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RESUMO

ASSUNCAO, GABRIELA ROCHA DE. DESENVOLVIMENTO E AVALIACAOQ in vitro
DE COMPLEXO DE INCLUSAO CARVACROL: HIDROXIPROPIL-B-
CICLODEXTRINA SOBRE Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae). 2021, 52p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

Rhipicephalus microplus é responsavel por significativos prejuizos a bovinocultura
mundial e o controle desse parasito vem encontrando barreiras, como a resisténcia
aos carrapaticidas. Carvacrol (CAR) é um potencial carrapaticida alternativo porém,
devido a caracteristicas como volatilidade e baixa dispersibilidade em &agua, sua
aplicacdo a campo tem sido dificultada. No intuito de minimizar essas caracteristicas,
objetivou-se, com este trabalho, preparar e caracterizar o efeito do complexo de
inclusédo (CI) contendo CAR e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD) sobre larvas de
carrapatos R. microplus. O CI CAR:HP-BCD foi preparado pelo método de malaxagem
e sua formacao foi confirmada por analises termogravimétricas, espectroscopia no
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Pela andlise do grafico de
DTG para o Cl néo foi observada evidéncia da presenca de CAR livre. Este resultado
pode estar relacionado com o aumento na estabilidade do CAR em funcdo da
formacéo do CI. A partir dos espectros do CAR livre e complexado, obtidos por RMN
de 'H, observou-se variacdo dos deslocamentos quimicos para os hidrogénios
aromaticos sugerindo a inclusdo do CAR na cavidade da HP-BCD. No espectro de
ROESY 2D do CI também foi observada interacdo entre os prétons aromaticos do
CAR e da cavidade HP-BCD, mostrando que a molécula de carvacrol € capaz de ser
incorporada na cavidade HP-BCD. O efeito carrapaticida do CI foi avaliado através do
teste de pacote larval, que, solubilizado em 5% (m v') de DMSO, apresentou efeito
larvicida (LCg0 9,6 mg/mL) e aumento do tempo de acéo do carvacrol, com mortalidade
larval de 99,69% apds 30h, quando comparados ao carvacrol livre, que apresentou
mortalidade larval de 68,25% apds mesmo periodo. Assim, a formacédo do Cl CAR:HP-
BCD atravées da técnica de malaxagem, conferiu protecdo do composto ativo,

diminuicao da volatilidade, garantindo atividade por maior tempo.

Palavras-chave: carrapaticidas alternativos, malaxagem; monoterpenos



ABSTRACT

ASSUNC}AO, GABRIELA ROCHA DE. DEVELOPMENT AND ACARICIDE ACTIVITY
OF CARVACROL:HYDROXYPROPYL-B-CYCLODEXTRIN INCLUSION COMPLEX
ON Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae). 2021, 52p. Dissertagédo (Mestrado
em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias -CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

Rhipicephalus microplus is responsible for significant damage to cattle farming
worldwide and the control of this parasite has encountered barriers, such as resistance
to ticks. Carvacrol (CAR) is a potential alternative acaricide, however, due to
characteristics such as volatility and low dispersibility in water, its application in the
field has been difficult. In order to minimize these characteristics, the objective of this
work was to prepare and characterize the effect of the inclusion complex (ClI)
containing CAR and hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-BCD) on R. microplus tick
larvae. The CI CAR:HP-BCD was prepared by the kneading method and its formation
was confirmed by thermogravimetric analysis, Infrared spectroscopy and Nuclear
Magnetic Resonance (NMR). By analyzing the DTG graph for the IC, no evidence of
the presence of free CAR was observed. This result may be related to the increase in
stability of the CAR due to the formation of the CI. From the spectra of free and
complexed CAR, obtained by *H NMR, a variation in chemical shifts for aromatic
hydrogens was observed, suggesting the inclusion of CAR in the HP-BCD cavity. In
the ROESY 2D spectrum of the ClI, an interaction between the aromatic protons of the
CAR and the HP-BCD cavity was also observed, showing that the carvacrol molecule
is capable of being incorporated into the HP-BCD cavity. The acaricidal effect of Cl
was evaluated using the larval pack test, which, when solubilized in 5% (m v?) of
DMSO, showed a larvicidal effect (LCo0 9.6 mg/mL) and increased time of action of
carvacrol, with larval mortality of 99.69% after 30h, when compared to free carvacrol,
which showed larval mortality of 68.25% after the same period. Thus, the formation of
Cl CAR:HP-BCD through the kneading technique, provided protection of the active

compound, decreased volatility, ensuring activity for a longer time.

Key-words: alternative acaricides; kneading; monoterpenes
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1. INTRODUCAO

As infestacOes por carrapatos, principalmente em bovinos, tém grande
importancia veterinaria devido aos prejuizos causados a producdo animal. Os
carrapatos estao incluidos entre os vetores de patégenos mais relevantes, afetando
bovinos, animais de companhia e humanos no mundo todo (BIGUEZOTON et al.,
2016; QUADROS et al., 2020).

Dentre as inUmeras espécies, Rhipicephalus microplus, conhecido vulgarmente
como carrapato-do-boi, tem se destacado entre os ectoparasitos bovinos de maior
relevancia mundial, principalmente em paises de clima tropical, por seu papel limitante
no aumento da producdo pecuaria, levando a grandes perdas econémicas. E um
ectoparasito hematofago que durante o repasto sanguineo, além de retirar nutrientes
e causar irritacdo e danos ao couro de seu hospedeiro, também é responséavel pela
transmissdo dos agentes patogénicos do complexo da tristeza parasitaria, Babesia
bovis e Anaplasma marginale (GUGLIELMONE et al., 2014).

No Brasil, as estimativas apontam que 0s prejuizos decorrentes do parasitismo
por esta espécie de carrapato, através dos gastos com tratamento e controle de
infestac@es, reducdo da produtividade do rebanho e mortalidade dos animais, sao da
ordem de $3,24 bilhdes por ano (GRISI et al., 2014).

Problemas no controle desse parasito, como a ocorréncia de populacdes
resistentes aos carrapaticidas convencionais pelo uso destes de forma demasiada,
além do impacto ambiental causado, apontam para a necessidade de se desenvolver
novos ativos ambientalmente seguros e dispor de alternativas para controle do
parasito (ADENUBI et al., 2018; QUADROS et al., 2020).

A resisténcia a produtos quimicos pode ser definida como a capacidade de
alguns individuos de uma populacéo de parasitos de sobreviver a doses de produtos
quimicos que seriam geralmente letais para uma populacdo normal (DONG et al.,
2014). Populacdes de carrapatos resistentes as principais classes de carrapaticidas
ja foram relatados, como para amidinas (LI et al., 2003), lactonas macrociclicas
(KLAFKE et al., 2006; RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018),
organofosforados (BAXTER; BARKER, 1999), fenilpirazois (MILLER et al., 2013) aos
piretréides (JAMROZ et al., 2000) e benzoilfeniluréias (RECK et al, 2014).
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Assim, a utilizacdo de produtos naturais, como 0s 0leos essenciais e seus
componentes majoritarios, constitui uma boa alternativa para esse fim (PEREZ DE
LEON; MITCHELL; WATSON, 2020). A busca por compostos carrapaticidas derivados
de plantas tem sido alvo em vérios estudos (COELHO et al., 2020; MARCHESINI et
al., 2020; SALMAN et al., 2020). A utilizacdo de 6leos essenciais e seus derivados
possuem muitas vantagens, como a rapida degradacdo ambiental, baixa toxicidade
para mamiferos e, devido aos variados mecanismos de acéo de seus constituintes, o
desenvolvimento lento de populacdes de carrapatos resistentes (ARAFA et al., 2020).
Também ja foram relatadas eficacia ovicida, acao repelente devido aos componentes
volateis e diminuicdo da eficiéncia reprodutiva das fémeas quando expostas a 6leos
essenciais (CHAGAS et al., 2016).

