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RESUMO

Protozoonoses transmitidas por carrapatos apresentam grande distribuicdo no territério nacional e causam
impactos econdmicos consideraveis na bovinocultura, e 0 uso indiscriminado de acaricidas pode gerar
resisténcia destes produtos. O Bio-6leo (BO) de Babacgu (Attalea ssp.) pode apresentar aplicabilidade como
repelente de area e de contato devido as caracteristicas como odor, sabor e viscosidade. A falta de estudos
sobre essa aplicabilidade dos bio-6leos implica na auséncia de técnicas pensadas para este produto, uma
vez que € mais comum a sua aplicagao como biocombustivel. O objetivo deste estudo foi padronizar um teste
de citotoxicidade do bio-6leo de babacu, avaliando-se a eficicia de compostos solventes para solubilizagao
do BO e sua citotoxicidade em vegetais, para futuras aplicagdes como repelente para bovinos. Nesse sentido,
foram testados dois bioindicadores, baseado no crescimento radicular de cebola (Allium cepa) e na
germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.) quando expostos aos solventes: etanol, Tween 80,
dimetilsulféxido (DMSO) e glicerol com e sem bio-6leo a 1,57%. Os resultados mostram que o0 uso de etanol
a 97%, Tween 80 a 8% e DMSO a 50% sao eficazes na diluicdo do BO para uso em sistemas teste, enquanto
o glicerol ndo foi um diluente eficaz. O teste com sementes de L. sativa mostrou-se ineficaz para a
determinacéo de citotoxicidade do BO em qualquer uma das solu¢fes testadas, porém o teste em Allium cepa
apresentou bons resultados com solucao de Tween 80.

PALAVRAS-CHAVE: Bovinocultura; Sistema Allium cepa; Solubilizag&o.
1 INTRODUCAO

No Brasil e no mundo, pecuaristas sofrem com perdas econdmicas causadas por
parasitos que interferem na saude e bem-estar do rebanho, prejudicando a produtividade
do setor. Um parasito que recebe atencdo especial é o carrapato bovino Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, por causar impacto econémico capaz de gerar perdas anuais de
cerca de US$ 3,24 bilhdes de dolares (GRISI et al., 2014).

Uma das formas que os pecuaristas encontraram de controlar este problema foi a
aplicacdo, frequentemente indiscriminada, de acaricidas. Esse uso indiscriminado,
entretanto, tem como uma de suas consequéncias o desenvolvimento de resisténcia pelo
ectoparasita as substancias mais frequentemente utilizadas (SILVA et al., 2000), tais como
os piretréides (GOMES et al., 2011), organofosforados (CAMPOS JUNIOR & OLIVEIRA,
2005), associacao piretroide-fosforado (FARIAS et al., 2008) e amitraz (NETO & TOLEDO-
PINTO, 2006).

A aplicacao de repelentes que interrompem o ciclo reprodutivo do parasito, reduzindo
o dano econbmico causado, é uma alternativa que pode ajudar nesses casos. O seu uso
em campo, entretanto, € inviabilizado pela limitacdo imposta pelo baixo tempo de repeléncia
da maioria dos produtos disponiveis hoje ho mercado, em que os mais eficazes s0 possuem
acao satisfatoria por cerca de 4,8 horas (SOARES et al., 2010).

Os repelentes agem provocando aversao a partir dos sentidos, e séo classificados
conforme a acéo: (I) repelentes de area, causando averséo através do odor, (ll) de contato,
através do sabor e (lll) sistémicos, que sdo absorvidos e distribuidos pelos tecidos
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(NICODEMO, 2006). Repelentes de area sdo comumente produzidos através de Oleos
essenciais (OEs), misturas volateis de compostos organicos de plantas (LEE & LEE, 2018),
gue geralmente atuam na fase de vapor, permanecendo ativo por pouco tempo (ISLAM et
al., 2017; GNANKINE & BASSOLE, 2017).

