos estudados isoladamente mostram toxicidade adequada para a morte ou
inibicdo da proliferacdo de organismos indesejados (ZOUBIRI e BAALIOUAMER
2011).

O é&caro Rhipicephalus microplus € um ectoparasita proveniente de regibes
tropicais e subtropicais, conhecido como carrapato, € responsavel pela transmisséo de
doencgas virais, bacterianas e protozooses, anemia e reducdo no ganho de peso em
bovinos, principalmente em ragas de origem europeia Esse exige um Unico hospedeiro
para a sua evolucdo, no qual realiza todas as mudas, apresentando no seu ciclo
bioldgico, duas fases: uma parasitaria e uma fase de vida livre (NETO et al., 2006).

Este acaro pertence a familia ixodidae, caracterizados principalmente por
apresentarem escudo dorsal, com nitido dimorfismo sexual e utiliza apenas um animal
em seu ciclo vital, bovinos e equinos sdo 0s hospedeiros principais, mas cervideos e
pequenos ruminantes domésticos também podem ser atacados. Os sitios de predilecdo
no hospedeiro sdo a regido ventral do corpo, do pescoco e peito do animal até a
genitalia. Carrapatos imaturos podem ser encontrados nos ouvidos (NETO et al., 2006)



O seu controle é realizado por quimioterapicos vinculado a danificagdo do
sistema nervoso central do carrapato. No Brasil existem seis classes principais de
acaricidas, os organofosforados, as formamidinas, os piretroides sintéticos, o0s
fenilpirazois, as lactonas macrociclicas e as benzoi fenil ureias (Fluazuron), que séo
administrados por contato ou de forma sisttmica (ZAMAN et al., 2012).

Estima-se que o pais gaste cerca de R$ 800 milhdes de reais com produtos
quimicos para o controle do carrapato, contudo a infestacdo deste em bovinos no Brasil
aproxima-se de 80% (GRISI et al., 2002). A explicacdo para este fato esta relacionada
ao manejo destes produtos, que na maioria das vezes € realizado pelo préprio produtor e
sem nenhuma orientacéo técnica.

A escolha de qual acaricida a ser utilizado, deve ser feita levando em conta o
indice de resisténcia das cepas de carrapatos da regido, utilizando o teste de resisténcia
aos acaricidas (biocarrapaticidograma). Esse teste é recomendado para deteccdo de
sensibilidade ou resisténcia das teledgias (fémeas ingurgidas) ao carrapaticida
(CAMILLO et al., 2009)

A ivermectina é um endectocida pertencente ao grupo quimico das lactonas
macrociclicas (LM) desde 1981, utilizado no controle de parasitas internos e externos
do gado brasileiro. E uma das classes quimicas mais utilizadas como carrapaticida
(FOX et al., 2006).

Contudo, relata-se a resisténcia por este principio ativo em regides do estado do
Rio Grande do Sul e Séo Paulo (KLAFKE et al., 2012). Testes de imersao larval (LIT) e
testes de pacote larval (LPT) foram conduzidos em algumas propriedades rurais das
regides citadas acima. Observou-se que na maioria das populacGes analisadas ocorreu
resisténcia a ivermectina. A explicagdo para este fato foi dada pelo manejo realizado nas
fazendas, que se baseou na pulverizacdo de 2 a 6 vezes por ano durante cerca de 3 anos,
acarretando assim na selecdo de cepas resistentes ao medicamento (KLAFKE et al.,
2012).

Estudos recentes do Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (RS)
apontaram para cepas multirresistentes a todos os principios ativos comercializados no
pais de acordo com o compéndio brasileiro de produtos veterinarios (SINDAN, 2013).
Até o presente estudo ndo havia relatos de resisténcia pelo principio ativo derivado do
benzilfenilureia, o fluazuron, carrapaticida que tem mecanismos diferentes das lactonas
macrociclicas (LM), agindo diretamente na incorporacdo da quitina pela cuticula do

carrapato, tratando assim de um inibidor em crescimento, tendo efeito direto sobre a



reproducdo do acaro. Os testes conduzidos demonstraram que ha cepas de carrapatos
multirresistentes na regido sul do pais, até mesmo pelo fluazuron (RECK et al., 2014).

Entende-se que a resisténcia é acarretada pelo uso constante e prolongada do
mesmo principio ativo, induzindo a sele¢do de individuos resistentes por partes dos
parasitas. Um das alternativas é a associacdo de medicacOes e/ou modificacbes na
concentracdo dos mesmos. Esses meios tém sido opcgdes para superar a
indisponibilidade de novas moléculas no mercado que sejam nocivas ao ectoparasita
(CANAVACI et al., 2006).

Tratando-se de combinacBes entre principios ativos, Reck et al (2014) relatou
resisténcia pelas combinacgdes entre os organofosforados (OP) e piretroides sintéticos
(SP), destacando pelos principios ativos Clorpirifés e Cipermetrina, respectivamente
(RECK et al., 2014). Tal resisténcia havia sido previamente constatada em anos
anteriores em regides tropicais, no caso a Austrélia (NOLAN et al., 1989).

Outras publicacdes relataram doses discriminadas para a indugdo total ou a
inibicdo parcial da eclosdo larval pelo Fluazuron de 200 ppm. Porém em testes com
cepas que nao foram expostas a nenhum tipo acaricida, houve a reducdo da eclosdo
larval em 99% em dosagem de 50 ppm e reducéo larval de 50% para cepas que haviam
sido expostas a algum principio ativo para mesma dosagem (RECK et al., 2014).
Considerando tal informacdo, entende-se que ha& necessidade de testes de
reprodutibilidade e o estabelecimento de doses descriminadas para diagnosticar a
resisténcias. Altas dosagens sem a confirmacgéo da necessidade das mesmas estéo entre
um dos fatores para a ocorréncia de cepas resistentes no pais.

Além da resisténcia a produtos quimicos, ressalta-se que a utilizagdo dos
mesmos gera residuos podendo ser encontrados na carne e no leite, sendo assim
prejudicial para os consumidores. Relata-se a ocorréncia de problemas de salde
relacionada a ingestdo de residuos de produtos veterinarios, tais como doencas
respiratorias, cardiacas, do sistema nervoso central e efeitos adversos a gravidez
(SILVA et al., 2012)

Em virtude da resisténcia a acaricidas comerciais e os efeitos dos residuos destes
em produtos de origem animal, a busca por novas estratégias de controle tem se
fortalecido cada vez mais, apontando para pesquisas e futura aplicacdo de compostos
organicos biodegradaveis de espécies nativas que apresentam potencial bioativo ou que

segundo o conhecimento empirico demonstram toxicidade para os carrapatos.



Diversas espécies nativas do cerrado brasileiro apresentam potencial para serem
utilizadas como fontes renovaveis de matéria-prima para producdo de novos biocidas
que apresentem eficacia no combate as pragas e minimize o prejuizo causado pelos
produtos convencionais. Algumas espécies vegetais desenvolvem mecanismos de defesa
tais como os metabodlitos secundarios e Oleos essenciais desempenhando atividade
inseticida, tais compostos estudados isoladamente mostram toxicidade adequada para a
morte ou inibicdo da proliferacio de organismos indesejados (ZOUBIRI e
BAALIOUAMER 2011).

O produto das plantas pode ser obtido através da raiz, caule, folhas, sementes ou
até mesmo do fruto. Isto depende de estudos e testes para verificacdo da toxicidade dos
compostos presentes nos tecidos, 6rgdos ou células das espécies em questdo. Aguilar et
al. (2009) compararam a atividade acaricida das raizes e folhas da P. alliacea e
concluiram que apenas as raizes apresentavam potencial bioativo (AGUILAR et al.,
2009).

As plantas sdo capazes de sintetizar substancias que sdo essenciais para fungdes
basicas vitais, como por exemplo, na divisdo, respiracdo, estocagem, crescimento
celular e reproducdo. Tais compostos sdao denominados metabolitos primarios, sendo
essenciais para a sobrevivéncia da planta. Outros compostos ainda sintetizados fazem
parte do metabolismo secundario das plantas podendo atuar como antibidticos,
antifangicos e antivirais. Esses protegem assim, as plantas, de ataque de patdgenos e
apresentam atividades antigerminativas ou tdxicas para outras plantas, apresentando
papel importante na adaptacdo das plantas ao meio ao ambiente e fazendo com que as
mesmas tenham boa interacdo com o ecossistema (FUMAGALLI et al., 2008).

A classificacdo destes compostos secundarios € dada através de sua rota
biossintética, podendo ser classificados por grupos principais de compostos fendlicos,
terpenos e alcaloides. Cada grupo apresenta fungdes ou atividades biologicas
diferenciadas para as plantas. Os metabolitos secundarios podem ser liberados no meio
através dos tecidos vegetais por lixiviagdo, exsudacdo radicular, volatilizacdo e
decomposicgéo de residuos vegetais (FUMAGALLI et al., 2008).

A natureza se estabelece em um ciclo através do qual consegue o equilibrio
dindmico entre consumidores e seu meio. Os sistemas de producdo e consumo no pais
podem ter carater sustentavel, desde que tais recursos sejam utilizados de forma correta,
caso contrario, este sofre colapso e a demanda ndo serd mais suprida pela necessidade

do mercado, acarretando em mudancas climaticas, perda da biodiversidade e alteracédo



em ciclos gasosos importantes para a vida no planeta. Dessa forma, o desenvolvimento
sustentavel de produtos naturais deve ser rigorosamente controlado para que ndo haja
prejuizos para natureza.

Com o avango da ciéncia, a utilizacdo de produtos renovaveis para o controle de
pragas, pode alcancar resultados surpreendentes no que diz respeito a eficiéncia de
moléculas tdxicas. O uso da nanotecnologia associada a molécula com agdo acaricida
promove atraente linha de pesquisa para controle do acaro no rebanho brasileiro
(CARAMORI et al., 2004).

Assim, o facil acesso a plantas nativas do cerrado e a utilizacdo de um polimero
de baixo custo, faz com que o produto a ser desenvolvido se torne atrativo para 0s
produtores rurais, pois, uma vez comprovada sua eficacia, os logros dos resultados serdo
mais aparentes do que os produtos ineficientes e de alto custo que existem no mercado.

Uma das formas de obtencdo desses sistemas consiste no ancoramento de
moléculas, metais e pesticidas na superficie da quitosana. A liberacéo controlada possui
principio basico de liberar lentamente o material ancorado, permitindo a diminuicdo das
perdas do produto, bem como e melhoria da eficacia do material quimico.