Diversos avancos tém sido alcancados nesta area nos ultimos anos, incluindo
o estudo da combinacdo de produtos de origem natural e sintéticos no controle de
carrapatos (ARAFA et al., 2021). Também ja se sabe que terpenos e fenilpropandides
sdo geralmente os componentes responsaveis pela maioria das propriedades
biolégicas dos 6leos essenciais (CHAGAS et al., 2016). Carvacrol e timol por exemplo,
terpenos derivados principalmente de plantas da familia Lamiaceae, apresentaram
potencial carrapaticida quando testados isoladamente e em associacdo (ARAUJO et
al., 2016; CONCEPCION et al., 2013; SCORALIK et al., 2012).

Entretanto, a utilizacdo de agentes naturais possui limitagbes, como a
necessidade de identificacdo dos bioativos e seus mecanismos de acdo, a
padronizacdo quimica, controle de qualidade e outros desafios, incluindo estabilidade
por longo prazo para comercializacdo, armazenamento e transporte (CAMILO et al.,
2017). Devido a natureza hidrofébica, instabilidade e volatilidade do monoterpeno
carvacrol, que apesar de seu efeito carrapaticida conhecido, necessita de métodos
gue visem possibilitar sua utilizacdo eficiente, como a formacdo de complexos de
incluséo (Cl) com outras substancias (YILDIZ et al., 2018).

Assim, a ciclodextrina (CD) surge como opc¢ao. CDs sao oligossacarideos
macrociclicos atoxicos com uma superficie externa hidrofilica e interior hidrofébico.
Possui capacidade de formar Cl com grande variedade de componentes organicos,
conferindo a capacidade de protecdo e solubilizacdo aumentada de principios ativos
pouco soluveis (ARIMA; MOTOYAMA; IRIE, 2011; LOFTSSON et al., 2016). Mas a
aplicacdo de CDs ainda se limita pela solubilidade aquosa reduzida. Assim, CDs

modificadas quimicamente vém sendo desenvolvidas a fim de contornar os limites de
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solubilidade. Hidroxilpropil-B-ciclodextrina (HP-BCD) € uma alternativa as CDs a-, 8- €
¥, por possuir solubilidade em agua muito maior (GOULD; SCOTT, 2005).

Portanto, torna-se pertinente a avaliacdo do carvacrol em ClI com HP-BCD,
visando a obtencdo de uma formulagéo eficiente, estavel, biodegradavel e ndo toxica
a mamiferos, com potencial para o controle de R. microplus. Assim, 0 objetivo do
presente trabalho foi preparar, caracterizar e avaliar in vitro o potencial carrapaticida
de CI contendo carvacrol e HP-BCD sobre larvas de carrapatos da espécie R.
microplus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus

A espécie de carrapato R. microplus € responsavel por significativas perdas
para a bovinocultura. Tais efeitos negativos sdo causados por sua agéo direta durante
a alimentacao por ser um parasito hematofago, o que acaba causando danos ao couro
do animal e atuando na reducdo da producdo pela retirada de nutrientes do
hospedeiro. Além disso, causa prejuizos com acao indireta na transmissao de
patogenos (BIGUEZOTON et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2019).

No Brasil, esta espécie esta entre os parasitos de maior importancia econémica
e sanitaria para a bovinocultura, e seu impacto negativo pode chegar a perdas anuais
de cerca de 3,23 bilhdes de dolares (GRISI et al., 2014).

2.1.1 Classificacdo taxondbmica

Carrapatos da espécie R. microplus possuem apéndices articulados e
exoesqueleto de quitina sendo classificados no filo Arthropoda. Pertencem a classe
Arachnida, subclasse Acari, ordem Ixodida, familia Ixodidae, se diferenciando
morfologicamente por possuirem cabeca/térax fundidos e apresentarem, na regiao
anterior do corpo, pecas bucais quitinizadas (gnatossoma), através do qual o
carrapato se fixa no hospedeiro (KRANTZ; WALTER, 2009).

Rhipicephalus microplus é o carrapato da familia Ixodidae considerado o
principal e mais importante ectoparasito que acomete bovinos nos paises de clima
tropical. O corpo das espécies da familia Ixodidae se caracteriza por ser coberto por
uma placa dorsal quitinosa, com superficie contendo manchas, depressdes e
desenhos. A espécie R. microplus possui corpo com formato arredondado,
aumentando consideravelmente de tamanho em fun¢éo do repasto sanguineo em seu
hospedeiro (REY, 1973).

O carrapato desta espécie era anteriormente classificado no género Boophilus
mas, apos avaliagbes morfologicas e moleculares, passou a ser considerado

subgénero do género Rhipicephalus, sendo agora conhecido como Rhipicephalus
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(Boophilus) microplus, e a Unica espécie desse subgénero encontrado no Brasil
(MURRELL; BARKER, 2003).

2.1.2 Ciclo biolégico

As fases de vida desses carrapatos consistem em: ovo, larva, ninfa e adulto
(ESTRADA-PENA, 2015). Sido parasitas hematéfagos de animais vertebrados,
preferencialmente bovinos, mas ja foram encontrados parasitando outros animais
domésticos, animais selvagens e humanos (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2016).

Os individuos da espécie R. microplus sdo monoxenos e 0 carrapato
desprende-se do hospedeiro apenas na fase de vida adulta para realizar a oviposi¢cao
no solo sendo que, em todas as fases de vida, a alimentacdo destes parasitos
acontece sobre um tnico hospedeiro (ESTRADA-PENA, 2015).

O ciclo biologico dessa espécie de carrapato pode ser definido em duas fases
distintas: a fase parasitéria e a fase de vida livre. A duracao da fase nao parasitaria €
diretamente influenciada pela temperatura ambiental podendo durar até 3 meses
(BROVINI; FURLONG; CHAGAS, 2003). Ja a fase parasitaria, com duracao
aproximada de 18 a 21 dias, é pouco influenciada pelas condi¢cbes climaticas e
ambientais, uma vez que a temperatura corporal do hospedeiro permanece
relativamente constante (SONENSHINE; ROE, 2014).