Outro produto que pode ter viabilidade para aplicacdo como repelente de area e de
contato é o bio-6leo (BO), produzido a partir do processo de pirdlise. E um 6leo mais viscoso
e menos volatil do que os OEs, imiscivel em agua, de forte odor, baixo pH e alta carga
organica (BRIDGWATER, 2003; HUBER & CORMA, 2007; FAGERNAS et al., 2012).

O tipo de biomassa utilizada, assim como as condi¢cdes adotadas na pirolise (taxas
de aquecimento e de temperatura de rea¢do) e o tipo de pirdlise (lenta, rapida, por plasma,
entre outras), podem alterar as propriedades quimicas do BO, (BRIDGWATER, 2003;
MOHAN et al., 2006; PARK et al., 2016), podendo resultar em diferentes capacidades de
repeléncia, assim como associar potencial risco toxicologico a saude humana, animal ou
ambiental (MUKHTAR et al., 1982; SCHOKET et al., 1982; SCHMID & KORTING, 1996).

Sendo utilizados os residuos de Baba¢u como matéria organica e o processo sendo
realizado por pirdlise lenta por plasma a 180°C, o BO resultante apresenta em sua
composicdo quimica compostos como o fenol, creosol e benzol (ANDERSON, 1983). Em
maiores quantidades ou alto tempo de exposi¢céo, esses compostos podem causar irritagao,
gueimaduras, tonturas, dores de cabeca e inconsciéncia (ROYAL SOCIETY OF
CHEMISTRY, c2021).

Estudos realizados pela Embrapa em parceria com a Universidade Estadual de
Maringa (UEM), apontam a viabilidade do uso do BO de residuos de Babacu (Attalea ssp.)
como repelente para carrapatos Rhipicephalus B. microplus em concentracdes a partir de
1,57% (MORALES et al., ndo publicado). Entretanto, devido as caracteristicas quimicas dos
BOs, existe a necessidade de realizar testes de risco biologico de citotoxicidade.

Testes de citotoxicidade s&o frequentemente utilizados para avaliar o risco de
substancias que serdo colocadas em contato com o ser humano, animais e meio-ambiente.
Para isto, realizam-se andlises que estudam a interferéncia de compostos quimicos na
saude humana, animal e ambiental a partir da observacédo da viabilidade celular, taxa de
multiplicacéo e uso de corantes especificos (ROGERO et al., 2000a; 2000b).

O bioindicador vegetal consiste em um sistema eficiente, de baixo custo e que pode
indicar possiveis efeitos em animais e em células humanas. Um deles € o teste de Allium
cepa, rapido e de facil manuseio (ROA et al., 2012) pode ser utilizado para monitoramento
ambiental e investigacdo de compostos que podem causar danos a saude humana, animal
e ambiental (FISKESJO, 1985). Da mesma forma, as sementes de alface (Lactuca sativa
L.) podem ser utilizadas em bioensaios, uma vez que, apos a reidratacao, iniciam processo
de germinacdo de forma a tornarem-se sensiveis ao estresse ambiental (SOUZA et al.,
2005).

O bio-6leo, por ser imiscivel em agua, tem sido diluido em etanol para ser testado
como repelente. Porém, para uso em sistemas teste vegetal a agua é o elemento
necessario a germinacdo e o etanol pode ainda influenciar nos resultados. Portanto, é
importante que a substancia investigada seja diluida em material atéxico, que ndo cause
viés na interpretacéo dos resultados.

Atualmente, ndo sao encontrados estudos precedentes sobre o uso de BO como
repelente, uma vez que o composto tem sido estudado apenas para aplicagdo como
combustivel, assim como também ndo ha na literatura um protocolo para o teste de
citotoxicidade desta substancia. Desta forma, o objetivo deste estudo foi padronizar uma
metodologia de andlise do potencial citotoxico do Bio-0leo de Babacu (Attalea ssp), em
bioindicador vegetal.

2 MATERIAL E METODOS
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Os sistemas teste selecionados para avaliagdo da citotoxicidade em bio-6leo foram
raizes de Allium cepa e sementes de L. sativa. Como solventes foram testados o etanol,
Tween 80, dimetilsulfoxido (DMSO) e glicerol, a fim de padronizar um solvente mais
eficiente para ser utilizado em teste de citotoxicidade, com a finalidade de avaliar a
seguranca e a melhor concentragdo para uso como repelente de carrapatos em bovinos
em testes posteriores.