Dessa foram, para a tecnologia de liberacdo controlada de extratos ativos, a
quitosana se encaixa perfeitamente por ser um biopolimero hidrofilico adsorvente. Além
disso, a quitosana € caracterizada por ser um material biocompativel e biodegradavel, e
por isso, sdo encontradas diversas aplicacGes com este biopolimero (LIU et al., 2008).

Desse modo, propde-se caracterizar e utilizar nanoparticulas poliméricas
funcionalizadas com extratos obtidos da folha de cinco espécies do cerrado, capim-
limdo [Cymbopogon citratus (DC) Stapf], guapeva (Pouteria gardneriana Radlk), caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach)
e neem (Azadiracht indica L.), no controle do R. microplus. Para tanto, serdo
produzidas nanoparticulas poliméricas ativadas para avaliar a eficiéncia dos

fitoterapicos carrapaticidas no controle do R. microplus, através da liberagdo controlada.

1.1 Cymbopogon citratus (DC) Stapf- Capim Liméo

O Cymbopogon citratus (DC) Stapf é uma erva aromatica perene pertencente a
familia Poaceae que é constituida por cerca de 30 géneros (THANGAM et al., 2014). A
origem desta planta é asiatica, assim como outras espécies do género Cymbopogon. SP.

sendo encontrada também em regides tropicas e subtropicais. No Brasil é conhecida



popularmente por capim-lim&o, capim-cidreira ou capim-santo. O nome basico capim é
dado de acordo com a folhagem da espécie, pois crescem de forma frondosa e robusta
formando touceiras de até 1 metro de altura ou mais (DUARTE et al., 2004).

A utilizacdo desta espécie na medicina popular € muito comum, por causa de
suas propriedades, por exemplo, antimicrobiana, antiviral, e potencial antioxidante e
ainda relatam efeitos preventivos ao cancer (THANGAM et al., 2014).

Estudos realizados por Thangam et tal. (2014) comprovaram a atividade
antioxidante e anticancer do Cymbopogon citratus, observando que o extrato aquoso da
planta inibe a proliferacéo de células cancerigenas (THANGAM et al., 2014).

Além do emprego medicinal, esta espécie € utilizada como agente aromatizante
na perfumaria e na cosmética devido a presenca de Oleo essencial. O principal
constituinte desse 0leo é o citral (47% a 85%) formado pela mistura de dois aldeidos
monoterpénicos estereoisomeros: geranial e neral, representado na Figura 1. Em menor
proporcdo ja foram identificados outros componentes, como canfeno, citronelal,
citronelol, farnesol, geraniol, limoneno, linalol, mentol, mirceno, nerol, a-pineno, B-
pineno e terpineol. Entre os constituintes fixos estdo os alcaloides, saponinas e 0s
flavonoides ( SILVA et al., 2008).

CHO
i\-\‘\.\ H\“\
CHO
Terani al Meral
{citral a) (citral b)

Figura 1. Estrutura do metabdlito secundario presente na Cymbopogon citratus.
Fonte: SILVA, 2008.

Estudos sugerem que a atividade antibacteriana de C. citratus esta
principalmente nos componentes o- e [-citral presentes no Odleo. As atividades

antimicrobianas e antifungicas foram comprovadas em 22 espécies de microrganismos,



além da propriedade inseticida, principalmente larvicida, bem como, repelente de
insetos (COSTA et al., 2005).

Tanto o 6leo essencial das folhas secas quanto o extrato etandlico da espécie
interferem no desenvolvimento do carrapato R. microplus. Concentra¢fes acima de 5%
do 6leo reduzem em 100% a eclodibilidade dos ovos e concentragfes acima de 2% do
extrato etanolico reduzem em 25%, sendo que diluido na propor¢do de 50% de &gua e
50% de etanol a eficacia do produto aumenta para 47%, considerando estes testes que
sdo realizados em in vitro. A explicacdo do aumento da acéo biocida utilizando o etanol
como solvente pode ser dada pelo efeito pontencializador, aumentando a constituigéo
apolar da mistura (AGNOLIN et al., 2014).

A utilizacdo do 6leo na concentracdo de 2% para testes in vivo sob pulverizacdo
costal em animais infestados com o acaro reduziu em 66% a infestacdo ap6s o 14° dia
apos o tratamento. Em comparagdo com o produto quimico que teve eficicia de 100%
apos o 3° dia apos o tratamento, o resultado do produto natural foi inferior. Assim, é
possivel que na avaliacdo in vivo possa haver melhor condicdo de volatilidade, em
virtude da aplicacdo do produto sob aspersdo, implicando na formacdo de pequenas
goticulas facilitando a volatilizacdo devido ao aumento da superficie especifica
(AGNOLIN et al., 2014).

1.2 Azadiracht indica L — Neem

Azadiracht indica é uma arvore pertencente a familia Meliaceae, conhecida
popularmente como Neem. Existem duas espécies do género Azadiracht, sendo nativa
da india, porém se adapta bem em regiGes tropicais e subtropicais, podendo ser
encontrada no Brasil (HOSSAIN et al., 2003).

A azadiractina € um dos principais compostos presentes na semente da
Azadiracht indica. Este é um tetranortriterpenoide ativo conhecido por interromper a
metamorfose e inibir a alimentag@o de outros insetos. As propriedades da Azadiractina
comegaram a ser descobertas na década de 1950 na india quando gafanhotos destruiram
varias plantacdes deixando intactas as espéecies Azadiracht indica e Melia azedarach
(BERNARDI et al., 2012).

Produtos derivados do Neem apresentam a vantagem de ter baixa toxicidade a
animais de sangue quente e serem rapidamente degradados no solo e nas plantas. E

classificado como um pesticida de baixo efeito residual. Em 2009 foi introduzida no



mercado brasileiro uma formulagdo comercial de azadiractina (Azamax®) sendo o
Unico produto registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) para o controle de pragas na agricultura (AGROFIT, 2011).

Figura 2. Estrutura da molécula azadiractina presente na Azadiracht indica.
Fonte: VALENTE, 2007.

Além da azadiractina, foram isolados 24 compostos ativos do Neem que
possuem atividade bioldgica, atuando diretamente no comportamento e no crescimento
dos artrépodes. Essa variedade de componentes reduz de modo significativo a
ocorréncia de fendmenos de tolerancia e resisténcia ao fitoterapico (VALENTE et al.,
2007).

As frutas dessa espécie tambeém possuem compostos ativos, chegando a 40% de
azadiractina em comparacdo com o 6leo essencial das sementes. Comprovou-se o efeito
inibitdrio sobre a vitelogenina durante o processo de oogénise de artropodes (GIGLIOTI
etal., 2011.)

Utiliza-se o extrato aquoso das folhas secas do Neem para o controle do
ectoparasita R. microplus. Testes in vivo foram realizados por Valente et al. (2007) que
comparou a eficacia do extrato aquoso do Neem por meio de aplicacdo dorsal e o
produto quimico abamectina (Abm) topica. A avaliacdo do efeito de cada acaricida foi

realizada por meio da infestacdo média de cada animal nos dias 0, 15 e 30 apds a



aplicacdo de cada produto. Verificou-se a redugéo significativa no dia 30° para o
tratamento orgénico. Na forma como foi usada neste teste, a solugcdo aquosa de folhas
de Neem pode substituir a abamectina dentro do programa zootécnico de controle dos
carrapatos em bovinos (VALENTE et al., 2007).

Denardi et al (2010) utilizaram o extrato aquoso do Neem em duas
concentracdes diferentes com o objetivo de observar o efeito do extrato no sistema
reprodutor do carrapato, resultando em diferenca significativa entre as cepas tratadas e
as de controle (DENARDI et al., 2010). Outros autores demonstraram que o extrato
inibe a ovoposicdo das teledginas tratadas pelo teste de imersdo, diminuindo a
quantidade de carrapatos no hospedeiro. O principio ativo encontrado nesta espécie
pode ser administrado na alimentacdo dos bovinos como forma de prevencao
(LANDAU et al., 2009). Comprovando assim a eficiéncia na utilizacdo desta espécie

como acaricida.

1.3 Melia azedarach- Santa barbara

A santa barbara conhecida também como cinamomo é uma arvore de grande
porte pertencente & familia Meliaceae, tendo como origem a india, porém é comum ser
encontrada em regides tropicais e subtropicais. Utilizada para extragdo de madeira e
para varios fins médicos (SOUSA et al., 2011). A atividade desta planta foi avaliada em
mais de 400 espécies de insetos, nas quais mais de 100 ocorrem no Brasil
(BRUNHEROTTO et al., 2010).

Relatam-se os efeitos do extrato da santa barbara em vérias espécies de insetos.
As plantas da familia Meliaceae sdo conhecidas como fontes potenciais de propriedades
inseticidas. A eficacia da utilizacdo do extrato etandlico foi verificada por Al-Mehmadi
e Al-Khalaf (2010) no controle das larvas do mosquito Culex quinquefasciatus. Os
autores observaram bloqueio no desenvolvimento do mosquito pela inducdo da
mortalidade das larvas 24 e 48 horas ap0s o tratamento. Tal resultado pode ser
explicado pela presenca de limonoides nas folhas e sementes da espécie. Assim 0
extrato etandlico é uma alternativa para substituicdo dos inseticidas sintéticos
convencionais no controle do mosquito Cx. quinquefasciatus (AL-MEHMADI e AL-
KHALAF 2010).

Borges et al. (2013), avaliando a eficacia do extrato do fruto maduro no controle
do carrapato R. microplus com diferentes solventes, verificaram alta taxa de mortalidade

para larvas e inibicdo da oviposi¢do. Concluiram que os melhores solventes extratores
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séo aqueles de baixa polaridade e a melhor concentragdo do extrato foi de 0,25%, tanto
para morte larval e inibicdo da proliferacdo do acaro (BORGES et al., 2013).

Alguns fatores podem influenciar na atuacdo de extratos naturais no controle de
pragas. Entre eles podem se destacar a utilizacdo de frutos maduros ou verdes. Sabe-se
também que existe forte influéncia biogeografica na composi¢do quimica de diversas
plantas, inclusive para a M. azedarach. Outro fator que afeta a bioatividade dos extratos
é 0 tempo de armazenamento até o processamento deste (SOUSA et al., 2008)

Pensando nesses fatores Sousa et al. (2008) compararam a acdo dos frutos
maduros e verdes no controle do R. microplus, bem como a interferéncia do periodo de
armazenamento dos frutos ou dos extratos em sua atividade acaricida. Diante dos
resultados obtidos os autores concluiram que os frutos verdes tiveram maior influéncia
nos testes de imersdo e pacote larval para teledgenas e larvas, respectivamente. Houve
inibicdo da oviposicdo e alta taxa de mortalidade para as larvas. Observaram também
que o tempo de armazenamento teve efeito negativo para o tratamento, apontando para a

degradacdo dos compostos ativos (SOUSA et al., 2008).