A fase de vida livre se inicia com a descida das fémeas ingurgitadas do
hospedeiro para o solo, para realizar a postura dos ovos, passando pelos periodos de
pré postura, postura, eclosdo larval e o tempo de sobrevivéncia das larvas na
pastagem. As larvas se dirigem para as extremidades do capim até o contato com o
hospedeiro e, ap6s fixarem-se no bovino, inicia-se a fase parasitaria do ciclo,
desenvolvendo em neolarva, metalarva, apos cerca de oito dias, da origem a ninfa,
adquirindo nova estrutura, com quatro pares de pernas e que, apés se alimentarem e
mudarem de cuticula, dardo origem ao adulto imaturo, diferenciando-se em macho,
denominado neandro ou fémea, denominada nedgina. Apdés maturacdo sexual as
fémeas passam a ser classificadas como partenégenas e, apds fecundacéo e
ingurgitamento sdo denominadas teledginas, quando atingem seu tamanho maximo e
se dirigem ao solo para postura dos ovos (SONENSHINE; ROE, 2014; SERRA-
FREIRE; SENA; BORSOI, 2011).
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2.1.3 Controle de Rhipicephalus microplus

O valor estimado do mercado mundial de carrapaticidas em 2019 representou
cerca de US $ 275,1 milhdes, em que mais da metade correspondia a industria da
pecuaria (QUADROS et al., 2020). As classes de produtos quimicos mais largamente
utilizados no controle de carrapatos na bovinocultura incluem os organofosforados,
piretroides, amidinas, lactonas macrociclicas, fenilpirazdis e benzoilfeniluréia
(FURLONG; MARTINS, 2000). Atualmente, dentre os carrapaticidas comumente
usados, podem ser citados fipronil e permetrina (MANGIA et al., 2018).

Entretanto, o controle de infestacdo de R. microplus nos rebanhos bovinos,
através do uso de carrapaticidas quimicos convencionais, vem se mostrando cada vez
mais ineficaz pelo aumento de populacdes de carrapatos resistentes as formulacdes
comercialmente disponiveis (KLAFKE et al.,, 2017). As aplicacbes sem a troca
adequada de principios ativos e uso incorreto dos produtos quimicos tém contribuido
para o aumento da resisténcia dos carrapatos aos produtos utilizados, intoxicacao de
animais, residuos em produtos de origem animal e contaminacéo de solos e aguas.
Além disso, ha um interesse cada vez maior da populacdo por produtos de origem
animal com producéo sustentavel e ecologicamente correta, que ndo causem efeitos
prejudiciais em animais, humanos e ao meio ambiente (QUADROS et al., 2020).

Tais problemas incentivam novas pesquisas cientificas visando o
desenvolvimento de métodos alternativos de controle do carrapato (BEYS-DA-SILVA
et al., 2020; BIEGELMEYER et al., 2012; CAMPOS et al., 2012; KONIG et al., 2019;
RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018).

2.1.4 Potencial dos 6leos essenciais para o controle alternativo

Os métodos de controle atualmente disponiveis, apresentam limitagdes, como
a resisténcia adquirida pelas populacdes de carrapatos, impactos ambientais
negativos e a potencial contaminagdo com residuos de carrapaticidas quimicos em
alimentos. Welsh et al. (2019), em estudo recente ao comparar dois diferentes
métodos de producdo leiteira, convencional e organica, detectou residuos de diversos

farmacos, incluindo carrapaticidas, em 26 a 60% das amostras de leite coletadas em
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fazendas leiteiras convencionais. Rodrigues-Vivaz et al. (2018) relataram que, além
de residuos em alimentos de origem animal, o uso intensivo das formulacdes
convencionais resultaram em populacdes de carrapatos que apresentam resisténcia
a praticamente todas as principais classes quimicas de carrapaticidas disponiveis.

Devido a magnitude das desvantagens e problemas enfrentados pelo uso
excessivo e incorreto dos carrapaticidas convencionais, ha a enorme necessidade de
métodos alternativos no controle do carrapato. Uma dessas alternativas promissoras
sdo carrapaticidas com base em moléculas organicas naturais (BANUMATHI et al.,
2017; BEYS-DA-SILVA et al., 2020; DE OLIVEIRA et al., 2019; NOVATO et al., 2018;
QUADROS et al., 2020).

Experimentos in vitro com mais de 200 espécies de plantas com potencial para
atuar no controle de carrapatos ja foram realizados em todo mundo (ADENUBI et al.,
2016), e a utilizacao de 6leos essenciais, extratos e componentes isolados de plantas
tém sido considerada uma alternativa promissora no controle de carrapatos
(ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Os Oleos essenciais sdo classificados como compostos naturais derivados do
metabolismo secundario de plantas, entre elas, as familias Lamiaceae, Verbenaceae,
Myrtaceae, Lauraceae, Zingiberaceae, Euphorbiaceae e Apiaceae. Caracterizam-se
por serem compostos naturais, volateis, lipossolaveis e sollveis em solventes
organicos (BAKKALI et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2009).

Porém, o uso de principios ativos naturais possuem limitagcbes, como a
dificuldade na padronizacdo e regularizacdo das formulacdes e estabilidade que
possibilite o transporte e comércio desses produtos (QUADROS et al., 2020). Além
disso, pela caracteristica de alguns ativos serem instaveis, volateis e apresentarem
baixa solubilidade em &gua, € necessario que tais estratégias alternativas sejam
aprimoradas e implementadas em conjunto a novas tecnologias para serem aplicados
a campo e produzidos em escala comercial (KISS; CADAR; SPINU, 2012; MENG et
al., 2016; QUADROS et al., 2020).

2.2 Carvacrol

Dentre as classes dos principais metabdlitos secundarios encontrados na

composicdo de Oleos essenciais de espécies vegetais, podem ser citados os fendis,
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compostos fendlicos (flavonoides e ndo flavonoides), compostos nitrogenados
(alcaloides, glucosinolatos e piridinas) e terpenos ou terpenoides (CUNHA et al.,
2016).

Os terpenos constituem 90% das moléculas contidas nos 6leos essenciais em
gue se destaca o carvacrol, um dos constituintes encontrados em maior quantidade
em Oleos essenciais de espécies de plantas como Origanum vulgare L. e Thymus
vulgaris (BAKKALI et al., 2008).

O monoterpeno carvacrol, assim como seu isdomero timol, sao terpenos
classificados como fendis, pois possuem grupo hidroxila ligado a um anel aromatico
em sua estrutura quimica (FERREIRA et al., 2011).

O potencial da atividade biolégica do carvacrol ja tem sido estudado por
diversos pesquisadores, em que tem demonstrado atividade antimicrobiana, inseticida
e reconhecida atividade carrapaticida. Dentre as espécies de carrapatos ja relatadas,
em que esse monoterpeno teve acdo, podem ser citadas Amblyomma americanum,
Dermacentor nitens, Ixodes scapularis, Rhipicephalus sanguineus e R. microplus
(ARAUJO et al., 2016; JORDAN et al., 2011; NOVATO et al., 2018, 2015; PEREIRA
JUNIOR et al., 2020; TABARI et al., 2015).