2.1 TESTES DE SOLUBILIZACAO E CONCENTRACAO

Para testar a melhor forma de solubilizacdo do BO e definir o melhor solvente, foi
testada a solubilizagédo de BO para a concentracédo de 1,57%, uma vez que foi a menor
concentracdo testada que apresentou efeito repelente contra o carrapato em teste de
escalada (MORALES et al., ndo publicado). As solucdes de BO a 1,57% foram solubilizadas
com: Glicerol, DMSO, Tween 80 e etanol.

Para o glicerol e o DMSO, os testes iniciaram-se em solugédo com 10% de solvente
e essa concentracao foi aumentando na ordem de 10%, até atingir a dissolucdo do BO a
1,57% no meio. Foi considerada como dissolucéo total a solu¢ao que, apds 15 minutos em
repouso, ndo formou separacédo de fase ou aglutinados.

O Tween 80 foi testado na concentracdo de 8% como recomendada por Grippa et
al. (2010), sendo esta a maior concentracdo testada e considerada ausente de
citotoxicidade e genotoxicidade. Da mesma forma, foi preparada a solu¢do de BO a 1,57%
em Tween 80 para o teste.

O etanol foi testado a 97%, com base em Morales et al. (ndo publicado), sendo
testado também para a solubilizacdo de BO a 1,57%.

Dessa forma, para comparacdo no teste de citotoxicidade, foram preparadas as
solucdes de BO solubilizado com cada reagente, e uma solucéo de cada reagente sem BO,
na concentracéo determinada pelo teste de diluic&o.

2.2 TESTES DE CITOTOXICIDADE EM Allium cepa

A padronizacdo dos testes de citotoxicidade em Allium cepa baseou-se na
metodologia descrita por Fiskesjo (1985), com algumas modificacdes. O teste foi realizado
com sete cebolas mini gold adquiridas em estabelecimentos comerciais, sendo que uma foi
utilizada para controle com agua destilada e uma para cada solucao preparada na etapa
anterior.

Previamente aos tratamentos, cada cebola teve seu catéfilo externo removido e o
bulbo levemente raspado para estimular o crescimento das raizes. As cebolas foram entédo
incubadas por 72 h em temperatura ambiente (20 + 4°C) com os bulbos em contato com
agua destilada para observacdo do crescimento radicular inicial. Apés, foi realizada a
uniformizacdo das raizes com lamina, mantendo todas com 5 mm de comprimento, para
entdo serem incubadas novamente nas solugbes testes por 72 horas em temperatura
ambiente.

Ao final do periodo de incubacéo, as cebolas foram retiradas das solu¢des e foi feita
a andlise qualitativa do estado geral das raizes e registro fotografico para comparacao dos
resultados.

2.3 TESTES DE CITOTOXICIDADE EM SEMENTES DE ALFACE (Lactuca sativa L.)

Para o bioindicador Latuca sativa L., foram utilizadas sementes de alface
peletizadas, pela facilidade de apresentar nutrientes que podem melhorar a sanidade das
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plantas (SILVA et al., 2002). Os testes foram adaptados a partir da metodologia de Aragao
et al. (2015), com alteracdes. Para isto, sete placas de Petri 90x15mm foram forradas com
disco de papel filtro embebidos com 5 mL da solucéo para teste, sendo uma das placas
contendo &gua destilada (controle) e as demais, cada uma contendo as solucdes testes
como descrito anteriormente.

As placas receberam 30 sementes cada e foram embaladas em papel opaco, para
proteger contra a luz, e incubadas por 96 h em temperatura ambiente (20 £ 4°C). Apés o
periodo de incubacao, as sementes foram contadas e fotografadas para comparacao de
resultados.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 SOLUBILIZACAO E CONCENTRACAO

A solucdo com etanol a 97% solubilizou o BO completamente, corroborando os
dados de Morales et al. (ndo publicado). A solucdo apresentou aspecto limpido, sem
turbidez, sem precipitado e sobrenadante, qguando em repouso por 15 minutos.

