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RESUMO

Os Oleos essenciais derivados de plantas aromaticas sdo compostos por
misturas complexas de componentes quimicos e SA0 menos propensos a deixar
residuos nos produtos armazenados, representando risco minimo para o
ambiente e saude. Por essa razdo esses compostos estdo ganhando amplo
interesse dos pesquisadores para 0 controle de pragas em produtos
armazenados. Dentre essas pragas encontra-se o Tribolium castaneum Herbst.
(Coleoptera: Tenebrionidae) que € reconhecido por ter um dos maiores
potenciais de crescimento populacional em meio a esses insetos. Através de
estudo de revisdo patentaria sobre produtos inseticidas para controle dessa
espécie identificou-se a necessidade de desenvolver novas tecnologias oriundas
de produtos naturais. Assim, este estudo tem como objetivo geral avaliar o
potencial inseticida e repelente dos 6leos essenciais de folhas e ramos de Croton
tricolor Klotzsch ex Baill contra T. castaneum. Os 0Oleos essenciais de C. tricolor
foram obtidos por meio de hidrodestilacdo em equipamento Clevenger e a
caracterizacao quimica foi realizada por meio de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas. A avaliacdo do potencial de repeléncia foi
desenvolvida com base no método de preferéncia de area e foi realizado
bioensaio de toxicidade de contato em adultos e larvas com concentracdes de 1,
5 e 10% dos oleos essenciais. Foram avaliados os efeitos dos 6leos essenciais
sobre os indices nutricionais, metabolismo e reproducéo de T. castaneum apds
exposicdo a DLso. Os Oleos essenciais de C. tricolor apresentaram rendimento
de 0,20% para ramos e 0,66% para folhas e os principais compostos incluiram
Cariofileno (11,64%), Espatulenol (11,60%) e y-Elemeno (11,47%) em folhas e
Guaiol (9,02%), B-Elemeno (7,63%) e Dihidroagarofurano (7,20%) em ramos.
Identificou-se potencial de repeléncia contra T. castaneum em todos 0s tempos
de exposi¢cdo, com classe variando entre IV a V, sendo o 6leo essencial de folhas
responsavel por maior percentual de repeléncia. Os ensaios de toxicidade de
contato resultaram em DLso ap0s 24 horas de exposi¢do de 0,151 mg/larva e
0,092 mg/adulto para folhas e 0,262 mg/larva e 0,219 mg/adulto para ramos. A
exposicdo aos Oleos essenciais de C. tricolor em adultos provocou aumento no
consumo relativo do alimento, porém sem aumento de biomassa, sendo
acompanhada por reducdo significativa nos niveis de colesterol, em especial
naqueles que morreram apds exposicdo. As larvas apresentam resposta
metabdlica diferente, caracterizada por elevacdo dos niveis de colesterol,
triglicerideos e glicose nos individuos que morreram apoés exposi¢ao. Nao foram
identificados efeitos sobre a reproducao provocados pela exposi¢cao de contato.
Os resultados deste estudo apontam que os O6leos essenciais de C. tricolor
mostram-se como alternativas promissoras para o controle do inseto-praga T.
castaneum em produtos armazenados e a toxicidade em adultos parece estar
relacionados com a inibicdo de captacdo de colesterol, porém nas larvas os
efeitos deletérios resultaram em maior demanda metabdlica, provavelmente
provocando o acesso as fontes energéticas armazenadas no corpo gorduroso,
indicando que diferentes mecanismos de acdo podem estar envolvido no
potencial inseticida de C. tricolor.

Palavras-chave: Prospeccao tecnoldgica; Biotecnologia; Bionseticida; Tribolium

castaneum.