Apesar de seu potencial terapéutico, o carvacrol € uma substancia que

apresenta alta/elevada volatilidade e baixa dispersibilidade em agua, o que dificulta o
desenvolvimento de produtos para uso comercial (LIMA et al., 2017). Sendo assim, a
utilizacao de ciclodextrinas representa uma alternativa para formacao de ClI, visando
minimizar tais caracteristicas ndo desejaveis (RAKMAI et al., 2018).
Entretanto, sdo escassos os estudos visando desenvolver formulacfes carrapaticidas
a fim de aprimorar os efeitos desse monoterpeno (DELMONTE et al., 2017; ROSADO-
AGUILAR et al., 2017). Assim, os meios de encapsulamento, protecdo e liberacéo
controlada sdo boas opcdes para aumentar a estabilidade, reduzir as perdas por
evaporacao e proteger a molécula do carvacrol contra oxidacdo e decomposicao
luminosa ou térmica. A ciclodextrina, um oligossacarideo ciclico obtido através de
hidrolise e conversédo enzimatica do amido por alguns microrganismos, € um exemplo
de substancia a ser utilizada nesse sentido (CAROCHO; MORALES; FERREIRA,
2015; DE ARAUJO et al., 2003).

2.3. Ciclodextrinas
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Ciclodextrinas séo oligossacarideos ciclicos contendo de seis a oito unidades
de D-glicopiranose, formando anel com superficie externa hidrofilica e o interior com
cavidade central hidrofébica, podendo acondicionar substancias de natureza lipofilica
(Figura 1) (SALTAO; VEIGA, 2001; VENTURINI et al., 2008).

Figura 1 - Estrutura e propriedades de ciclodextrinas naturais

exterior hidrofilico
CHzofi/
0

cavidade hidrofébica

Fonte: Arima; Motoyama,; Irie, 2011.

As ciclodextrinas (CDs), sdo capazes de formar complexos de inclusdo (ClI)
com algumas substéncias, hospedando moléculas do principio ativo ou alguma parte
lipofilica da molécula, na cavidade central (LOFTSSON et al., 2005)

Os CI formados entre as CDs e o agente ativo, como por exemplo entre
fitoquimicos, podem melhorar a dispersabilidade, proteger estes compostos bioativos
de estresses ambientais e prolongar a taxa de entrega das moléculas (SUVARNA,;
GUJAR; MURAHARI, 2017).

2.3.1 Estrutura e propriedades da B-ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina

Devido a formacao de cadeias de unidades de glucopiranose, as moléculas de
ciclodextrina tém a forma de cones com grupos hidroxila secundarios, que se
estendem a partir da borda mais larga e os grupos primarios da borda mais estreita.
As CDs naturais obtidas com maior rendimento sdo as a-CD; B-CD e y-CD, com
respectivamente 6, 7 e 8 unidades de glicose (Figura 2) (LAl; ROGACH; WONG,
2017). Mas, devido aos altos custos necessarios para purificar a- e y-CDs, mais de
97% das CDs utilizadas s&o 3-CDs (AL-NASIRI et al., 2018).

Figura 2 - Estruturas de (i) a-, (i) B- e (iii) y-CDs e a morfologia em forma de cone da
molécula de CD (iv). Esquema da molécula ndo desenhado a escala
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Devido as fortes ligagcbes de hidrogénio intramoleculares de B-CD, sua
solubilidade em agua é reduzida (1,85 g / 100 mL a 25 °C), quando comparada a a- e
y-ciclodextrinas (14,5 g / 100 mL e 23,2 g / 100 mL a 25 ° C, respectivamente)
(HISAMATSU; YAMADA, 1989; LIU et al., 2015). J& a hidroxilpropil-B-ciclodextrina
(HP- BCD) (Figura 3), composto derivado de B-CD, possui uma maior solubilidade
aguosa (> 500 g /L, 20 ° C), sendo uma das alternativas na formacédo de complexos
de inclusdo com outros componentes (SZENTE; SZEJTLI, 1999).

Figura 3 - Estrutura quimica de hidroxilpropil-B-ciclodextrina.

P
*WP

Fonte: Allouch et al., 2013.

2.3.2 Caracterizacdo dos complexos de incluséo
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A caracterizacdo dos complexos constitui uma etapa importante no processo
de sintese (BRITTO; NASCIMENTO; DOS SANTOS, 2004). Analise termogavimétrica

(TGA), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho de

Forrier (FTIR) e Ressonancia magnética nuclear (RMN) estdo entre as técnicas
utilizadas atualmente na caracterizacdo de Cl (BESERRA-FILHO et al.,, 2019;
KRINGEL et al., 2017; KRINGEL et al. 2020; MARTINS et al., 2020).

No Quadro 1 estdo brevemente descritas as principais técnicas empregadas na
caracterizacao de Cl (LYRA et al., 2012).

Quadro 1 - Principais técnicas para caracterizacao de complexos de incluséo.

(continua)

Técnica

Parametros pesquisados

Espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FT-
IR)

Qualitativo. Detecta mudangas significativas
na intensidade e regido das bandas nos
espectros vibracionais dos grupos
funcionais das moléculas envolvidas na
complexacéo.

Andlise termogravimétrica (TG/DTG)

Quantitativo e qualitativo. Avalia a variagcéo
da perda de massa referente aos eventos
térmicos, especialmente, desidratacdo e

fuséo.

Anélise térmica diferencial
(DTA)

A diferenga na temperatura entre uma
amostra e um material de referéncia é
medida em funcéo da temperatura,
enquanto a substancia e o material de
referéncia ficam sujeitos a um gradiente de
temperatura.

Calorimetria exploratéria diferencial
(DSC)

Quantitativo e qualitativo. Acompanha a
variacao de entalpia dos eventos térmicos
gue ocorrem na amostra em relagdo a um
material de referéncia termicamente inerte.
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Quadro 1 - Principais técnicas para caracterizacdo de complexos de incluséo.
(continuacéo)
Técnica Parametros pesquisados

Permite visualizar as interagcdes que
ocorrem entre as moléculas héspedes e as
CDs, sendo capaz de diferenciar qual parte
da estrutura quimica do farmaco esta sendo

complexada.

Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO QUIMICA E ATIVIDADE CARRAPATICIDA DE COMPLEXO
DE INCLUSAO CARVACROL:HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA SOBRE

Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)

Artigo a ser submetido a publicac&o ao periédico Preventive Veterinary Medicie.
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RESUMO