A solubilizacdo do bio-6leo em Tween 80 a 8% foi completa, embora formasse uma
espuma quando agitada, a solucdo ndo apresentou formacdo de sobrenadante nem
aglutinado, apresenta aspecto turbido ao agitar.

O DMSO apresentou solubilizacdo incompleta do BO a 50%. A solu¢cdo, mesmo apos
agitacao, ficou tarbida e com restos na parede do tubo. Entretanto, sem formacédo de
aglutinado e sobrenadante. Apesar da solubilizac&o estar incompleta, a solucao apresentou
aspecto homogéneo e a concentracdo de DMSO ja estava muito acima daquela praticada
para esse tipo de teste (SIMON et al., 2013; MELO et al., 2017; BISETTO, 2020). Sendo
assim, a concentracdo de 50% foi a escolhida para as proximas etapas.

O glicerol ndo solubilizou o bio-6leo em nenhuma das concentracfes testadas (10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90%).

Dessa forma, foram selecionadas para as proximas etapas, as solu¢cdes de Tween
80 a 8%; BO 1,57% preparado com Tween 80 a 8%; DMSO a 50%; BO 1,57% preparado
com DMSO 50%; etanol 97%; e BO 1,57% preparado com etanol 97%.

3.2 CRESCIMENTO RADICULAR EM Allium cepa

O crescimento e estado geral das raizes apds as 72 horas em tratamento com as 6
solucdes e o controle (contendo agua) podem ser observados na Figura 1.

A cebola tratada com solucao de Tween 80 a 8% apresentou raizes com morfologia
e crescimento compativeis com o do controle negativo em agua. Nao observou-se danos
causados ao bulbo ou regido mais préoxima. Nao apresentou alteracdo na cor, formato,
espessura ou rigidez das raizes. Esses resultados indicam que, assim como apontado por
Grippa et al. (2010), o Tween 80 a 8% é um bom solvente para ser usado no teste de
citotoxicidade com BO, por ndo ser citotoxico as raizes da cebola nesta concentracao.

A cebola tratada com BO 1,57% diluido em Tween 80 apresentou crescimento
reduzido em comparagdo com o controle negativo em agua. Assim como as outras duas
cebolas tratadas com BO, apresentou escurecimento das raizes e do bulbo devido a cor
natural do BO. Também foi possivel observar alteracdo na morfologia das raizes, quando
comparada ao controle, as raizes ficaram tortuosas e com deformacdo da coifa. Esse
resultado pode indicar que existe alguma interferéncia do BO no crescimento radicular em
Allium cepa, quando comparado ao crescimento relativamente normal das raizes em
solucéo de Tween 80 e no controle.
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A cebola tratada com DMSO a 50% apresentou pouco crescimento radicular e raizes
guebradicas, que se soltam facilmente do bulbo no manuseio. Nao houve alteracdo na
espessura e coloracao destas. O pouco crescimento e a fragilidade das raizes na presenca
de DMSO, indica que este solvente ndo deve ser utilizado para teste citotoxico na
concentracao testada, e concentracdes menores nao foram capazes de solubilizar o BO.

E lpd \ F
Figura 1: Crescimento das raizes em teste Allium cepa
Legenda: Cebolas tratadas com as respectivas solu¢des apos 72h. A. Tween 80 a 8%; B. BO 1,57% em

Tween 80 8%; C. DMSO 50%; D. BO 1,57% em DMSO 50%; E. Etanol 97%; F. BO 1,57% em Etanol 97%;
G. Controle (agua).

A cebola tratada com BO 1,57% diluido em DMSO, como esperado, apresentou
crescimento radicular reduzido, fragilidade das raizes, reducao na espessura das raizes e
deformidade da coifa. Dessa forma, 0 DMSO 50% n&o é uma opg¢éao para conducéo do teste
de citotoxicidade em Allium cepa.