ABSTRACT

Essential oils derived from aromatic plants are composed by complex mixtures
of chemical components and are less likely to leave residues in stored products,
representing minimal risk to the environment and health. Therefore, these
compounds are gaining wide interest from researchers for pest control in stored
products. Tribolium castaneum Herbst. (Coleoptera: Tenebrionidae) is one of the
stored products pests recognized for having one of the greatest population growth
potentials among these insects. Through a patent review study on insecticide
products to control this species, the need to develop new technologies from
natural products was identified. Thus, this study aims to evaluate the insecticidal
and repellent potential of essential oils from leaves and branches of Croton
tricolor Klotzsch ex Baill against Tribolium castaneum. The essential oils of leaves
and branches of C. tricolor were obtained by hydrodistillation in Clevenger
equipment and the chemical characterization was carried out by gas
chromatography coupled with mass spectrometry. The evaluation of the
repellency potential was developed based on the area preference method and a
contact toxicity bioassay was carried out with concentrations of 1, 5 and 10% of
essential oils. The effects of essential oil on nutritional indexes, on the
metabolism and reproduction of T. castaneum after exposure to LDso were
evaluated. The C. tricolor essential oils showed a yield of 0.20% for branches and
0.66% for leaves and major compounds included caryophyllene (11,64%),
sphatulenol (11,60%) e y-elemene (11,47%) in leaves and guaiol (9,02%), B-
elemene (7,63%) e dihydroagarofuran (7,20%) in branches. Repellency potential
was identified against T. castaneum at all times of exposure, with a class ranging
from IV to V, being the essential oil of C. tricolor leaves responsible for higher
repellency potential. The contact toxicity tests resulted in an LDso of 0,262
mg/larvae and 0,219 mg/adult for the essential oil of branches and 0,151
mg/larvae and 0.092 mg/adult for essential oil of leaves. Exposure to C. tricolor
essential oils in adults caused an increase in the relative consumption of food,
but without an increase in biomass, being accompanied by a significant reduction
in cholesterol levels, especially in those who died after exposure. Larvae have a
different metabolic response, characterized by increased levels of cholesterol,
triglycerides and glucose in individuals who died after exposure. No reproductive
effects from contact exposure have been identified. The results of this study point
out that C. tricolor essential oils are promising alternatives for the control of the
insect pest T. castaneum in stored products and toxicity in adults seems to be
related to the inhibition of cholesterol uptake, but in larvae the deleterious effects
resulted in greater metabolic demand, probably causing access to energy
sources stored in the fat body, indicating that more than one mechanism of action
may be involved on the insecticidal potential of C. tricolor.

Keywords: Technological prospecting; Biotechnology; Bionsecticide; Tribolium
castaneum.
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1 INTRODUCAO

As plantas possuem a capacidade de se adaptar as mudancas
decorrentes de fatores ambientais, a fim de que esses fatores ndo afetem seus
processos fisioldgicos celulares e de desenvolvimento. Tais adaptacdes estédo
intimamente relacionadas com a producdo de um repertério de metabdlitos
secundarios, que fornecem as plantas a capacidade adaptativa para lidar com
situacOes estressantes impostas por ambientes desafiadores (ISAH, 2019).

A literatura aponta que a producdo desses metabdlitos secundérios é o
resultado de 77 milhdes de anos de interacéo entre plantas e patdégenos, estando
relacionados com a capacidade das plantas de protegerem-se contra herbivoros,
bactérias, fungos e virus, assim como com sinais de comunicacédo entre plantas
e micro-organismos simbidticos e com a atracdo de polinizadores e dispersores
de sementes (YANG et al., 2018; ZAYNAB et al., 2018).

Com o conhecimento acerca desses processos adaptativos presentes nas
plantas, a humanidade passou a explorar esses ajustes fisiolégicos como fonte
de compostos bioativos Uteis para fabricacdo de medicamentos ou ainda outros
componentes biotecnoldgicos para auxiliar na solucéao de problemas enfrentados
pela humanidade (ISAH, 2019). Como, mais recentemente, o combate aos
insetos-praga que provocam perdas consideraveis nas producdes agricolas.