Devido as perdas econdmicas causadas pelo carrapato Rhipicephalus microplus e sua
resisténcia aos principais carrapaticidas, o desenvolvimento de formulacdes com
bioativos naturais tem ganhado relevancia no meio cientifico. Entretanto, o
monoterpeno carvacrol, considerado potencial carrapaticida, apresenta volatilidade e
baixa dispersibilidade em agua, sendo a utilizacdo de tecnologias como a formacgéo
de complexos de inclusdo (Cl) com ciclodextrinas, alternativas para o
desenvolvimento de formulacfes aplicaveis a campo. No intuito de minimizar essas
caracteristicas, objetivou-se, com este trabalho, preparar e caracterizar o efeito do
complexo de inclusdo (Cl) contendo CAR e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD)
sobre larvas de carrapatos R. microplus. O CI CAR:HP-BCD foi preparado pelo
método de malaxagem e sua formacdo foi confirmada por analises
termogravimétricas, espectroscopia no Infravermelho e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN). Pela analise do grafico de DTG para o Cl ndo foi observada evidéncia
da presenca de CAR livre. Este resultado pode estar relacionado com o aumento na
estabilidade do CAR em funcédo da formacdo do CIl. A partir dos espectros do CAR
livre e complexado, obtidos por RMN de 'H, observou-se variacdo dos deslocamentos
quimicos para os hidrogénios aroméaticos sugerindo a inclusdo do CAR na cavidade
da HP-BCD. No espectro de ROESY 2D do Cl também foi observada interacéo entre
0s protons aroméaticos do CAR e da cavidade HP-BCD, mostrando que a molécula de
carvacrol é capaz de ser incorporada na cavidade HP-BCD. O efeito carrapaticida do
Cl foi avaliado através do teste de pacote larval, que, solubilizado em 5% (m v!) de
DMSO, apresentou efeito larvicida (LCg0 9,6 mg/mL) e aumento do tempo de ag¢ao do
carvacrol, com mortalidade larval de 99,69% apds 30h, quando comparados ao
carvacrol livre, que apresentou mortalidade larval de 68,25% apds mesmo periodo.
Assim, a formacédo do Cl CAR:HP-BCD através da técnica de malaxagem, conferiu
protecdo do composto ativo, diminuicédo da volatilidade, garantindo atividade por maior

tempo.

Palavras-chave: acaricidas alternativos, malaxagem; monoterpenos; larvicida
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1. INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus € um dos mais importantes ectoparasitas que afetam o
gado bovino em regides tropicais e subtropicais no mundo todo, sendo responsavel
por grandes perdas econdmicas na pecuaria (BANUMATHI et al., 2017; KUMAR,;
SHARMA; GHOSH, 2020; RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018).
Aliado a isso, o0 controle desses carrapatos é feito principalmente por meio da
aplicacao de carrapaticidas sintéticos, cujo uso exaustivo e indiscriminado acelerou a
selecéo de cepas de carrapatos resistentes, demonstrando a necessidade do estudo
e desenvolvimento de alternativas que visem diminuir os problemas causados pela
infestacdo por carrapatos (ARAFA et al., 2020; KLAFKE et al., 2017; VILLAR et al.,
2020).

Nesse cenario, pesquisas avaliando produtos naturais como novos ingredientes
ativos se tornam cada vez mais relevantes, pois sé&o alternativas mais seguras e
sustentaveis, com lento desenvolvimento de resisténcia por possuirem diversos
mecanismos de acdo e com mercado consumidor promissor devido a estas
caracteristicas (ADENUBI et al., 2018; ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Entretanto, para a utilizacdo de 6leos essenciais (OES) e seus constituintes como
métodos alternativos de controle € preciso contornar as limitacdes destes, como a
instabilidade dos 6leos essenciais e seus componentes majoritarios, volatilidade e
baixa solubilidade em agua, o que dificulta a aplicacdo a campo (BEYS-DA-SILVA et
al., 2020; NOVATO et al., 2018).

Nas Uultimas décadas, diversas tecnologias e sistemas de administracdo de
ingredientes ativos tém sido estudados visando aprimorar a cinética de liberacéo e
absorcdo e aumentar a estabilidade destas substancias (CUNHA et al., 2016;
BREWSTER; LOFTSSON, 2007). O desenvolvimento destas tecnologias trariam
beneficios se aplicadas no controle do carrapato, que necessita cada vez mais de
métodos alternativos devido a ineficacia dos métodos de controle disponiveis
atualmente (QUADROS et al., 2020). Nesse sentido, a utilizagdo de ciclodextrinas
(CDs), tem surgido como alternativa promissora para melhoria de propriedades fisico-
quimicas de ingredientes ativos, como a biodisponibilidade e incrementar sua

estabilidade, além de proteger estes compostos bioativos de estresses ambientais
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(CHEIRSILP; RAKMAI, 2016; RAKMAI et al., 2018; SUVARNA; GUJAR; MURAHARI,
2017).

CDs sao oligossacarideos ciclicos capazes de formarem complexos de inclusdo
(Cl) com inumeros farmacos. Sao constituidas por unidades de glicopiranose unidas
por ligacdes a (1-4), possuindo uma estrutura em forma de cone (CHALLA et al., 2005;
CHEIRSILP; RAKMAI, 2016).

Dentre os diferentes tipos de ciclodextrinas (a-CD, B-CD e y-CD), a 3-CD é a mais
utilizada devido a facilidade de producéo e maior estabilidade, além de custo reduzido;
entretanto, essa possui solubilidade limitada (RAKMAI et al. 2018; KRINGEL et al.,
2017). Ja a hidroxilpropil-B-ciclodextrina (HP-BCD) é um tipo de CD modificada
quimicamente, desenvolvida como alternativa a B-CD por possuir uma maior
solubilidade em 4gua (GOULD; SCOTT, 2005).

Existem diversos métodos de preparo de Cl, que podem interferir em sua eficiéncia
e aplicabilidade a campo (LIMA et al., 2016). Dentre estes, destaca-se a malaxagem,
que consiste em um método de preparo relativamente simples, rapido e de baixo
custo, comparado por exemplo a liofilizacdo, que demanda equipamentos especificos
e maior tempo para de preparo (CHEIRSILP, RAKMAI, 2016; RUNGSARDTHONG et
al., 2011).

Assim, o objetivo do estudo foi preparar, caracterizar e avaliar o efeito do CI
contendo carvacrol (CAR) e HP-BCD sobre larvas de carrapatos da espécie R.

microplus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Quimicos e reagentes

Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD; M = 1460 g/mol; PubChem SID 24895425,
Sigma-Aldrich), Carvacrol (CAR; PubChem SID 24857025, Sigma-Aldrich),
Dimetilsulfoxido (DMSO PA 99,9%, Cromoline Quimica Fina LTDA); etanol (95% PA

— Dinamica) foram adquiridos comercialmente.
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2.2. Complexo de incluséo (Cl) e mistura fisica (MF)

O ClI foi preparado pelo método de malaxagem com os reagentes CAR e HB-BCD
na razdo molar 1:1, adaptado de Carvalho et al. (2020). O etanol foi adicionado
lentamente sobre a mistura contendo CAR e HP-BCD. Durante a adi¢cdo do etanol foi
realizada a malaxagem manual com auxilio de pistilo por 45 minutos. O composto
sélido (CI) foi obtido ap6s secagem por 48h em dessecador a vacuo, em temperatura
ambiente. A mistura fisica foi preparada de modo semelhante, na auséncia do etanol.

2.3. Espectroscopia no infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrometro de infravermelho
com transformada de Fourier FT-IR Varian 660. Os valores foram expressos em

numeros de onda (cm™) no intervalo de 4000-500 cm™.

2.4. Analises termogravimétricas

As andlises termogravimétricas foram realizadas em termoanalisador STA409EP
(Netzsch) usando cadinhos de alumina (Al203) com 2,00 mg de amostra sob uma
atmosfera de N2 (100,0 mL min'') a uma taxa de aquecimento de 10,0 °C min na

temperatura faixa de 30,0 a 525,0 °C.