1.4 Pouteria gardneriana Radlk- Guapeva

A guapeva é uma arvore de grande porte pertencente & familia das Sapotaceas e
a0 género Pouteria, que abrange varias espécies. E considerada arvore frutifera do
cerrado possuindo caracteristicas basicas na arborizacdo e na alimentacdo de animais
nativos do seu meio por produzir frutos anualmente. Por estas caracteristicas, a arvore €
bem utilizada em plantios para a recuperacao de &reas degradadas.

Os compostos mais abundantes presentes nesta espécie sdo 0s compostos
fenolicos, principalmente os taninos. Os compostos fendlicos sdo definidos como
substancias que possuem um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais. Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal,
englobando desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerizagdo. Os
taninos sdo encontrados em muitas frutas, sendo caracterizados como compostos
fenolicos de alto peso molecular (ROCHA et al., 2011).

Os taninos desempenham funcdo de protecdo para as plantas contra ataque de
herbivoros, diminuindo assim a taxa de predagdo por estes. Pesquisas sobre atividade
bioldgica dos taninos evidenciaram a importante acdo contra determinados

microrganismos, como agentes carcinogénicos e causadores de toxicidade hepatica.
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Estes compostos sdo muito reativos, formam pontes de hidrogénio intra e
intermolecular. S&o soltveis em &gua e em solventes polares (MONTEIRO et al., 2005).

Plantas ricas em taninos sdo utilizadas na medicina no tratamento de diarreia,
hipertensdo e antisséptico. Por serem quimicamente reativos, 0s taninos precipitam
proteinas tendo assim efeito antimicrobiano e antifungico. Os taninos auxiliam em
processos de cura de feridas por formar camada protetora sobre tecidos epiteliais
lesionados (PANSERA et al., 2003).

A molécula dos taninos sdo muito reativas devido aos oxigénios presente em
toda sua estrutura, podendo fazer até doze ligagdes com proteinas. Essa molécula esta
representada na Figura 3. Em virtude da habilidade de se ligar as proteinas e outras
macromoléculas, os taninos também apresentam atividade tdxica. Ayres at al. (1997)
constataram a mortalidade de insetos apds o tratamento com taninos condensados, pela

acdo toxica destes e pela inibicdo da digestibilidade (AYRES et al., 1997).

H

HO

HO

Figura 3. Estrutura de um tanino condensado.
Fonte: ROCHA , 2011.

Considerando o alto teor de compostos fendlicos e taninos condensados nas
frutas e folhas da guapeva (ROCHA et al., 2011) e o entendimento que esses compostos
apresentam atividade tdxica, essa espécie se torna interessante para o estudo e

verificacdo da atividade do extrato das folhas no controle do R. microplus.

1.5 Anacardium othonianum Rizz- Caju-do-cerrado
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A Anacardium othonianum é uma espécie nativa da regido nordeste do Brasil, na
qual os frutos contém compostos importantes tais como vitamina C, compostos
fenolicos, acucares e alguns minerais (calcio, fosforo e ferro). Pertencente a familia
Anacardiacea e ao género Anacardium, representada por 11 espécies, cuja especie em
questdo € conhecida por seus valores nutricionais e econémicos (BARBOSA et al.,
2014).

A cultura de caju tem importancia econémica e social para pais, pois participa de
um mercado mundial bilionario, movimentando mais de 2,4 bilhdes de dolares por ano,
empregando mais de 1,2 milhdes de pessoas no seu produto principal, a améndoa da
castanha-de-caju (EMBRAPA).

Dentre os compostos quimicos encontrados nesta espécie, destacam-se 0S
flavonoides e compostos fendlicos totais que desempenham funcdo antioxidante. Os
antioxidantes se destacam por prevenir a formacdo e a acdo das espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio que se associam ao dano oxidativo (BROINIZI et al., 2008).
1.6 Nanomaterial- Quitosana
A quitosana é um biopolimero derivado do processo de desacetilacdo da quitina

via hidrdlise enziméatica ou tratamento alcalino. Neste processo ha a retirada do

grupamento (CH3;CO) representado na Figura 4.
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Figura 4. Reac¢do da desacetilagdo da quitina.
Fonte: SILVA et al., 2006.

Considerado polissacarideo catidnico em condi¢des de pH neutro ou bésico,
contém grupamentos amino e acetoamino, considerada uma molécula muito reativa
tornando-a mais suscetivel a modificacGes estruturais. Em pH acido o grupo amino pode
sofrer protonacdo tornando a quitosana solivel em agua (LIU et al., 2008).

A utilizacdo da quitosana e a pesquisa por novas aplicacfes tém crescido muito
em diversas areas como na agricultura e inddstria de alimentos, mas, especialmente, na
indUstria farmacéutica, no desenvolvimento de cosméticos e biomateriais, tais como
géis, filmes e membranas poliméricas (SILVA et al., 2006).

A sua estrutura quimica é formada por copolimeros beta - (1-4) - glicose -D- 2-
amino-2-desoxi e beta - (1-4) - acetamida -2 desoxi -D- glicose (WEBSTER et al.,
2007). A quitosana € um biopolimero considerada biodegradavel, ndo todxico e
encontrada diretamente em alguns microrganismos, sendo a sua maior obtencdo através
do processo de desacetilacdo da quitina (GOMES et al., 2010).

A matéria-prima para a producdo da quitina séo rejeitos de crustaceos, sendo
esses considerados materiais baratos e de facil acesso. O processo da obtencdo da
quitosana envolve alguns tratamentos, sendo eles a desproteinizagdo, desmineralizagéo
e por fim a desacetilacdo da quitina. O grau de desacetilagéo determina a quantidade de
grupos aminicos na cadeia polimérica, sendo que, uma extensdo acima de 50% de
desacetilacdo define a entidade quimica quitosana (MOURA et al., 2006).

A quitosana é insoltvel em agua, dissolvendo-se em solugfes aquosas de acidos
organicos, como acético, e em alguns &cidos inorganicos, como exemplo, o acido
cloridrico diluido, resultando em solug6es viscosas (AHMED, 2014). A solubilidade da
quitosana esta relacionada com a quantidade de grupos amino protonados (-NHs") na

cadeia polimérica.
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Devido a estrutura da quitosana (Figura 5), a utilizacdo se torna muito favoravel
nos estudos de fixacdo de compostos, além da liberacdo controlada desses no meio
desejado. Estudos realizados por Lucena et al. (2013) demonstram que a capacidade
adsortiva da quitosana modifica com tioacetamida na remocao de corantes téxteis. Os
autores verificaram que a utilizacdo da quitosana removeu 90% dos corantes presentes
em solugéo (LUCENA et al., 2013).

H,N
HOH 5C

OH

CH,OH
NH 5

Figura 5. Estrutura quimica da quitosana.
Fonte:SILVA et al., 2006.

A utilizacdo da quitosana em forma de flocos ou pé em processos de adsorcdo €
muito frequente, porém apresenta desvantagens nestas formas, tais como, a solubilidade
em meio &cido inviabilizando processos de reciclagem, baixa area superficial interna
que limita o acesso aos sitios reativos ndo expostos diminuindo assim a capacidade
adsortiva e a velocidade de adsor¢do (LUCENA et al., 2013).

Os problemas citados acima podem ser minimizados aumentando a é&rea
superficial dos sitios de adsorcdo (grupos amino) fazendo alteracbes na estrutura do
biopolimero, por produzir micro e nanoparticulas (LUCENA et al., 2013).

Existem diferentes métodos de preparacdo das nanoparticulas de quitosana. A
selecdo de alguns métodos depende de fatores tais como o tamanho da particula
desejada, estabilidade quimica e téermica dos agentes ativos, perfil cinético da liberacéo,
estabilidade do produto final e toxicidade associada ao produto final. Agnihotri et al.
(2004) discutem em sua revisdo metodologias para o preparo do nanomaterial,
considerando sempre a natureza da molécula ativa e tipo de liberagdo desejada
(AGNIHOTRI et al., 2004).

Bulmer et al. (2012) propuseram a producéo e caracterizacdo de nanoparticulas
utilizando o método de gelificacdo e condensacdo da quitosana para ancorar O

medicamento eritropoietina, verificando assim relacdo entre a eficdcia do método de
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producdo e a liberacdo do composto ativo. Os autores concluiram que o método
utilizado conferiu a producéo de esferas em escala nanométrica, aumentando assim a
eficiéncia do material, o ancoramento do medicamento nos sitios da quitosana foi
confirmado, pois o peso molecular aumentou e se verificou a liberagdo controlada do
medicamento, demonstrando assim o potencial da quitosana como material ancorante
(BULMER et al., 2012).

Menegucci et al. (2014) trabalharam com quitosana combinada com materiais
magnéticos que confere a quitosana vantagens tais como a deteccdo por técnicas de
imagem, controlabilidade por um campo magnético externo e aquecimento térmico
utilizado na liberacdo do composto ativo (MENEGUCCI et al., 2014).

A nanoparticula magnética de quitosana tem sido amplamente utilizada em
aplicacdes biomédicas pela sua grande superficie de contato, facilidade de ser conjugada
com biomoléculas e facil manipulacdo por um campo magnético externo. Foi observado
que ao utilizar a quitosana como material ancorante vinculado ao elemento magnético
houve a liberacdo controlada do 5-hidroxitriptofano que € um precursor quimico da
biossintese de importantes neurotransmissores (MENEGUCCI et al., 2014).

A literatura esta repleta de estudos e comprovacdo da utilizacdo da quitosana
como material ancorante para liberacdo controlada de principios ativos. O objetivo da
liberacdo controlada de extratos sollveis € permitir que a concentracdo deste seja
mantida por tempo prolongado numa concentracdo eficaz, abaixo do nivel em que a
concentracdo é toxica e acima do nivel em que o composto é ineficaz, que na maioria
dos casos utiliza uma Unica aplicag&o.

Considerando a busca crescente por novos produtos que sejam eficazes no
controle de pragas, as plantas tem sido importante fonte para obtencdo de substancias
com estruturas quimicas diferentes dos produtos quimicos convencionais, que
apresentam problemas associados ao uso prolongado, como desenvolvimento acelerado
da resisténcia ao principio ativo e problemas de contaminacdo, como presenca de
residuos nos produtos de origem animal.