Ao longo da evolugdo humana houve a necessidade de produzir
excedentes de produtos agricolas para consumo e comercializacdo e,
consequentemente, a necessidade de armazenamento desses em locais
seguros por um periodo mais longo, a exemplo de celeiros e outras instalacées.
Nesse processo, muitos insetos continuaram se alimentando de seus
hospedeiros naturais preferidos, porém mudaram sua localizacdo para essas
estruturas criadas pelos seres humanos (MORRISON et al., 2019b).

Estima-se que os insetos sdo o problema mais comum da industria de
produtos armazenados, sendo responsaveis por uma perda de 5 a 10% em
paises desenvolvidos e de 35 a 75% em paises em desenvolvimento
(MORRISON et al., 2019a). Dessa feita, o controle de pragas de produtos
armazenados € economicamente tdo importante quanto o aumento da
produtividade da lavoura, uma vez que esses danos ndo sdo compensados
financeiramente (YUN et al., 2018).
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Dentre as pragas de produtos armazenados encontra-se o Tribolium
castaneum Herbst. (Coleoptera: Tenebrionidae), reconhecido por ter um dos
maiores potenciais de crescimento populacional em meio a esses insetos. O
besouro da farinha vermelha, como € conhecido, causa danos ao se alimentar
do germe e do endosperma dos gréos e ao contaminar o grdo com partes do
corpo e fezes, estando associado ao crescimento do fungo Aspergillus flavus,
em decorréncia do aumento da umidade e da producao de poeira pela rapida
multiplicacédo desse inseto (KHAREL et al., 2019; MEHMOOD et al., 2018).

O fungo Aspergillus flavus produz aflatoxinas, em especial a Aflatoxina B1
(AFB1), que sao capazes de provocar efeitos adversos graves no organismo
humano, estando associada ao risco de desenvolver carcinoma hepatocelular,
com um risco maior para pessoas portadoras do Virus da Hepatite C (SCHRENK
et al., 2020). Sendo assim, o consumo de alimentos contaminados representa
um risco a saude do ser humano e de outros animais.

Em virtude dos impactos econdmicos e em saude relacionados a
infestacdo de grdos armazenados por T. castaneum, surge a necessidade de
desenvolvimento de metodologias de controle dessa praga, sendo os inseticidas
guimicos sintéticos o0s mais utilizados com essa finalidade, como
organofosforados e carbamatos. Porém, esses inseticidas geram impactos
ambientais, devido a aplicacao repetida de produtos toxicos persistentes e por
muitas espécies-chave estarem tornando-se resistentes a essas substancias
(MUSTAPHA et al., 2020; VIEGAS JUNIOR, 2003).

Dessa forma, o desenvolvimento e implementacdo de abordagens
seguras e nao téxicas para o controle de pragas € fator chave para a
sustentabilidade dos programas voltados para a preservagao dos produtos
armazenados e, neste contexto, os mecanismos defensivos das plantas surgem
como propostas promissoras de inseticidas naturais, como alternativa ao uso dos
inseticidas quimicos sintéticos (RIBEIRO et al., 2018). Entre esses, a atividade
inseticida dos 6leos essenciais tem sido descrita contra diversos insetos.

Os 6leos essenciais derivados de plantas aromaticas sdo compostos por
misturas complexas de componentes quimicos, como fendis, aldeidos,
hidrocarbonetos e outros, e, devido a sua natureza altamente volatil, sio menos

propensos a deixar residuos nos produtos armazenados, representando risco
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minimo para o ambiente e salude (GAIRE; SCHARF; GONDHALEKAR, 2019;
LIANG et al., 2017).