2.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN (1D e 2D) foram obtidos pelo equipamento Varian 400 MHz
(Palo Alto, USA) usando agua deuterada (D20) como solvente e tetrametilsilano (TMS)
como padrao interno. Deslocamentos quimicos (0) estdo em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os espectros para analises bidimensionais
homonucleares 'H, 2D ROESY, foram gerados para obter informacdes da geometria

supramolecular dos CI (ROESY spinlock pulse = 1,00 s). A diferengca nos desvios
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quimicos foi calculada para todos os sinais usando a equagao: Ad = 6 (Complexado -
Livre) (RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2019; SANTANA et al., 2021).

2.6. Ensaios carrapaticidas in vitro

As fémeas ingurgitadas de R. microplus foram coletadas de bovinos artificialmente
infestados na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, Rio
de Janeiro, Brasil (nimero de protocolo de aprovacio na Comissdo de Etica no uso
de animais: n° 4667181218/2019). No Laboratoério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria da UFRRJ, as fémeas foram mantidas em placas de Petri
em camara climatizada regulada a temperatura de 27+ 1 °C e 80 + 10% de UR para
oviposicdo; apos 21 dias, os ovos foram acondicionados em seringas plasticas
descartaveis de 5 mL e mantidas em camara climatizada, também nas condi¢cdes
anteriormente citadas, até a realizacdo dos testes. Foram utilizadas, no ensaio, larvas
entre 14 a 21 dias de idade.

2.6.1 Teste de pacote de larvas

Para avaliar o efeito das formulacbes em estudo sobre os carrapatos, foi
utilizado o teste de pacote de larvas (STONE; HAYDOCK, 1962) modificado por
(MONTEIRO et al., 2012), em que aproximadamente 100 larvas foram colocadas no
centro de um papel de filtro, com dimensdes de 6x6 cm, na sequéncia, esses papéis
foram dobrados ao meio e as bordas vedadas por clipes tipo buldog. Em seguida,
cada lado externo do papel filtro foi umedecido homogeneamente com 90 uL das
solucbes a serem testadas, com seis repeticdes para cada tratamento. As unidades
experimentais foram entdo acondicionadas em camara climatizada (27°C e UR>80%),
e a avaliacao da mortalidade foi feita apos 24h, quando foi observado o percentual de
larvas vivas e mortas.

Como os dados apresentaram distribuicdo ndo paramétrica de acordo com o
teste de normalidade (D’Agostino-Pearson), as médias dos valores de mortalidade
foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis (p <0,05). As analises estatisticas

foram conduzidas usando o software BioEstat 5.0.
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Para calculo das concentragdes letais (LCso e LCo0) 0 carvacrol livre foi testado
nas concentracdes de 0,62, 1,25, 2,50, 3,75, 5, 7,50 e 10 mg/mL. O CI CAR:HP-BCD
foi testado em valores de concentragéo correspondentes ao carvacrolab, 7,8, 9 e 10
mg/mL. Os valores de LCso € LCg0 e seus respectivos limites de confianca (IC 95 %),
foram calculadas por meio do modelo de Probit, realizado pelo software RStudio (v.
1.3.1093).

2.6.2 Teste de eficiéncia ao longo do tempo

Para avaliacao do efeito ao longo do tempo do ClI entre carvacrol e hidroxipropil-
B-ciclodextrina, preparado pelo método de malaxagem ou mistura fisica, sobre larvas
de R. microplus, 2 mL da solucao de carvacrol complexado (10 mg/mL) foi transferido
para microtubos que permaneceram abertos a 30°C e UR 240% e fechados em
intervalos de 6h até 30h. O teste de pacote larval foi realizado conforme descrito acima
com todas as amostras. Como controle negativo utilizou-se agua destilada e DMSO.

Os dados gerados foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel, e
a andlise estatistica dos dados foi executada por meio do software GraphPad Prism
9.20 (332), versao Free Trial. O teste de Shapiro Wilk foi realizado para avaliar a
distribuicdo normal dos dados. Os dados paramétricos foram analisados por meio da
andlise de variancia (two-way ANOVA) seguido de Tukey, que avaliou possiveis
diferencas estatisticas entre os grupos. Os dados foram considerados diferentes

estatisticamente quando (p < 0,05).

3.RESULTADOS

3.1 Caracterizacao quimica

3.1.1 Infravermelho

Em todos os espectros de carvacrol livre (CAR) e da hidroxipropil-B-ciclodextrina

(HP-BCD), do complexo de inclusdo (CI) e da mistura fisica apareceu uma banda de
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absorcéo larga entre 3300-3500 cm™', caracteristica do grupo —OH de moléculas de
agua (Figura 1).

No espectro do HP-BCD observou-se bandas de vibragdes de estiramento C-H
em 2929 cm, vibragdes de flexdo H-OH em 1649 cm, vibragées de dobramento
metil em 1375 cm™, vibragdes C—O em 1155 cm-?, vibragées de estiramento C-O—-C
em 1012 cm™, vibragdes de estiramento C—C em 1083 cm?, vibracdes antissimétrica

de grupos metil em 2967 cm™ e ligacdo glicosidica tipo a em 850 cm™.

Figura 1 - Espectro de infravermelho (ao centro) das substancias HP-BCD (vermelho)
e carvacrol livre (rosa), do complexo de inclusdo CAR:HP-BCD (verde) e da mistura
fisica (marrom). Ampliacdo do espectro nas regides 3100 — 2700 cm™ (A) e 1950 —
1050 cm* (B).
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Fonte: arquivo pessoal

3.1.2 Andlises termogravimétrica e térmica diferencial

Na Figura 2 estdo representados os resultados de termogravimetria (TG),
termogravimetria derivada (DTG) e analise térmica diferencial (DTA) do CAR, da HP-
BCD e do CI CAR:HP-BCD.
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Figura 2 - Analises térmicas da HP-BCD (vermelho), carvacrol livre (rosa) e o complexo
CAR:HP-BCD (verde): (1) perda de massa, (Il) DTG e (lll) DTA.
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Fonte: arquivo pessoal

A partir dos resultados obtidos pelas analises de TG/DTG foi calculada a perda
de massa para o0 CAR, HP-BCD e do Cl CAR:HP-BCD (Tabela 1).
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Tabela 1 - Valores de perda de massa (%) para o carvacrol (CAR), hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HP-BCD) e do complexo de inclusdo carvacrol e hidroxipropil-3-

ciclodextrina (CAR:HP-BCD) obtidos por andlise termogravimétrica em diferentes

intervalos.
Substancia 25-180°C  180-294°C  294-425°C  425-700°C
CAR 95,60 0,03 0,00 0,29
HP-BCD 12,60 0,00 73,10 2,80
CAR:HP-BCD 14,55 4,51 75,89 1,44

3.1.3 Espectroscopia de RMN

A fim de explorar a possivel incluséo de carvacrol na cavidade da HP-BCD, foram
realizadas analises de RMN 1D e 2D para ajudar nesta interpretacdo. As analises de
RMN de 'H foram realizadas para amostras de carvacrol livre (P) e complexo de
inclusédo (CI). Os resultados dos desvios quimicos (8) de RMN de H do carvacrol, nas

formas complexada e livre, em D20 se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 - Desvios quimicos (8) de RMN de *H do carvacrol, nas formas complexada
e livre, em D20.