Nesse sentido, 0 uso de extratos vegetais de plantas e a aplicacdo de métodos
cientificamente controlados no combate aos carrapatos dependem fundamentalmente do
desenvolvimento de protocolos eficientes e competitivos. Uma das alternativas para
melhorar a eficdcia da aplicacdo destes extratos é a liberagdo controlada de quimicos

utilizando materiais inteligentes.
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O principio da liberagdo controlada visa a diminui¢do no uso de principios ativos
para aplicacdes diversas sem, contudo, perder a eficiéncia do produto aplicado. Assim, a
unido da nanotecnologia munida da liberacdo controlada de quimicos funcionais,
extrapola as perspectivas de melhoria ambiental, bem como a diminuicdo de residuos

gerados pela aplicacdo adequada dos produtos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do trabalho foi produzir nanoparticulas de quitosana para o estudo da
liberacdo controlada de extratos seis vegetais do cerrado para o controle do &caro R.

microplus.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir nanoparticulas de quitosana ativadas como material ancorante.

e Caracterizar grupos funcionais com atividade eletrébnica ancorante por
Infravermelho por transformada de Fourier FTIR;

e Realizar estudos morfoldgicos através da técnica de Microscopio eletrénico de
varredura MEV;

e Realizar titulacdo condutimétrica para verificar a melhor faixa de pH para o
ancoramento e para liberagdo controlada;

e Realizar testes da capacidade ancorante das nanoparticulas ativadas com os
extratos soluveis;

e Realizar testes de liberacdo controlada dos extrativos soluveis dos fitoterapicos

por titulacdo condutimétrica;
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Avaliar a bioatividade de cada espécie em estudo no controle de R. microplus
nas nanoparticulas de quitosana;

Avaliar a aplicacdo do extrato vegetal de cada espécie em estudo no controle
de R. microplus in vitro.

Avaliar estatisticamente os dados das mortes dos carrapatos pelos testes in

vitro.
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CAPITULO |

(Normas de acordo com a revista African Journal of Biotechnology)

Avaliacdo da aplicacdo de nanoparticulas poliméricas para a liberagdo
controlada do extrato etandlico das folhas de guapeva (Pouteria gardneriana

Radlk) no controle do Rhipicephalus microplus in vitro

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo acaricida do extrato
etandlico da espécie Pouteria gardneriana Radlk no controle do carrapato
Rhipicephalus microplus. Aléem da avaliacdo da nanoesfera de quitosana na adsorcédo e
liberacdo do extrato como proposta de melhorar o perfil fitoterapico do carrapaticida. O
extrato etandlico foi obtido por extracdo a frio das folhas secas desta planta.
Nanoesferas de quitosana foram obtidas pelo método de inversdo de fases. Analises de
titulagdo condutimétrica, UV-Vis e FTIR foram conduzidas com os materiais para
avaliacdo da capacidade ancorante da quitosana. Na experimentagéo in vitro, utilizou-
se fémeas ingurgitadas para cada tratamento, que consistiu no controle, extrato bruto e
trés tratamentos com as concentracdes crescentes de 0,2; 0,4 e 1%. Verificou-se a
eficacia do produto organico para a concentracdo 0,4%, observando reducdo na massa
dos ovos em comparagdo ao grupo controle. O nanomaterial mostrou ser capaz de
ancorar e liberar a carrapaticida de forma gradativa em regides de pH entre 5 e 6,
tornando viavel para aplicacdo em bovinos, prolongando o tempo de exposi¢éo entre o

acaro e o acaricida.

Palavras-chave: liberagdo controlada, extrato de guapeva e controle do carrapato.
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Evaluation of polymeric nanoparticles application for controlled release of
ethanol extract from guapeva leaves (Pouteria gardneriana Radlk) in Rhipicephalus

microplus in vitro control

Abstract: The objective of this study was to evaluate the ethanol extract
acaricide action from gardneriana Pouteria Radlk specie in the Rhipicephalus Microplus
tick control. As well as the to chitosan nanosphere evaluation on the extract adsorption
and release, as a proposal to raise the acaricide phytotherapic profile. The ethanol
extract was obtained by cool extraction from this plant dried leaves. Chitosan
nanospheres were obtained by the phase inversion method. Conductometric titration,
UV-Vis and FTIR analysis were conducted with the materials to evaluate the chitosan
anchoring ability. In the In vitro test was used engorged females for each treatment,
which consisted of the control, raw extract and three treatments with increasing
concentrations of 0.2; 0.4 and 1%. It was found the organic product effectiveness for
0.4% concentration by observing reduction in the eggs mass compared to control group.
The nanomaterial proved to be able to anchor and release the insecticide gradually in
pH between 5 and 6 regions, which makes it feasible for use in cattle, prolonging the
exposure time between the mite and acaricide.

Key words: controlled release, guapeva extract, tick control.

3.1 Introducéo

O carrapato R. microplus é considerado o principal parasita de bovinos e
responsavel pela diminuicdo da produtividade, acarretando em prejuizos estimados em 2
bilhGes de dolares por ano. O parasitismo deste pode comprometer tanto a qualidade
como producdo da carne e do leite pela inoculagdo de toxinas nos hospedeiros,
transmissdo de doencas e prejuizos relacionados ao controle deste acaro (MORAIS-
URANO etal., 2012).

A maioria dos carrapatos, aproximadamente 95% da populacdo, esta presentes
na vegetacdo, na qual se encontram as fémeas ingurgitadas em postura, ovos em
incubacéo e larvas esperando o hospedeiro durante essa fase de vida livre. Apenas 5%
estdo parasitando os bovinos (larvas, ninfas e adultos). Porém a maioria dos estudos e

tratamentos de controle estdo direcionados para esses 5%, pois se trata do estagio que
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causa 0s prejuizos diretos (espoliacdo sanguinea e suas consequéncias) e indiretos
(complexo Tristeza Parasitaria Bovina) aos bovinos (NETO et al., 2006).

O uso de acaricidas quimicos constitui o principal instrumento no controle do
carrapato. No Brasil, destacam-se seis classes principais de ixodicidas, apresentando 0s
grupos e os principios ativos comercializados. Porém a utilizacdo inadequada dos
mesmos tem gerado resisténcia nas cepas, podendo ser explicada pela selecdo e
recombinacfes de genes resistentes em populacfes de carrapatos expostas a pressoes de
selecdo por carrapaticidas (HOCAYEN & PIMENTA 2013).

A demanda dos consumidores por carne e leite livre de residuos quimicos e a
busca por novas moléculas que apresentam toxicidade adequada para o controle do
carrapato, sdo razdes para 0 aumento do interesse em espécies de plantas que possuem
potencial bioativo. Nesse contexto extratos vegetais de algumas espécies do cerrado
brasileiro sdo alvos de pesquisa (HOCAYEN & PIMENTA 2013).

A guapeva é uma arvore de grande porte pertencente a familia das Sapotéceas e
ao género Pouteria. Os metabolitos secundarios mais abundantes nesta espécie sao 0s
compostos fendlicos, destacando-se o0s taninos. Sabe-se que os taninos sdao moléculas
muito reativas e que apresentam atividade toxicoldgica para algumas espécies de
insetos, assim tornando-a interessante para o estudo e verificacdo da atividade do
extrato das folhas no controle do R. microplus (MONTEIRO et al., 2005).

O acaricida organico apresenta muitas vantagens, pois possui baixa toxicidade,
ndo deixa residuos na carne e no leite, sua fonte é renovavel, além de ser considerado
biodegradavel (AGNOLIN et al., 2014). Contudo os produtos fitoterapicos podem
melhorar o perfil de eficicia por prolongar seu tempo de acdo sobre o animal. Neste
contexto a utilizacdo de materiais poliméricos que tenham a capacidade de adsorver e
liberar o principio ativo de maneira controlada pode aumentar a eficacia do produto
(SAHA et al., 2013).

A quitosana € um biopolimero obtido pela reacdo da desacetilacdo da quitina, 0
segundo polimero natural mais abundante na natureza. Esse polimero possui
propriedades bioquimicas e fisico-quimicas, considerado biodegradavel, biocompativel,
ndo toxico aléem de ser um produto de baixo custo. Apresenta varias aplicacOes tais
como na adsorcéo de ions, na industria farmacéutica e alimenticia, precursor para obter
moléculas funcionalizadas, remocdo de metais pesados e corantes de afluentes, entre
outras aplicagdes (WITT et al., 2010).
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Considerando o potencial bioativo de algumas espécies do cerrado brasileiro, a
atividade toxicoldgica do grupo dos taninos e a presenca destes na espécie Pouteria
gardneriana Radlk, o objetivo deste trabalho foi verificar a eficacia do extrato etandlico
das folhas desta planta juntamente com a tecnologia da liberagdo controlada pela

superficie da nanoparticula de quitosana.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Producéo de nanoesferas

Preparou-se uma solucdo de quitosana a 5% (V/V) de acido acético A mistura
formada ficou sob agitacdo até total homogeneizacdo da solucdo. Preparou-se uma
solucdo de NaOH a 10% em 100 mL. Padronizou-se a solucdo obtendo um fator de
correcdo de 0,995. Introduziu-se a solugdo de quitosana em um sistema “spray drying”
em que a amostra passou por um nebulizador para a formacgéo de um aerossol a qual foi
gelificada na forma de nanoesferas de quitosana. Apds a obtencdo das nanoesferas, as
mesmas foram lavadas até alcancar pH 7. Posteriormente ficaram expostas a
temperatura ambiente para a secagem (DIAS et al., 2008). Este método é conhecido

como inversao de fases.

3.2.2 Producéo do extrato vegetal

3.2.2.1 Coleta de folhas vegetais

Coletou-se as folhas da P. guardneriana no Instituto Federal Goiano, Campus
Rio Verde — GO, (17°48” 16” S, 50° 54’ 19” W, 749 m altitude). Ap0s a coleta as folhas
foram separadas de seu caule e pesadas. Apods a pesagem foram distribuidas em sacos de
papel e colocadas em estufa com circulagéo forcada de ar a temperatura de até 40°C até
secagem. O peso dos sacos de papel foi verificado diariamente até que o peso das
mesmas permanecesse constante. As folhas secas obtidas foram trituradas em moinho

de 4 facas até a obtencdo de um po fino para facilitar a extracao.

3.2.2.2 Extragéo
Com as folhas secas e trituradas iniciou o processo de extragdo. Essas foram
maceradas em 1,5 L de etanol em erlenmeyer contendo cerca de 300 g de massa vegetal.