Dentre as plantas que biossintetizam esses compostos encontram-se as
do género Croton, que possuem potencial inseticida comprovado por meio de
pesquisas cientificas contra algumas ordens de insetos, a exemplo de Isoptera,
Coleoptera e Diptera (LIMA et al., 2013a; SANTOS et al., 2019; MAVUNDZA et
al., 2013; LIMA et al., 2013b). Croton tricolor Klotzsch ex Baill. (Sacatinga), €
uma espécie pertencente a familia Euphorbiaceae, que se mostra promissora
para o desenvolvimento de biotecnologias com essa finalidade por apresentar
um Oleo essencial reconhecidamente néo toxico para mamiferos (DE FRANCA-
NETO et al., 2012).

Atraveés de buscas nas bases de artigos cientificos e de patente ndo foram
identificados estudos e/ou invencgdes relacionadas ao uso da espécie C. tricolor
contra T. castaneum. Sendo assim, a partir desta perspectiva de inovacao
biotecnoldgica propde-se o desenvolvimento deste estudo a fim de avaliar o
potencial inseticida e repelente dos 6leos essenciais da planta C. tricolor contra
o0 inseto praga T. castaneum.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial inseticida e repelente dos 6leos essenciais de folhas e

ramos de C. tricolor contra T. castaneum.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar prospeccdo tecnologica de inseticidas para controle de T.
castaneum em produtos armazenados;

e Extrair os Oleos essenciais de folhas e ramos de C. tricolor;

e Identificar os constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais de
folhas e ramos de C. tricolor;

e Avaliar a atividade de repeléncia dos 6leos essenciais de folhas e ramos
de C. tricolor;

e Avaliar a toxicidade de contato dos 6leos essenciais de folhas e ramos de
C. tricolor;

e Calcular os parametros nutricionais de T. castaneum apds contato com
Oleos essenciais de folhas e ramos de C. tricolor;

e Analisar o perfil bioquimico de T. castaneum apds contato com Oleos
essenciais de folhas e ramos de C. tricolor;

e Analisar os efeitos do contato com os 6leos essenciais de folhas e ramos

de C. tricolor sobre a reproducéo de T. castaneum.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tribolium castaneum

Os insetos da ordem Coleoptera, representada pelos besouros, sao
facilmente distinguidos dos demais pela forte esclerose do exoesqueleto e dos
élitros (apresentam endurecimento da cuticula por meio de proteinas), que, em
repouso, cobrem as asas membranosas, as quais ficam sob eles dobradas e
escondidas. Estes insetos, vistos de cima (figura 1), apresentam o térax
representado pelo pronotum, atras do qual se vé o tergito mesotoracico, que
separa os élitros na parte basal (COSTA-LIMA, 1952; MARTINEZ; ROCHA-
LIMA, 2020).

Figura 1 - Visdo de cima de um representante da ordem Coleoptera.

Fonte: COSTA-LIMA, 1952.

Essa ordem tem entre 152 e 169 familias, a depender da referéncia
abordada, e, destas, 104 a 112 ocorrem no Brasil, agrupando cerca de 30.000
espécies. As familias mais numerosas sdo: Curculionidae (50.000),
Chrysomelidae (35.000), Staphylinidae (30.000), Carambycidae (26.000),
Carabidae (25.000), Scarabaeidae (20.500), Tenebrionidae (20.000) e
Buprestidae (13.000), as quais agrupam, aproximadamente, dois tercos de todas
as espécies de besouros existentes no mundo (GASPAR, 2018).

A familia Tenebrionidae conglomera espécies altamente varidveis em

forma e tamanho, sendo, essencialmente, detritivoras, ou seja, alimentam-se de
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matéria de origem vegetal ou animal em decomposicdo. Dentre essas, 100
espécies sao consideradas de importancia econémica em virtude da associacéo
com os produtos armazenados e diversas espécies sao reconhecidas como
importantes pragas secundarias (SANTOS, 2013; CHERNAKI; ALMEIDA, 2001).