Atomo de H 6 (ppm) 6 (ppm) Ad (Complexado — Livre)

Livre Complexado (ppm)
carvacrol 3 7,16 7,08 -0,08
4 6,85 6,77 -0,08
6 6,82 6,75 -0,07

7 2,90 -2,80 2,86 —2,78 (-0,04) — (-0,02)
10 2,18 2,19 -0,01
8e9 1,19 1,24 -0,05

Na Figura 3 pode ser observado o espectro de ROESY 2D para o Cl CAR:HP-
BCD.

Figura 3 - Espectro ROESY 2D do complexo de inclusdo carvacrol:hidroxipropil--
ciclodextrina em D20.
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Fonte: arquivo pessoal

3.2 Efeito carrapaticida do carvacrol livre e complexado em HP-BCD

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de LCso e LCg do carvacrol livre e
complexado em HP-BCD sobre larvas de R. microplus.

Tabela 3 - Valores de concentracéo letal (mg/mL) do carvacrol livre e complexado em
hidroxipropil-B-ciclodextrina para larvas de Rhipicephalus microplus

Tratamentos LC50 (IC? LC90 (IC? Slope R2
CAR? 4,54 (4,23-4,85) 9,11 (8,34-10,1) 3,40 0.96
3 2.4p.
Cl CB%FE)l'HP 7.4 (7,2-7.5) 9,6 (9,3-10,0) 11,19  0.85

Legenda — 2intervalo de confianca a 95%. 'Hidroxipropil-B-ciclodextrina; 2Carvacrol; 3Complexo de
inclusdo preparado por malaxagem. P-valor <0,05.

Os valores de mortalidade larval ao longo do tempo para as solugdes contendo
carvacrol livre e do ClI CAR:HP-BCD preparados por mistura fisica e malaxagem

controle estéo representados na Figura 4.
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Figura 4 - Efeito carrapaticida do carvacrol livre (CAR), do complexo de incluséao
carvacrol e hidroxipropil-B-ciclodextrina (CAR:HP-BCD) e da mistura fisica (MF) em
larvas de Rhipicephalus microplus, ao longo do tempo.
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Fonte: arquivo pessoal

Na Tabela 4 se encontram os valores de mortalidade apdés a exposi¢do das

larvas de R. microplus ao carvacrol livre, CI CAR:HP-BCD ao longo do tempo.

Tabela 4 - Efeito do carvacrol livre e complexado em hidroxipropil-B-ciclodextrina, ao
longo do tempo, sobre a mortalidade (%) de larvas de Rhipicephalus microplus.

Horas
Grupos
0 6 12 18 24 30
CIB CARZ 5
HP-BCD! 100,00+0a 98,67+0,49a 99,92+0,13a 98,92+0,33a 98,53+0,56a 99,69+0,16a
CAR? 97,49+0,45a 87,73t1,73a 77,75+1,36b 73,17+1,15b 71,60+1,22b 68,25+1,17b
DMSO* a
1,08+0,43b 1,80+0,59b  0,63+0,40c 0,87+0,33c  1,99+0,69c 1,03+0,57c
5% (m/v)

Legenda — *hidroxipropil-B-ciclodextrina; 2?Carvacrol a 10mg/mL; 3Complexo de incluséo preparado por
malaxagem.*Dimetilsulféxido. 5Valor médio + EP. Médias seguidas pela mesma letra minlscula na
mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4. DISCUSSAO
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Apoés a andlise do espectro de infravermelho de HP-BCD (Figura 1), observa-
se que os resultados estdo de acordo com os resultados apresentados em outros
trabalhos para esta substancia (RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2019; WEI et al., 2017;
YILDIZ et al., 2018). Os espectros de infravermelho do carvacrol (CAR) (Figura 1A)
mostraram, além da banda de estiramento O—H, vibracbes de estiramento das
ligagdes C—H entre 2800 e 3000 cm, bandas entre 1400 e 1650 cm™* de estiramento
aromético C=C, vibracdes de estiramento aroméatico O—H em torno de 1250 cm™e
dobramento aromético C—H entre 800 e 900 cm}(Figura 1B) (RODRIGUEZ-LOPEZ et
al., 2019; YILDIZ et al., 2018).

Os espectros de infravermelho obtidos para o CI comparado com o da mistura
fisica (MF) mostraram picos semelhantes, mas com diferentes intensidades. Foram
observadas as bandas caracteristicas do anel aromatico (C=C) do CAR, em torno de
1590 cm™, e as vibracGes de seus respectivos grupos metil (-CHs) em 1430 cm™
(assimétrico) e 1360 cm™" (simétrico), assim como também intensidades diferentes em
1622 e 1286 cm (Figura 1B).

A banda em 2923 cm™' das vibragGes de estiramento C—H, apresentou um
deslocamento com variacdo da intensidade quando comparado HP-BCD livre com o
Cl e a MF. Igual comportamento foi observado na vibracdo antissimétrica dos grupos
metil em 2967 cm™' (Figura 1A). A banda em torno de 1590 cm~" apresenta um padréo
diferente no Cl quando comparada a MF, indicando uma mudancga em relagéo ao CAR
livre e sugerindo a formacédo do CIl. Estes resultados corroboram os relatados por
Yildiz et al. (2018) e Rodriguez-Lopez et al. (2019) usando HP-BCD e Celebioglu;
Yildiz; Uyar, (2018) e Torres et al., (2018) com BCD.

Por meio da andlise dos graficos de termogravimetria (TG), observa-se reducéo
de massa (maior que 95%, Tabela 1) para o carvacrol, atribuida a evaporacao,
comecando em torno de 50 °C e terminando em torno de 150 °C (Figura 2-1). Ja a
curva para HP-BCD (Figura 2-1) é caracterizada por duas perdas de peso separadas:
a primeira aparece abaixo de 100 °C devido a perda de agua, e a segunda, ocorre em
temperaturas superiores a 300 °C, podendo ser atribuidas & decomposicdo de
macrociclos (MURA, 2015). Perfil semelhante ao obtido para a curva da HP-BCD é
observado para o Cl CAR:HP-BCD (Figura 2-1) sugerindo aumento na estabilidade do
CAR em funcao da possivel formacgéo do CI.
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Pela analise do grafico de DTG para o Cl CAR:HP-BCD (Figura 2-11) observam-
se trés estagios de perda de peso correspondentes a: evaporacéo da agua (abaixo de
100 °C), evaporacao do CAR (entre 260-280 °C) e degradacao do HP-BCD (acima
300 °C). Alem disso ndo foi observada evidéncia da presenca de CAR livre nos
graficos de DTG para o Cl. A estabilidade térmica do CAR pode ter sido aumentada
em funcdo da interacdo deste com a HP-BCD, sugerindo a formacao do CI (DIAS;
NIKOLAOU; DE GIOVANI, 2008; LU et al., 2014).