A cada 3 dias o solvente era substituido para alcancar maior extracdo. Este processo se
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repetiu até que o solvente ficasse translicido. O solvente foi volatilizado em evaporador
rotatdrio, obtendo o EBS (extrato bruto seco).

3.2.3 Ancoramento e titulacdo condutimétrica

Para 0 ancoramento do extrato bruto na superficie das nanoesferas de quitosana
utilizou-se 0,5g de nanoesfera e 1,0g de extrato bruto. Preparou-se a solucdo a 5%
(V/V) de éacido cloridrico em 10 mL. Além das nanoesferas e extrato, adicinou-se 60
mL de agua destilada na solucdo. Todo o sistema ficou sob agitacao por 24 horas.

Utilizou-se um condutivimentro e um pHmetro para verificar a condutividade e
pH do sistema antes e durante a titulagdo. A titulag&o foi iniciada quando atingido pH 2,
entdo foram adicionadas pequenas quantidades (puL) de NaOH de forma gradativa no
sistema. A medida que o pH e condutividade sofriam variaces, retirava-se aliquotas a
cada alteracdo na condutividade para analise posterior no espectrdmetro no ultravioleta
visivel (UV-Vis) e no espectrdmetro de infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR). Todo procedimento foi realizado em triplicata.

3.2.4. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As anélises no FTIR Frontier Mid/Nir foram realizadas concomitantes a coleta
das aliquotas durante a titulacdo. Observou-se a relacdo entre transmitancia e
comprimento de onda nos espectros. Para fins comparativos, analisou-se tanto as
aliquotas quanto o extrato e a solucdo de quitosana a 5% e se observou o deslocamento
das bandas energéticas.

3.2.5 Ultravioleta na Regido visivel (UV-Vis)

Durante as titulagbes condutimétricas, as aliquotas foram coletadas nos pontos
de maior variacdo de condutividade e analisadas separadamente no UV-Vis
PerkinElmer lambda 750 na qual se fez varredura completa do espectro (200 - 2000nm)
para obter gradientes de absorbancia das amostras. Para realizar as analises, utilizou-se

200 microlitros de cada amostra diluidos em 4 mL de etanol.

3.2.6 Andlises por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
Para determinacdo morfoldgica das nanoparticulas, realizou analise por MEV
através do Microscépio Eletronico de Varredura (MEV), Jeol, JSM — 6610, equipado
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com EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging, utilizando metalizador BalTec
SCD 050.

3.2.7 Teste in vitro

Para a experimentacdo in vitro, coletou-se teledginas de R. Microplus, em
bovinos naturalmente infestados, em uma fazenda nas proximidades do municipio de
Rio Verde, Goids. No laboratorio, as mesmas foram lavadas, secas e separadas em
cinco grupos. O estudo foi constituido de cinco tratamentos, sendo que o grupo |
correspondeu ao grupo controle (etanol), grupo Il correspondeu ao extrato bruto e os
grupo Il a V constituiram os grupos nos quais o extrato bruto foi diluido em etanol nas
concentracdes de 0,2; 0,4 e 1%. Para os tratamentos de Il a V adicionou-se 0,5 gramas
de nanoesfera de quitosana, cuja solucdo ficou sob agitacao por 24 horas antes de iniciar
0s testes, para avaliacdo da capacidade ancorante e de liberagdo controlada do extrato
pelas moléculas de quitosana.

As teledginas foram imersas em 20 mL das solugdes correspondentes a cada
tratamento por cinco minutos. Ap6s a imersao, as teledginas foram secas em papel
toalha e fixadas atraves de fita adesiva em placas de Petri, previamente identificadas.
Seis teledginas para todos os grupos, sendo realizado em triplicata. A seguir, estas
foram levadas a estufa climatizada (27°C, UR>80%) por 14 dias. Apds o periodo de
postura, 0s ovos de cada teledgina foram transferidos separadamente para seringas com
0s bicos cortados, vedados com algodéo, sendo, novamente, encaminhadas para a estufa
e foram mantidas por 26 dias, para observacao de ecloséo dos ovos.

As avaliagOes foram realizadas em triplicata e os resultados sdo apresentados
utilizando-se das médias. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.3 Resultados e Discussdo

A radiacdo infravermelha quando absorvida por moléculas se converte em
energia de vibragdo molecular. O espectro reflete 0 movimento vibracional e geralmente
se apresenta em formas de bandas. A intensidade da banda é medida pela transmitancia,
sendo essa a razao da energia transmitida pela energia incidente. Quando as moléculas
sofrem mudangas na sua estrutura, no caso, adsor¢do de moléculas vizinhas por sitios

ativos, 0 espectro passa a ter caracteristicas diferentes. Ocorre o deslocamento de
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bandas, aumento de densidade eletronica nos grupos, aumento nos picos de estiramento
até o surgimento de novas bandas (ARAGAO et al., 2008).

Nas Figuras 1 e 2, podem ser observados 0s espectros das nanoparticulas de
quitosana e o do extrato de guapeva. Observa-se bandas e picos de estiramento para a
quitosana nas regides de 3362 cm™ e 1024 cm™, tais regides correspondem deformacao
angular da ligacdo N-H, O-H e estiramento C-O. Observa-se na Figura 2 bandas e picos
de deformacdo nas regides de 3338 e 1046 cm™ compreendendo alguns funcdes
organicas, por exemplo, grupos aromaticos, alcoois, fenois, endis e acido carboxilico. O
que pode ser explicado pelo constituinte principal da guapeva, 0s taninos, que

apresentam anéis aromaticos com seus substituintes, principalmente os hidroxilicos.

Nanoparticula de Quitosanal
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Figural. Espectro da nanoparticula de quitosana no FTIR.
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Figura 2. Espectro do extrato de guapeva no FTIR.

Em comparagdo com as figuras mencionadas, a Figura 3 demonstra o espectro
do extrato ancorado em nanoparticula de quitosana. As bandas das regiGes 3362 e 3338
cm™, da quitosana e do extrato, respectivamente, sofrem deslocamento, evidenciado
pelo surgimento de uma nova banda na regido 3353 cm™. Com relacdo aos picos de
estiramento, observa-se que na regido 1044 cm™ da Figura 3 ocorreu aumento na
densidade eletrénica, aumento no pico de estiramento e consequentemente diminuicéo
na intensidade de transmitancia pelas interacdes ocorridas na superficie do polimero e

nas moléculas presentes no extrato.

extrato de guapeva ancorado em quitosana\
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Figura 3. Espectro do extrato ancorado em quitosana no FTIR.
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Além disso, a partir das analises de infravermelho realizadas com as aliquotas
coletadas durante a titulacdo condutimétrica, percebe-se que as bandas do infravermelho
sdo deslocadas. Picos caracteristicos nas regides de 3500, 1600 e 1000 sofrem aumento
e diminuicdo na intensidade de transmitancia por causa das interagdes ocorridas na
superficie do polimero e as moléculas do extrato. Percebe-se maior densidade eletrénica
para espectros que estavam em pH mais préximos do neutro, por exemplo, no pH 5,13 e
5,68. A densidade eletrdnica esta atrelada a liberacdo do composto organico pela matriz
polimérica. As andlises de FTIR justificam o surgimento de outros picos encontrados
nas analises de UV-Vis, pois, as interacdes ocorridas durante o processo de liberacdo
promovem a formacdo de espectros diferentes dos iniciais, antes do processo de

titulacdo condutimétrica.

pH1,97 cond 6,36
pH 4,42cond 4,56
pH 5,13 cond 4,57
pH5,68 cond 4,64
pH10,55 cond 4,82
pH 12,04 cond 5,68
pH12,05 cond 5,71
pH12,06 cond 5,72
pH12,21 cond 5,72
extrato guapeva
nanoesfera
nanoesfera + extrato
soluge0 de quitosana|

80

X+oo*® Aod

Transmitancia
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Figurad. Espectro de infravermelho dos pontos da variacdo de condutividade obtidos da titulacdo

condutimétrica

Estudos realizados por Baroni et al. (2007) mostraram 0 mesmo comportamento
para espectros de infravermelho da quitosana modificado com o0s reagentes

glutaraldeido e epicloridrina adsorvendo os ions de cromo. Os autores demonstram
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modificacfes no espectro apds a adsorc¢do dos ions, concluindo que a adsorcdo deste
afeta as ligagBes do grupo amino, sendo 0s &tomos de nitrogénio os principais sitios de
adsorcéo para os ions (BARONI et al., 2007).

Durante o processo de titulacdo, a condutividade da solucdo alterava de acordo
com o volume de NaOH adicionado. Para maiores alteracoes, aliquotas foram coletadas
e analisadas no UV-Vis. Dependendo do pH, o comportamento dos espectros alisados
tomavam outra forma. O surgimento de picos é evidenciado na Figura 5, além do

aumento da intensidade das bandas de absorbancia UV de acordo com o pH da solucéo.

pH 2,07 cond 6,64
pH 2,08 cond 5,55
pH 3,00 cond 3,70
pH 3,17 cond 3,44
pH 5,90 cond 3,55
pH 6,25 cond 3,59
pH 6,60 cond 3,01
pH 6,70 cond 2,96
pH 7,95 cond 2,92
pH 8,99 cond 2,96
pH10,03 cond 3,23
pH 10,54 cond 3,40
pH 10,96 cond 3,54|
pH 11,21 cond 3,65
pH 11,55 cond 3,93
| pH 11,75 cond 4,18
pH 11,96 cond 4,55|
pH ,01 cond 4,67

0,9 =,

XX+omx® Acsdqdron

0,6 #

Absorbancia

0,3

T T T T T
300 350 400

. -1
comprimento de onda cm

Figura 5. Curvas de titulacdo condutimetrica.

Na mesma figura é possivel observar que os picos de absorbancia chegaram a
0,80 e 0,79 em 331 cm™ para o pH de 2,07 e 2,08, respectivamente. Isso corrobora com
o fato de que em meio &cido a quitosana estd mais protonada, e por meio dos maiores
picos de absorbéancia observados no grafico, afirma-se que a concentracdo de extrato
adsorvido € maior. A protonacdo e desprotonacdo do grupo amina pela molécula de
quitosana sdo responsaveis pela condutividade eletronica da solucdo. Além disso, a
maior ou menor concentragdo de extrato no meio é evidenciada pela diferenca na
condutividade.