T. castaneum, pertencente a familia Tenebrionidae, € considerado uma
praga secundaria por atacar grdos quebrados, farinhas e racfes, causando
prejuizos elevados por provocar a deterioracdo desses produtos. Os adultos
possuem coloracdo castanho-avermelhada, medindo 2,3 mm a 4,4 mm e as
larvas s@o branco-amareladas, cilindricas, medindo até 7 mm de comprimento.
As fémeas chegam a colocar 400 a 500 ovos diretamente na farinha ou outro
alimento no qual os adultos estejam vivendo (LORONI et al., 2015).

N&o se sabe ao certo quando essa espécie se adaptou ao universo de
produtos armazenados, mas sabe-se que ela existe desde antes da pratica do
homem de armazenar gréaos e evoluiu ao longo dos anos no habitat subcortical,
chegando em uma tora em decomposicdo depois que 0s invasores primarios
criaram uma quantidade consideravel de detritos (DAWSON, 1977).

Esta praga cosmopolita ocorre em todos os lugares do mundo, onde se
encontrem produtos armazenados, e possui estagios de desenvolvimento
relativamente curtos, compreendendo as fases de ovo, larva, pupa e adulto
(figura 2), mas a vida adulta esta entre as mais longas registradas para insetos
de produtos armazenados, podendo durar até trés meses (GOOD, 1936).

O tempo médio de duracdo dos estagios imaturos de T. castaneum,
descritos por Leslie e Park (1949), sédo de 3,82 (+ 0,005) dias para ovo, 22,81 (+
0,0670) dias para larva e 6,24 (+ 0,071) dias para pupa, enquanto os adultos
possuem em média 138,24 (+ 6,21) dias de expectativa de vida. Porém, novas
evidéncias apontam que o tempo médio de desenvolvimento das fases imaturas
pode variar de acordo com a temperatura do ambiente, desde 42 dias a 30 °C
até 193 dias a 20 °C, para desenvolvimento de ovo até a fase adulta (SKOURTI;
KAVALLIERATOS; PAPANIKOLAOU, 2019).
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Figura 2 - Fases de larva (A), pupa (B) e adulto (C e D) de T. castaneum

registrada a partir de esteroscopio.

Fonte: dados da pesquisa (2022).

Estudos desenvolvidos com o objetivo de compreender o ciclo de vida e
a histdria evolucionéria deste inseto praga apontam que a capacidade de se
desenvolver rapidamente, com mortalidade muito pequena, e de concentrar uma
grande parte da reproducdo em uma idade jovem, fornecem ao T. castaneum a
capacidade de expandir rapidamente em numero durante um episédio de
colonizacédo (MERTZ, 1971).

Associado a isto, tem-se que essa espécie de inseto possui um 0Orgao
altamente evoluido, semelhante a um rim, tornando-o capaz de sobreviver em
ambientes altamente secos, e que ao longo dos anos desenvolveu resisténcia a
33 diferentes principios ativos, com resisténcia detectada a todas as principais
classes de inseticidas utilizadas contra eles (TRIBOLIUM GENOME
SEQUENCING CONSORTIUM, 2008; JULIO et al., 2017).

Tais caracteristicas tornam essa espécie de dificil controle e garantem a
avaliacdo de compostos naturais, que podem ser utilizados contra este inseto
praga sem resultar em grande ameaca para a saude humana e deterioragdo da

gualidade do grédo. Assim, os compostos a base de plantas, sendo naturais e
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organicos, podem fornecer um ponto de partida para tais descobertas (AHMAD
et al., 2019).

3.2 Oleos essenciais biossintetizados por plantas

Os organismos precisam transformar e interconverter variados compostos
organicos para que vivam, crescam e se reproduzam. Apesar de algumas
pequenas variacdes, as vias para modificar e sintetizar carboidratos, proteinas,
gorduras e acidos nucleicos sdo essencialmente as mesmas em todos 0s
organismos e, por essa caracteristica, sdo coletivamente descritos como
metabolismo primario. Por outro lado, existem alguns compostos que possuem
uma distribuicdo muito mais limitada na natureza e que sao a expressao da
individualidade das espécies, chamados de metabdlitos secundarios (DEWICK,
2008).