Como esperado, a cebola tratada com etanol 97% né&o apresentou bom crescimento
radicular. As raizes, de tamanho reduzido, também apresentaram fragilidade, coloracao
guase transparente e baixa espessura. Além disso, o bulbo e a regido préxima a ele
apresentaram achatamento, e a regido se encontrava tenra.

Da mesma forma, a cebola tratada com BO 1,57% diluido em etanol apresentou
raizes pequenas, frageis e afinadas, e coloracdo escurecida das raizes e bulbo devido ao
contato com o BO. Desta forma, o etanol ndo deve ser usado para diluir o BO no teste de
citotoxicidade em Allium cepa.

Os resultados obtidos servem de base para a padronizacdo de protocolos de
citotoxicidade com BO de residuos de babacu, porém podem ser utilizados em testes com
outros 6leos de composi¢cdo semelhante.

3.3 GERMINACAO DE SEMENTES DE ALFACE (Lactuca sativa L.)

As caracteristicas das sementes apdés 96h de incubacdo, conforme pode ser
observado na Figura 2, demonstram que apenas no grupo controle houve germinacao (Fig.
2G). Dentre as 30 sementes inseridas na placa que receberam solucdo com agua, 23
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germinaram, atestando que as condicdes estavam propicias para a germina¢ao. Contudo,
nas outras seis placas contendo todos os tratamentos (Fig. 2A-F), ndo ocorreu germinacao.

Figura 1. Germinacgdo das sementes de L. sativa
Legenda: Sementes tratadas com as respectivas solugfes apés 96h. A. Tween 80 a 8%; B. BO 1,57% em
Tween 80 8%; C. DMSO 50%; D. BO 1,57% em DMSO 50%; E. Etanol 97%; F. BO 1,57% em Etanol 97%;
G. Controle (4gua).

Esses resultados sugerem que as sementes de L. sativa se mostraram mais
sensiveis quando expostas, tanto ao BO quanto aos compostos utilizados para sua
solubilizacdo. Nao ha indicacao, portanto, de seu uso para o teste de citotoxicidade para o
bio-6leo de babacu, com nenhum dos solventes testados, uma vez que ndo houve
germinacao das sementes em nenhuma das outras placas além daquela tratada com agua.

A alta concentracdo de DMSO (50%) necessaria para a diluicdo do BO pode ter sido
decisiva para seus resultados tanto na germinagdo de sementes de alface quanto no
crescimento radicular de cebolas. Outros testes realizados indicam que este composto é
amplamente utilizado como solvente para analise de citotoxicidade em concentracdes de
0,1 a 2%, porém concentracdes acima de 25% ja justificam seu uso como controle positivo
por seu conhecido efeito citotdxico (SIMON et al., 2013; MELO et al., 2017; BISETTO, 2020)

Da mesma forma, embora Grisi et al. (2010) tenham testado Tween 80 em
concentragéo de até 8% para teste em Allium cepa e ndo observaram efeito citotoxico, para
trabalhos com sementes de L. sativa a concentracao utilizada de Tween 80 comumente fica
entre 1 a 5%, como observado em Santos et al. (2017) e Carvalhal et al. (2019), sendo que
o primeiro trabalho realizou o teste com 6leos essenciais. Esses dados podem indicar que
uma reducédo na concentracao do solvente viabilizaria o protocolo com sementes de alface,
porém, poderia comprometer a diluicdo de maiores concentra¢des de BO.

4 CONCLUSAO

A padronizagdo do método para a andlise de citotoxicidade de bio-6leo de babacu
pode ser feita com o modelo Allium cepa, com BO diluido em Tween 80 a 8%. Entretanto,
o teste indicou que 0 BO a 1,57% é citotoxico, devendo ser feito teste para a padronizacao
com diluicbes menores, para indicar a concentracdo segura do BO para uso como repelente
de carrapatos em bovinos. Adicionalmente, a citotoxicidade observada para L. sativa por
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todos 0s compostos revelam a necessidade de ajustes nas concentracdes dos compostos
solubilizantes e do bio-6leo para realizagédo de testes neste modelo.
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