Em contrapartida, observa-se diminuicdo da intensidade do pico em 300 cm™,
quando a solucdo apresenta pH 6,70 e 7,95, sendo os valores de absorbancia encontrado
de 0,50 e 0,47, respectivamente. Outro pico notorio para observagdo estd o pH 6,25,
neste ponto ha aumento no pico de absorbancia, inferindo assim no equilibrio idnico da
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solucgéo, havendo maior concentracdo de extrato neste meio. A medida que a solucdo se
torna mais alcalina a tendéncia do meio é ocorrer a desprotonagdo do grupo amina,
assim liberando o material adsorvido. Quanto maior for a troca idnica da solu¢do maior
sera a condutividade desta, isso ocorre naturalmente pela reacdo de neutralizacao acido-
base, porém com a adsor¢do do extrato pela superficie do polimero, a condutividade do
meio aumenta e diminui, por consequéncia dos efeitos de adsorcdo e liberagdo do
principio ativo.

A relacdo entre condutividade e pH é demonstrada pelo grafico a seguir (Figura
6). Observa-se que a condutividade da solucdo diminui, pelo fato do H* da solugdo
ainda em pH &cido, estd sendo consumido pelo OH™ da base, que, estd sendo adicionada,
porém, na faixa de pH entre 4,5 e 5, ha aumento significativo da condutividade, que

poderia ser explicado, pela liberacdo da molécula do extrato da superficie do

biopolimero.
12 4 ™ pH
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Figura 6. pH e condutividade da solucéo durante a titulacdo condutimetrica.

As imagens realizadas por MEV demonstram que a metodologia utilizada para
producdo de nanoparticulas foi eficiente, apresentando uniformidade no tamanho das

particulas, com cerca de 589 nm, conforme Figura 7.
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Figura 7: Nanoparticula produzida a partir de sistema de Spray-dry pelo método de gelificagdo em
NaOH.

A determinacdo da toxicidade dos extratos, associada a liberacdo controlada
realizada pelas nanoparticulas, foi determinada através da contagem de mortes dos
carrapatos em diferentes concentrac@es do extrato ancorado nas nanoparticulas.

Observou-se que para o tratamento do extrato bruto ocorreu 100% de morte para
todos os individuos, ou seja, na maior concentracdo, o extrato de guapeva age como
carrapaticida eficiente.

Apos 14 dias do inicio do bioensaio, 0s ovos da ovopostura foram coletados e
pesados separadamente. E possivel notar que a reducdo das massas dos ovos esta
associada a concentracdo utilizada no preparo dos tratamentos. O grafico abaixo (Figura
8) relaciona a reducdo nas massas dos ovos e os tratamentos utilizados. Com excecéo do
tratamento 2 (extrato bruto), o tratamento 4, 0,4%, proporcionou maior porcentagem de

reducdo da massa dos ovos.
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Figura 8: Representa¢do da taxa de reducéo em porcentagem das massas dos ovos ap6s 14 dias do inicio
do tratamento. Barras obtidas através da meédia de cada populacéo, realizado em ftriplicata para cada

tratamento.

A Figura 9 representa a ovopostura para os diversos tratamentos. E notéria a
reducdo de massa dos ovos ap0s a submissdo ao tratamento contendo 0,4% de extrato
em comparagdo com o controle, isto corrobora com os resultados do teste estatistico
realizado, na qual apontou para a eficacia deste produto. Além disso, a morte para todos
os individuos esta representado Figura 9-2, entende-se que nesta concentracdo as
moléculas ativas do extrato inibem totalmente o ciclo do parasita, porem a utilizagdo
deste se torna inviavel por causa da quantidade de matéria-prima utilizada na sua

produgcéo.
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Figura 9: Ovopostura para o tratamento controle, extrato bruto e concentracdo de 0,4% apo6s 14
dias do inicio do bioensaio.

Através dos resultados obtidos, foi possivel determinar que na concentracdo de
0,4% do extrato, a reducdo na massa dos ovos dos carrapatos, associado ao nimero de
mortes e a ndo ovopostura foi significativo pelo teste de Tukey a 5%, que comprovou a

eficiéncia da técnica de liberacdo controlada do extrato da P. guarneriana.

3.4. Conclusao

A metodologia de Spray-drying é eficiente na producdo de particulas em escala
nanomeétrica.

A aplicabilidade da quitosana como material ancorante e no estudo de liberagéo
controlada se mostrou eficaz. Os resultados obtidos demonstraram a eficiéncia deste
biopolimero em ancorar o extrato da P. guarneriana.

Na faixa de pH 5 a 6 houve maior liberacdo de extrato, promovendo a liberagdo
lenta do principio ativo, aumentando o tempo de exposicao entre o0 &caro e o acaricida.

Os testes in vitro realizados com os cinco tratamentos diferentes apontaram para
a eficicia do produto orgénico. Quando utilizado o extrato bruto, todos os individuos
morreram antes de ocorrer a desova. Para os tratamentos diluidos a medida que a

concentracdo aumentava a massa dos ovos da desova diminuia, assim na concentracao
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de 0,4%, tratamento 4, os resultados obtidos foram considerados significativos pelo
teste de Tukey a 5%.
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CAPITULO II

(De acordo com as normas da revista African Journal of Biotechnology)

Controle de Rhipicephalus microplus por acaricida organico a partir das folhas de
Meliaazedarach ancorado em nanoesfera de quitosona

Resumo: O controle do carrapato Rhipicephalus microplus é realizado
principalmente por produtos quimicos, porém a utilizacdo de acaricidas organicos
apresentam vantagens superiores em relagdo os produtos convencionais. Plantas nativas
do cerrado brasileiro sdo conhecidas por seu potencial bioativo, devido a esse fato, o
objetivo deste trabalho foi avaliar acdo acaricida de uma espécie nativa do cerrado,
Melia azedarach, conhecida por Santa Barbara no controle do acaro. Além da avaliacdo
da nanoesfera de quitosana na adsorcdo e liberacdo do extrato como proposta de
melhorar o perfil fitoterapico do carrapaticida. O extrato etandlico foi obtido por
extracdo a frio das folhas secas desta planta. Nanoesferas de quitosana foram obtidas
pelo método de inversdo de fases. Analises de titulagdo condutimétrica, UV-Vis e FTIR
foram conduzidas com os materiais para avaliacdo da capacidade ancorante da
quitosana. Na experimentacdo in vitro, utilizou-se fémeas ingurgitadas para cada
tratamento, que consistiu no controle, extrato bruto e trés tratamentos com as
concentragOes crescentes de 0,2; 0,4 e 1%. Verificou-se a eficacia do produto orgéanico
para a concentragédo 0,2%, observando reducdo na massa dos ovos em comparagdo com
ao grupo controle. O nanomaterial se mostrou capaz de ancorar e liberar a carrapaticida
de forma gradativa em regibes de pH entre 6 e 7, tornando viavel para aplicacdo em
bovinos, prolongando o tempo de exposi¢do entre o acaro e o0 acaricida.
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Palavras-chave: acaricida organico, melia azedarch, quitosana.

Rhipicephalus microplus control by organic acaricide from Melia azedarach leaves
anchored on chitosan nanosphere
Abstract: The Rhipicephalus microplus tick control is mainly performed by chemicals
products, but organic acaricides use has higher advantages compared to conventional
products. Brazilian cerrado native plants are known for their bioactive potential, due to
this fact, the objective of this study was to evaluate the acaricide action of native
cerrado specie, Melia azedarach, known as Santa Barbara in the mite control. As well
as the chitosan nanosphere was evaluated on the extract adsorption and release, as a
proposal to raise the acaricide phytotherapic profile. The ethanol extract was obtained
by cool extraction from this plant dried leaves. Chitosan nanospheres were obtained by
the phase inversion method. Conductometric titration, UV-Vis and FTIR analysis were
conducted with the materials to evaluate the chitosan anchoring ability.In the In vitro
test was used engorged females for each treatment, which consisted of the control, raw
extract and three treatments with increasing concentrations of 0.2; 0.4 and 1%. It was
found the organic product effectiveness for 0.2% concentration by observing reduction
in the eggs mass compared to control group. The nanomaterial proved to be able to
anchor and release the insecticide gradually in pH between 6 e 7 which makes it feasible

for use in cattle, prolonging the exposure time between the mite and acaricide.

Key words: organic acaricide, melia azedarach, chitosan.

4.1 Introducéo

O carrapato Rhipicephalus Microplus é um ectoparasita hematdfago responsavel
por danos relacionados a pecuéria em paises localizados nas regides tropicais e
subtropicais do planeta. No Brasil, muitas ragas de bovinos, principalmente as
europeias, sdo susceptiveis ao desenvolvimento das fases parasitarias deste carrapato, e
existem ainda variagcfes climaticas muito favoraveis a sobrevivéncia e desenvolvimento
dos seus estagios ndo parasitarios (JUNIOR e OLIVEIRA 2005).
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O controle deste acaro € realizado principalmente por produtos quimicos,
administrados por contato ou de forma sistémica, com o objetivo de combater as fases
parasitarias do mesmo. O uso incorreto desses carrapaticidas (praticas individuais de
combate, sem aplicar as recomendacdes baseadas em métodos adequados de manejo dos
carrapaticidas) induz a resisténcia de cepas, o crescimento e fortalecimento dessas aos
principios ativos administrados. Dessa forma, percebe-se a ineficacia de alguns
acaricidas quimicos, além desses deixarem residuos na carne e no leito dos hospedeiros
(BROGLIO-MICHELETTI 2009).

A necessidade de métodos mais seguros e mais eficazes no combate ao R.
microplus tem estimulado a busca de novos acaricidas a partir de extratos vegetais.
Assim, acredita-se que a utilizacdo de extratos vegetais de forma isolada ou associada a
outros métodos de aplicacdo possa conduzir ao desenvolvimento mais lento de
resisténcia, além da reducdo de residuos na e carne e no leite, pois 0s carrapaticidas
boténicos sdo biodegradaveis IANNACONE e LAMAS 2002).

Nesse sentido a santa barbara (Melia azedarach) conhecida também como
cinamomo é uma arvore de grande porte pertencente a familia Meliaceae. A atividade
inseticida desta planta foi avaliada em mais de 400 espécies de insetos, nas quais mais
de 100 ocorrem no Brasil. A atividade inseticida desta planta é pela presenca de
compostos biologicamente ativos, os triterpenoides (BRUNHEROTTO et al., 2010).

Testes de imersdo de teledginas e pacote larval realizados com os extratos
vegetais a partir das folhas, frutos verdes de maduros desta espécie, demonstraram
eficacia no controle do carrapato, pois houve inibicdo da oviposicdo e alta taxa de
mortalidade para as larvas (SOUSA et al., 2008). Assim esta planta se torna alvo de
muitos estudos a cerca de seu potencial bioativo, apresentando variabilidade de
compostos quimicos que podem causar a morte ou impedir que o ciclo do carrapato
ocorra (CHIFFELLE et al., 2009).