Os metabdlitos secundarios sdo comumente encontrados entre plantas
selvagens, que, ao logo de sua evolucdo, desenvolveram mecanismos de
adaptacao para protegerem-se contra herbivoros e patdgenos, servirem como
atrativos para polinizadores e funcionarem como agentes de competicdo entre
plantas e de simbiose entre plantas e micro-organismos. Sendo eles divididos
em trés grupos quimicamente distintos: terpenos, fendlicos e componentes
contendo nitrogénio (alcaloides) (EMBRAPA, 2010).

Os terpenos e seus derivados sédo os constituintes majoritarios de alguns
Oleos essenciais, 0s quais estdo despertando amplo interesse dos
pesquisadores em virtude de suas diversas atividades bioldgicas, a exemplo de
atividade antibacteriana, antifungica, larvicida, ovicida, inseticida, antioxidante e
outras (KNAAK; FIUZA, 2010).

Quanto aos efeitos dos 6leos essenciais sobre os insetos, estudos
apontam que eles podem repelir, alterar seus habitos alimentares e impedir a
ovoposicao e a emergéncia de adultos e que, por essas caracteristicas, séo
elementos promissores para o combate de insetos pragas, incluindo pragas de
produtos armazenados. A atividade repelente caracteriza-se por substancias que
atuam localmente para impedir que os insetos voem nhas proximidades ou
pousem nos produtos e o0 potencial inseticida mostra-se presente através de
toxicidade de contato e toxicidade fumegante (UPADHYAY et al., 2019).
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Ressalta-se que a atividade bioldgica dos componentes individuais dos
Oleos essenciais € frequentemente menor que todo o produto, portanto, todo o
Oleo deve ser utilizado para analise de bioatividade, em vez de isolar e sintetizar
o componente individual (NAJDABBASI et al., 2020). Ademais, evidéncias
sugerem gue a maioria dos compostos dos 6leos essenciais diferem em seu
modo de acdo e, muitas vezes, apresentam relacfes sinérgicas mutuas, que
podem ampliar a acao inseticida e impedir o desenvolvimento de resisténcia
pelas populagdes de insetos-alvos (MUTURI et al., 2019).

Por esses produtos serem derivados de fontes organicas, que sao
biodegradaveis e geram menos impacto ao meio ambiente, por apresentarem,
muitas vezes, baixos residuos e baixa toxicidade, muitos 6leos essenciais sao
classificados como “geralmente reconhecidos como seguros” pela Food and
Drog Administration (FDA) e pela Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental
Protection Agency - EPA) dos Estados Unidos (NAJDABBASI et al., 2020). Tais
informacdes reafirmam as caracteristicas promissoras do uso desses produtos
para o controle seguro de pragas de produtos armazenados.

Alguns estudos investigaram as atividades inseticida e repelente dos
Oleos essenciais de plantas contra algumas ordens de insetos, a exemplo de
Isoptera, Blattodea, Hymenoptera, Hemiptera, Lepidoptera, Coleoptera e Diptera
(ZHU et al., 2003; TIAN et al., 2015; MAGIEROWICZ; GORSKA-DRABIK;
SEMPRUCH, 2019; TURCHEN et al., 2016; MOURA et al., 2019; SARMA et al.,
2019; GAIRE et al.; 2017). Estando elas apresentadas por ordem crescente de
namero de publicacdes, permite-se inferir que as ordens Coleoptera e Diptera
recebem maior atencdo dos pesquisadores por seu impacto econdmico, seja
agricola ou em saude, respectivamente, uma vez que a ordem Diptera
pertencem muitos vetores naturais de agentes etiolégicos de doen¢cas humanas
e animais (RODRIGUES, 2011).