Na curva de DTA para a HP-BCD observa-se um amplo efeito endotérmico
(méaximo 50 °C) correspondente ao processo de desidratacdo e, em torno de 360 °C,
um processo de degradacao (Figura 2-111). Para a curva do CI CAR:HP-BCD quase
ndo se observa a presenca de picos endotérmicos e pode ser observada uma
diferenca de temperatura exotérmica, em aproximadamente 70 °C, sugerindo um
processo de exclusdo de agua quando € formado o complexo (Figura 2-llI).
Resultados semelhantes foram relatados para o processo de inclusdo de outras
substancias em HP-BCD, como Marreto et al., (2008) ao avaliarem um CI contendo
Oleo essencial de Lippia gracilis. Esses resultados também corroboram os resultados
encontrados por Santana et al. (2021) e Celebioglu; Yildiz; Uyar, (2018) para Cls
preparados a partir de borneol, carvacrol ou timol complexados em outras
ciclodextrinas.

A partir dos espectros do CAR livre e complexado foi realizada a comparacéo
para avaliar os desvios quimicos (3) obtidos por RMN de 'H (Apéndice, Figuras S2 e
S3). Os resultados obtidos revelaram uma variacao significativa de deslocamentos
guimicos para os hidrogénios aromaticos, sugerindo a inclusdo do CAR na cavidade
da HP-BCD (Tabela 2). Na andlise do espectro de ROESY 2D do ClI CAR:HP-BCD
(Figura 3) observou-se uma fraca interagéo entre os protons aroméaticos do CAR e da
cavidade HP-BCD, mostrando que a molécula de carvacrol é capaz de ser incorporada
na cavidade HP-BCD.

O CAR apresentou baixos valores de LCso e LCoo (Tabela 3). Novato et al.
(2018), ao avaliar o efeito acaricida de monoterpenos e seus derivados acetilados,
incluindo carvacrol, sobre larvas de R. microplus, encontrou valores de LCso e LCg0 de
0,83 e 2,02 mg/mL, utilizando 100% de etanol como solvente. Os dados obtidos no
presente estudo diferem dos relatados por tais autores, pois apresentaram valores
maiores de LCso (2,06 mg/mL) e LCq0 (4,89mg/mL). Provavelmente esta diferenca se

deve a utilizagao de solventes diferentes nos dois estudos. O etanol utilizado como
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solvente por Novato et al. (2018), pode agir na superficie corporal dos carrapatos
podendo levar a desidratacdo e morte, 0 que demonstra a importancia em se
determinar a toxicidade dos solventes a serem utilizados em bioensaios
(GONCALVES et al., 2007).

Os resultados do efeito do carvacrol livre e complexado em HP-BCD ao longo do
tempo apontam que as solucbes expostas na primeira hora (0) contendo carvacrol
livre, apresentaram valores maiores de mortalidade larval comparado ao carvacrol e
HP-BCD preparados por mistura fisica (97,49 e 90,10% de mortalidade larval
respectivamente), mas menor que o valor de mortalidade apresentada pelo CI
CAR:HP-BCD, preparado por malaxagem (100%). Isso demonstra que, assim como
relatado por Lima et al. (2016), os processos de preparo dos Cl podem interferir em
sua eficiéncia.

O método de preparo por mistura fisica € simples e nao inclui solventes. Ja o
preparo por malaxagem, por ser mais demorado e de se utilizar etanol como solvente,
proporcionaria uma interacdo entre as substancias por maior tempo. Além disso,
métodos que utilizam friccdo, como a malaxagem, sdo capazes de causar mudancas
estruturais e, até mesmo reacOes, através do aumento da interacdo molecular e
formacdo de complexos (BRAGAGNI; MAESTRELLI; MURA, 2010) levando a
inclusdo de carvacrol na cavidade de HP-BCD, como demonstrado através da
caracterizacdo quimica.

A partir de 6h de exposicao das solugcdes ao ambiente, a mortalidade larval para
carvacrol livre apresentou queda até chegar a 68,25% apds 30h. Tais resultados
sugerem que ao longo do tempo, provavelmente devido a sua volatilidade, quando a
solucdo contendo carvacrol livre é exposta ao ambiente, sua atividade carrapaticida
reduzida drasticamente, assim como observado no estudo realizado por Lima et al.
(2017) que observaram menos de 20% de mortalidade apds 30h. No mesmo estudo,
0S autores notaram que no grupo exposto a solucao contendo carvacrol complexado,
a taxa de mortalidade se manteve, mesmo apo0s horas de exposicdo ambiental,
sugerindo que a estabilidade do monoterpeno foi influenciada pela complexacdo do
mesmo. Resultados semelhantes para ClI CAR:HP-BCD foram observados no
presente estudo, com mortalidade larval elevada mesmo apos 30h de exposi¢do. A
partir de 12 horas (Tabela 4), o grupo teste CI CAR:HP-BCD demonstrou valores de

mortalidade larval significativamente superior aos demais tratamentos.
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O objetivo de se utilizar CI contendo ingredientes ativos é de proporcionar
liberacdo lenta, de aumentar a estabilidade e otimizar a atividade terapéutica de
bioativos (ARANTES et al., 2009; NASEER; AHMED; HAMEED, 2017; QIU et al.,
2016), o que foi observado para o Cl entre CAR:HP-BCD preparado e analisado neste
estudo. Esses efeitos corroboram descobertas anteriores de que os CDs podem
formar Cl com terpenos contornando suas limitagdes, como volatilidade e instabilidade
(LIMA et al., 2016; QUINTANS-JUNIOR et al., 2016;).

Outras substancias, como a parede celular de Saccharomyces cerevisiae,
também podem ser utilizadas na formacédo de Cl com bioativos (LIMA et al., 2017),
entretanto, na industria farmacéutica, as CDs s@o mais visadas para a complexacéo
de farmacos, devido ao seu baixo preco e altas taxas de producao (TSAl et al., 2010).
Além disso, estudos relatam que CDs tem demonstrado baixa toxicidade e baixa
imunogenicidade, tornando sua aplicacéo atrativa e criando uma ampla possibilidade
de complexacdo com diferentes farmacos (LIMA et al., 2016; ZHANG; MA, 2013).

E importante ressaltar que dentre as etapas do desenvolvimento de formulacées
carrapaticidas de origem natural, existem atualmente muito desafios, como a
padronizacdo quimica, a aprovacao regulatéria e a disponibilidade de recursos para
producdo em grande escala (QUADROS et al., 2020). Assim, os resultados do
presente estudo representam avancos na area, mas ainda estudos devem ser

realizados a fim de se desenvolver um produto que atenda a demanda do mercado.

5 .CONCLUSOES

Por meio da caracterizacdo quimica (Espectroscopia no Infravermelho,
Andlises Termogravimétricas e Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear
RMN), foi possivel confirmar a formacéo do Cl CAR:HP-BCD. De acordo com os dados
obtidos no ensaio bioldgico in vitro (LPT), é possivel inferir que o Cl CAR:HP-BCD
mostrou-se util devido a protecdo do composto ativo, garantindo a atividade,
diminuindo a volatilidade e, consequentemente, aumentando o tempo de acdo do
carvacrol, com potencial para o desenvolvimento de formulagdo com acéo

carrapaticida.
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APENDICE: Comparacéo entre os desvios quimicos (d)
obtidos por RMN de 'H com base nos espectros de Cl e

MF, para carvacrol
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