Além da aplicacéo do carrapaticida organico, o perfil de um novo acaricida pode
ser melhorado com a utilizagdo de tecnologia que promove a liberagdo controlada do
principio ativo de forma gradativa. Neste contexto, o0 uso de biopolimeros para este fim
€ uma proposta atraente, em se tratando de matéria-prima natural, degradavel e de baixo
custo.

A quitosana ¢ um biopolimero derivado do processo da desacetilacdo da quitina
via hidrélise enzimatica ou tratamento alcalino. Considerada um polissacarideo

catibnico em condigdes de pH neutro ou basico, contém grupamentos amino e
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acetoamino, considerada uma molécula muito reativa tornando-a mais suscetivel a
modificagdes estruturais. Por causa da estrutura da quitosana, a utilizacdo se torna muito
favoravel nos estudos de fixacdo de compostos, além da liberacdo controlada desses no
meio desejado (LIU et al., 2008).

Considerando o potencial bioativo da espécie Melia azedarach, o objetivo deste
trabalho foi verificar a eficacia do extrato etandlico das folhas desta planta juntamente

com a tecnologia da liberacdo controlada pela superficie da nanoparticula de quitosana.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Producdo de nanoesferas

Preparou-se solucdo de quitosana a 5% (V/V) de &cido acético. A mistura
formada ficou sob agitacdo até total homogeneizacao da solucdo. Preparou-se solugdo
de NaOH a 10% em 100 mL. Padronizou-se a solucdo obtendo um fator de correcéo de
0,995. Introduziu-se a solugdo de quitosana em um sistema “spray drying” e a amostra
passou por um nebulizador para a formacao de aerossol e foi condensada na forma de
nanoesferas de quitosana. Ap0s a obtencdo das nanoesferas, as mesmas foram lavadas
até alcancar pH 7. Posteriormente ficaram expostas a temperatura ambiente para a

secagem (DIAS et al., 2008). Este método é conhecido como inversdo de fases.

4.2.2 Producéo do extrato vegetal
4.2.2.1 Coleta de folhas vegetais

Coletou-se as folhas da Melia azedarach no periodo da manha nas proximidades
do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde — GO (17° 48’ 16” S, 50° 54° 19” W,
749 m altitude). Apos a coleta as folhas foram separadas de seu caule e pesadas. Apos a
pesagem foram distribuidas em sacos de papel e colocadas em estufa com circulagédo
forcada de ar a temperatura de até 40°C até secagem das folhas. O peso dos sacos de
papel foi verificado diariamente até que o peso das mesmas permanecesse constante. As
folhas secas obtidas foram trituradas em moinho de quatro facas até a obtencdo de um

po fino para facilitar a extracao.

3.2.2.2 Extragéo
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Com as folhas secas e trituradas, iniciou-se o processo de extragcdo. Essas foram
maceradas em 1,5 L de etanol em erlenmeyer contendo cerca de 300 g de massa vegetal.
A cada 3 dias o solvente era substituido para alcancar maior extracdo. Este processo se
repetiu até que o solvente ficasse translucido. O solvente foi volatilizado em evaporador

rotatdrio, obtendo-se o0 EBS (extrato bruto seco).

3.2.3 Ancoramento e titulacdo condutimétrica

Para o ancoramento do extrato bruto na superficie das nanoesferas de quitosana
utilizou-se 0,5g de nanoesfera e 1,0g de extrato bruto. Preparou-se solugéo a 5% (V/V)
de &cido cloridrico em 10 mL. Além das nanoesferas e extrato, adicinou-se 60 mL de
agua destilada na solucdo. Todo o sistema ficou sob agitacdo por 24 horas.

Utilizou-se um condutivimentro e um pHmetro para verificar a condutividade e
pH do sistema antes e durante a titulagdo. A titulag&o foi iniciada quando atingido pH 2,
se adicionou entdo pequenas quantidades (uL) de NaOH de forma gradativa no sistema.
A medida que o pH e condutividade sofriam variacGes, retirava-se aliquotas a cada
alteracdo na condutividade para analise posterior no espectrdmetro no ultravioleta
visivel (UV-Vis) e no espectrdmetro de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). Todo procedimento foi realizado em triplicata.

3.2.4. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As anélises no FTIR Frontier Mid/Nir foram realizadas concomitantes a coleta
das aliquotas durante a titulacdo. Observou-se a relacdo entre transmitancia e
comprimento de onda nos espectros. Para fins comparativos, analisou-se tanto as
aliquotas quanto o extrato e a solucdo de quitosana a 5% e observou-se o deslocamento

das bandas energéticas.

3.2.5 Ultravioleta na Regido visivel (UV-Vis)

Durante as titulagbes condutimétricas, as aliquotas foram coletadas nos pontos
de maior variacdo de condutividade e analisadas separadamente no UV-Vis
PerkinElmer lambda 750 fazendo varredura completa do espectro (200 - 1000nm) para
obter gradientes de absorbancia das amostras. Para realizar as analises, utilizou-se 200

microlitros de cada amostra diluidos em 4 mL de etanol.
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3.2.6 Andlises por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para determinacdo morfoldgica das nanoparticulas, realizou analise por MEV
através do Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV), Jeol, JSM — 6610, equipado
com EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging, utilizando metalizador BalTec
SCD 050.

3.2.7 Teste in vitro

Para a experimentacdo in vitro, coletou-se teledginas de R. Microplus, em
bovinos naturalmente infestados, em uma fazenda nas proximidades do municipio de
Rio Verde, Goias. No laboratério, as mesmas foram lavadas, secas e separadas em
cinco grupos. O estudo foi constituido de cinco tratamentos, sendo que o grupo |
correspondeu ao grupo controle (etanol), grupo Il correspondeu ao extrato bruto e os
grupo Il a V constituiram os grupos nos quais o extrato bruto foi diluido em etanol nas
concentragOes de 0,2; 0,4 e 1%. Para os tratamentos de 11l a V adicionou-se 0,5 gramas
de nanoesfera de quitosana, cuja solucdo ficou sob agitacdo por 24 horas antes de iniciar
0s testes, para avaliacdo da capacidade ancorante e de liberacdo controlada do extrato
pelas moléculas de quitosana.

As teledginas foram imersas em 20 mL das solugdes correspondentes a cada
tratamento por cinco minutos. Ap6s a imersao, as teledginas foram secas em papel
toalha e fixadas através de fita adesiva em placas de Petri, previamente identificadas.
Seis teledginas para todos os grupos, sendo realizado em triplicata. A seguir, estas
foram levadas a estufa climatizada (27°C, UR>80%) por 14 dias. Apo6s o periodo de
postura, 0s ovos de cada teledginas foram transferidos separadamente para seringas com
0s bicos cortadas, vedados com algodao, sendo, novamente, encaminhadas para a estufa
e foram mantidas por 26 dias, para observacao de ecloséo dos ovos.

As avaliacOes foram realizadas em triplicata e os resultados séo apresentados
utilizando-se das médias. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 Resultados e Discussao

As Figuras de 1 a 3 correspondem 0s espectros da nanoparticula de quitosana, o

extrato da Melia azedarach e o extrato ancorado na nanoesfera de quitosana,
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respectivamente. Observa-se na Figura 1, bandas e picos de estiramento para a
nanoesfera de quitosana nas regides de 3362 cm™ e 1024 cm™, tais regides
correspondem a deformacéo angular da ligacdo N-H, O-H e estiramento C-O. Na Figura
2 as regides notdrias sao as 3377, 2924, 1696 e 1047 cm™, nas quais a primeira regido ¢
indicativa da presenca da ligagdo O-H em fungdo de A&lcoois, cetonas e &cidos
carboxilicos, a segunda regido corresponde a ligacdo C-H, a terceira corresponde o
estiramento da dupla carbono-oxigénio e a Gltima o estiramento C-O de alcoois, ésteres
e outros (ARAGAO et al., 2008).

Todas essas regides encontradas no espectro do extrato de santa barbara estdo
relacionadas a classe de metabdlito principal encontrado nessa espécie, os triterpenos.
Os triterpenos sdo um dos grupos de terpenos mais estruturalmente diversificados, nessa
classe, existem mais de 40 mil estruturas diferentes, com varios compostos que servem
como importantes agentes farmacéuticos. A estrutura dos triterpenos €
consideravelmente grande, contendo algumas fungdes organicas principais, tais como,

alcool, ésteres, éter e acido carboxilico (SILVA et al., 2014).
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Figural. Espectro da nanoparticula de quitosana no FTIR.
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Figura 2. Espectro do extrato de santa barbara no FTIR.

Quando o extrato de Melia azedarach é ancorado na nanoparticula de quitosana
0 espectro toma outra forma, surgem novas bandas e picos com relacdo ao espectro da
nanoparticula sem a espécie ancorada. Na Figura 3, pode-se observar este espectro, na
qual a regido 3362 cm™ apresentada na Figura 1, sofre deslocamento, com o
aparecimento de uma banda na regido 3398 cm™. O pico 1024 cm™ também sofre
deslocamento, aparecendo novo pico na regido 1034 cm™. Além disso, outros picos
apresentados na Figura 2 sofrem aumento e diminuicdo na intensidade de transmitancia
devido as interacBes ocorridas na superficie do polimero e as moléculas do extrato
(Figura 3).
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Figura 3. Espectro do extrato ancorado em quitosana no FTIR.

Durante o processo de titulacdo condutimétrica aliquotas do meio reacional
foram coletadas e analisadas no FTIR e UV-Vis. Na anélise de FTIR observou-se o
aumento e reducdo da densidade eletrénica dos grupamentos a medida que o pH do
meio alterava. Na Figura 4, pode-se observar essa mudanca de densidade eletrdnica em
funcdo da alteracdo do pH. Percebe-se maior densidade eletronica para espectros que
estavam em pH mais préximos do neutro, por exemplo, no pH 5,95 e 6,43. Os picos nas
proximidades das regides 3500, 1400 e 1000 cm™ sofreram aumento e reducdo na
intensidade da transmitancia em funcdo da densidade eletronica. Entende-se que quanto
mais denso for o pico maior serd a quantidade de grupamentos adsorvidos do extrato
naquela faixa de pH. E de acordo com os resultados obtidos, entre o pH 5 e 6 observou-

se maior concentracdo de extrato e melhor estabilidade da molécula de quitosana



Boddu et al. (2007) realizaram estudos acerca da capacidade de sorcdo de ions
metalicos, Arsénio Il e Arsénio V pela superficie quitosana. Uma das analises
realizadas pelo grupo envolvia analise de FTIR da quitosana antes e apds a sor¢do. Os
resultados obtidos apontaram para diferencas no espectro apos a sor¢do, em que houve
deslocamento das bandas caracteristicas da quitosana e aumento da intensidade de
transmitancia. Os autores apontaram como possivel explicacdo para esse efeito, a

quantidade de grupos funcionais presente na quitosana apds o processo de sor¢édo
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(BODDU et al., 2007).

também, pela analise no UV-Vis, pelas aliquotas coletadas durante o processo da

titulagdo condutimétrica. O surgimento de novos picos pode ser observado na Figura 5,
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O efeito de adsorc¢do e liberagdo do extrato pela matriz polimérica foi avaliado

além do aumento nas bandas de absorbancia de acordo com o pH da aliquota analisada.