Os oleos essenciais de plantas podem ser obtidos por hidrodestilacéo,
destilacdo a vapor, destilagdo a seco ou prensagem mecanica a frio e contém
varias substancias bioativas que geralmente sdo dominadas por dois ou trés
compostos principais (HARO-GONZALEZ et al., 2021). Além desses métodos
convencionais, encontram-se 0s meétodos avancados e inovadores de extracao,
a exemplo de extracdo assistida por micro-ondas, extracdo assistida por

ultrassom e extracao de fluido supercritico, que visam melhorar o desempenho
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da extracdo, reduzindo o tempo e o consumo de energia para obter extratos
organicos. Porém, observa-se que 0s principais compostos volateis obtidos
pelos diversos tipos de extracdo sdo os mesmos, podendo ocorrer variagao na
concentracdo de cada composto (HARO-GONZALEZ et al., 2021; MUTURI et
al., 2019).

Em geral, os O6leos essenciais sofrem reacfes de degradacdo na
presenca de oxigénio, luz, calor e umidade, o que torna fundamental a adogéo
de medidas durante o manuseio e armazenamento visando minimizar a
ocorréncia dessas rea¢des (GUIMARAES et al., 2008). Em estudo desenvolvido
por Moura e colaboradores (2021) observou-se que o aumento da temperatura
e a exposicao a luz afeta negativamente o 6leo essencial de Ocimum basilicum
por avangar processos de auto-oxidagdo e formacdo de radicais livres,
concluindo que as condicbes adequadas de armazenamento s&o em
temperaturas maximas de 20°C e sem exposicao a luz.

Em virtude da instabilidade e suscetibilidade a degradacdo, varios
estudos estao sendo desenvolvidos com a finalidade de preservar as atividades
biol6gicas dos 6leos essenciais, protegendo os compostos bioativos de fatores
extrinsecos e intrinsecos. Essa protecao visa aumentar a duracdo de sua acao,
fornecer uma liberacdo controlada e aumentar a estabilidade dos o6leos
essenciais, 0os quais podem ser favorecidos pela técnica de encapsulamento
(ASBAHANI et al., 2015).

O encapsulamento € uma técnica que aprisiona um componente ativo em
outra substancia e entdo produz particulas na escala nanométrica ou
micrométrica. Varias estratégias podem ser utilizadas para essa formulacao,
como particulas poliméricas, lipossomas e nanoparticulas lipidicas sélidas.
Ademais, diferentes métodos fisicos, fisico-quimicos e mecéanicos tém sido
utilizados para encapsular 6leos essenciais, como secagem por pulverizacao,
coacervacao, emulsificacao e gelificacéo idnica (MUTLU-INGOK et al., 2020).

Encontram-se descritos na literatura diversos exemplos de
encapsulamento de 6leos essenciais com a finalidade inseticida e repelente. O
Oleo essencial de Mentha pulegium foi encapsulado em microtransportadores de
células de leveduras e teve sua atividade inseticida contra Myzuz persicae
prolongada em trés dias (KAVETSOU et al, 2019). As nanoparticulas
poliméricas de quitosana foram a estratégia utilizada para encapsulamento do
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O0leo essencial de horteld-pimenta (Mentha x piperita L.) e demonstraram
atividade inseticida contra T. castaneum e Sitophilus oryzae mais forte que o 6leo
essencial puro (RAJKUMAR et al., 2020). O encapsulamento do 6leo essencial
de Zuccagnia punctata em matrizes poliméricas de poli(e-caprolactona)
demostrou excelente atividade repelente contra Triatoma infestans, sendo
termicamente estavel (LOPEZ et al., 2021).

A aplicacdo dessas formulagcdes no manejo integrado de pragas vai
depender da rota especifica de entrada no corpo do inseto, biologia/ecologia da
espécie e do tipo de formulacao fisica (gas e vapor, liquido, gel e espuma e
sélido). Por exemplo, liquidos podem ser aplicados através do tratamento
estrutural de superficies (revestimentos, pinturas e vernizes), depdsito de
inseticidas nas superficies entregues como spray e impregnacado de graos;
espumas expansiveis podem ser utilizadas como barreiras inseticidas e para
enchimento de cavidades; inseticidas soélidos podem ser Gteis para impregnar
embalagens e para producéo de iscas solidas (STEJSKAL et al., 2021).