0,8
0,7
v
vvvvvvvvvvvvvvvyvvv
¢
0,6 +++++++++++++++++++++ vvaVV
© < e
3 M R PP PR PR P PP TPeeeq
N S L EEEEE L L L L EEFPPPRpR
2 05 xzzto'.'.oaaﬁaaoo.... LR
2 Sgso%%%esssessseeesnifgge
8 "wtti‘iUuuvuvvvvuu.::;:;!i!"‘
"re ..."‘H,
0,4 %%%x%XgiifgywaV!.!V!'Vvy' vwG !
TTEREe ey
0,3
‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\““
[
0|2| T T T T T T T T T T 1
250 255 260 265 270 275 28

XX+o0%® Acqdhonm

M pH 10,05 cond 6,10|

v

pH 2,01 cond 9,90
pH 2,01 cond 9,78
pH 2,03 cond 9,56
pH 2,11 cond 8,86
pH 2,16 cond 8,46
pH 2,17 cond 8,33
pH 2,36 cond 7,46
pH 2,38 cond 7,26
pH 2,40 cond 7,16
pH 2,44 cond 7,04
pH 2,52 cond 6,81
pH 2,61 cond 6,59
pH 2,66 cond 6,47
pH 5,13 cond 6,35
pH 7,70 cond 5,65
pH 9,29 cond 5,79

pH 10,54 cond 6,33
pH 11,64 cond 7,02
pH 11,91 cond 7,39
pH 12,05 cond 7,59

comprimento de onda cm”



50

Figura 5. Curvas de titulagdo condutimetrica.

Na regido 265 cm™ observa-se maiores picos de absorbancia, nas quais os
valores encontrados foram de 0,65 e 0,60 para pH 2,11 e 2,16, respectivamente. Nesses
pontos, as moléculas de quitosana estavam protonadas em virtude do pH do meio estar
acido. O grupo amina é responsavel pela protonacdo e desprotonacdo da molécula,
assim nesse pH, pode-se ter maior concentracdo de extrato adsorvido. A mudanga de
condutividade da solucédo € ocasionada pelos efeitos de adsor¢éo e liberacdo, neste caso
de fons H* ou moléculas do extrato.

Em geral, nota-se que os picos de absorbancia decrescem a medida que a
solucdo se torna mais béasica, porém o ultimo pico observado foi verificado sob pH 7,40,
na regido 265 cm™ com o valor de absorbancia de 0,25. Em meio basico ocorre a
desprotonacao do grupo amina, liberando, se no caso estiver adsorvido o extrato. Neste
ponto entdo a concentracdo de extrato em solucdo esta maior, devido sua liberacao para
0 meio e a estrutura de nanoesfera de quitosana se torna estavel.

Os resultados apresentados na Figura 6, corroboram com os resultados
encontrados na andalise de UV-Vis. Este grafico representa as condicdes de
condutividade em funcdo do pH, a partir do volume de NaOH adicionado na solucgédo
extrato/nanoesfera de quitosana. A condutividade diminui e aumenta com a adig¢éo de
hidréxido de sdédio, porém, em um determinado ponto, o pH e a condutividade se
convergem. A partir desse instante a condutividade passa aumentar. O ponto de
convergéncia esti entre H 6 e 7, em que se verificou maior concentracdo de extrato

liberado.
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Figura 6. pH e condutividade da solucéo durante a titulagdo condutimetrica.

As imagens realizadas por MEV demonstram que a metodologia utilizada para
producdo de nanoparticulas foi eficiente, apresentando uniformidade no tamanho das

particulas, com cerca de 589 nm, conforme Figura 7.

589um

SEl 7kV WD9mm SS30 x18,000 1um
Amostra 5

Figura 7: Nanoparticula produzida a partir de sistema de Spray-dry pelo método de gelificagdo em
NaOH.
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A mortalidade foi observada para alguns individuos para alguns tratamentos,
porém é notorio a porcentagem de mortalidade para o tratamento 2 ( extrato bruto). Para
este bioensaio ocorreu 100% de morte para todos os individuos. Porém o uso deste
como carrapaticida se torna inviavel pela quantidade de matéria vegetal utilizada na sua
obtencéo.

Em relacdo a oviposi¢do, os tratamentos demonstraram grande potencial na
reducdo de massas de ovos. A taxa de reducdo na massa dos ovos variou entre 30 a
100% (Figura 8). Evidenciou-se o efeito do aumento da concentracdo, uma vez que a
taxa de redugcdo da massa dos ovos aumentou com 0 aumento da concentragdo do
extrato.

Esses resultados obtidos estdo parcialmente em concordancia com os obtidos por
Borges et al. (2003), que utilizaram Melia azedarach (Meliaceae) a 0,25% observando
in vitro inibi¢do total da oviposi¢do em fémeas ingurgitadas imersas no extrato bruto
dos frutos maduros extraidos com diferentes solventes. Além disso, observaram elevada
taxa de mortalidade de larvas e alta eficacia sobre fémeas ingurgitadas. Embora o
extrato ndo tenha matado as fémeas adultas, inibiu total ou parcialmente a produgéo de
ovos, diferentemente do que se observou, pois a mortalidade de fémeas nesse bioensaio

foi elevada, principalmente para o extrato bruto.
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Figura 8: Representagdo da taxa de reducdo em porcentagem das massas dos ovos apos 14 dias do inicio
do tratamento. Barras obtidas através da média de cada populacdo, realizado em triplicata para cada

tratamento.
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Pelo teste estatistico realizado com os dados obtidos também é possivel observar
pelo grafico acima a semelhanca entre o tratamento 2 e 3, correspondendo a maior e
menor concentragdo de extrato. Apontando que mesmo para a menor concentracdo
utilizada neste trabalho, o extrato da Melia azedarach é eficaz para o controle do
Boophilus Microplus.

As Figuras abaixo (9) representadas por 1, 2 e 3, correspondem ao tratamento
controle, extrato bruto e concentracio de 0,2%, respectivamente. E evidente que a
ovopostura para o tratamento de concentracdo 0,2% diminuiu bastante em relacdo ao
controle e que para 0 extrato bruto ndo ocorreu ovopostura, mas sim a morte dos

carrapatos apds 7 dias da imersao.

Figura 9: Ovopostura para o tratamento controle, extrato bruto e concentracéo de 0,2% apés 14

dias do inicio do bioensaio.

4.4 Conclusao

O processo de producdo de nanoparticula de quitosana pelo método de inversao

de fases junto ao sistema “Spray-drying” foi eficaz.
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A nanoesfera de quitosana se mostrou um biopolimero eficaz na adsorcéo e
liberagdo do extrato de Melia azedarach. A liberagdo controlada é mais evidenciada nas
faixas de pH entre 6 e 7, que comprovam a eficiéncia do material utilizado para
melhorar o perfil do carrapaticida organico.

Para o extrato bruto houve 100% de mortalidade para todos os individuos e para
alguns tratamentos observou morte, porém ndo foi tdo significativo. Com relacdo a
reducdo da das massas dos ovos, a porcentagem variou ente 30 a 100%, sendo que na
maioria dos tratamentos a porcentagem estava entre 80 a 100%. O tratamentos de 0,2%
foi significativo pelo teste de Tukey a 5%, comprovando a eficiéncia da técnica de
liberacéo controlada do extrato da Melia azedarach e a sua atividade acaricida.
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CONCLUSAO GERAL

De acordo com os objetivos propostos pelo trabalho, conclui-se que tanto a
producdo de extratos vegetais das cinco espécies e a producdo das nanoesferas de
quitosana foram satisfatorias. Obtendo extratos brutos, nestes contendo metabdlitos
secundarios com ac¢do biocida contra o carrapato R. microplus.

A verificacdo da liberacdo controlada dos principios ativos realizada pela
nanoesfera de quitosana foi confirmada durante o teste da titulacdo condutimétrica, na
qual posteriormente aliquotas do teste foram analisadas no UV-Vis e FTIR. Nas analises
de FTIR observou-se deslocamento de banda e aumento da densidade eletronica dos
grupamentos ap0s 0 processo e consequentemente diminui¢cdo na transmitancia.
Evidenciou-se efeito similar para todas as espécies, a liberacdo do composto ativo entre
pH5e7.

Além disso, a anélise no UV-vis corrobora com o0s resultados obtidos no FTIR,
pois a concentracdo do extrato adsorvido pela molécula de quitosana é maior quando a
solucéo estd em pH &cido e a medida que o pH se aproxima do neutro a concentracdo do
extrato se torna maior, sendo este liberado para o meio, efeito observado pelo aumento
da condutividade da solucéo.

Os parametros observados nos testes in vitro foram os de mortalidade e
oviposicdo apos as teledginas serem submetidas aos tratamentos. Para o tratamento com
0 extrato bruto a taxa de mortalidade foi de 100% para todos os individuos para todas as
espécies. Embora ndo demonstrado a taxa de redugdo na massa dos ovos para 0s ensaios
do caju, capim-limédo e neem foram melhores nos tratamentos 4, 5 e 5, respectivamente.
A taxa variou de 70 a 100%. Ja para os artigos anexados, 0s ensaios da guapeva e santa
barbara apresentaram melhores resultados para o0s tratamentos 4 e 3,

respectivamente,em que a taxa da redugdo dos ovos variou entre 85 a 100%.
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Em virtude dos resultados gerais obtidos a aplicacdo dos extratos diluidos das
espécies Cymbopogon citratus (DC) Stapf, Pouteria gardneriana Radlk, Anacardium
othonianum Rizz, Melia azedarach e Azadiracht indica L. mesmo em baixa contracao,
estes adsorvidos pelas moléculas de quitosana séo eficazes no controle do carrapato R.

microplus.