Nesse sentido, estudo desenvolvido por Kala e colaboradores (2020)
realizaram a impregnacao de pequenos sacos de algodao com nanocapsulas a
base de pectina carregadas com Oleo essencial de madeira de cedro e
identificaram que essa metodologia promove eficacia larvicida duradoura quando
comparada a impregnacdo com o 6leo essencial puro. No mais, Pascual-
villalobos e colaboradores (2015) identificaram que os 6leos essenciais de
coentro e manjericdo encapsulados podem ser utilizados como inseticidas em
armadilha de funil, como alternativa a vapona, inseticida comercial utilizado
contra as espécies Plodia interpunctella e Ephestia kueh-niella.

Esses e outros estudos demonstram a importancia dos 6leos essenciais
para o desenvolvimento de abordagens ecoldgicas, eficazes e acessiveis,
atuando como inseticidas e repelentes contra muitos insetos, e que podem ser
utiizados como alternativa para o0s inseticidas quimicos sintéticos
(CHANDRASEKARAN et al., 2019; GUO et al., 2016).

3.3 O género Croton e a espécie C. tricolor
Croton € o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, com mais de
1.200 espécies distribuidas nos tropicos e subtropicos de todo o mundo,

principalmente em areas aridas e semiaridas, com maior diversidade no Brasil,
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Madagascar e Caribe (SILVA et al., 2010). O Brasil € o pais da América do Sul
gue possui maior numero de espécies desse género, amplamente distribuidas
em diversos ambientes, em especial a caatinga, o cerrado e 0S campos
rupestres, mais especificamente nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas
Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe, S&o Paulo e Parana (SILVA et al.,
2010; LUJAN; LEON; RIINA, 2015).

Na industria farmacéutica esse género € reconhecido por seu potencial
valor econdmico, devido aos diversos metabdlitos secundarios encontrados em
suas espécies, como alcaldides, flavondides e terpendides, os quais muitas
vezes lhes conferem propriedades terapéuticas (SILVA; SALES; CARNEIRO-
TORRES, 2009). Algumas dessas propriedades, ja descritas pela literatura, séo:
antifiingica, inibidora de acetilcolinesterase, inibidora de estresse oxidativo, anti-
inflamatoria, hepatoprotetora, antitumoral, antimicrobiana e antinociceptiva
(URRUTIA-HERNANDEZ et al., 2019; XU; LIU; LIANG, 2018; KUNDU et al.,
2020; DUTTA et al., 2018; NJOYA; ELOFF; MCGAW, 2018; LIMA et al.; 2018;
DIAZ et al.; 2019; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018; FONTENELLE et al., 2008).

Além dessas propriedades terapéuticas, estudos apontam o potencial
repelente, adulticida, pupicida, larvicida, ovicida e/ou de dissuasdo da
ovoposicao de algumas espécies do género Croton contra diversas espécies de
insetos. Tais potenciais sdo observados a partir da utilizacdo de 6leos
essenciais, extratos ou pés de folhas, ramos, raizes e sementes dessas plantas
contra insetos das ordens Coleoptera, Diptera, Isoptera e Lepidoptera (Quadro
1).



Quadro 1 — Espécies do género Croton com bioatividade contra insetos descrita na literatura.
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(continua)

BIOATIVIDADE | ESPECIE VEGETAL PRODUTO INSETO-ALVO AUTORES (ANO)
Repelente ) Tribolium castaneum Herbst Jaramillo-Colorado,
Croton trinitatis Millsp Oleo essencial de folhas ) - Duarte-Restrepo e
(Coleoptera: Tenebrionidae) :
Jaimes (2016)
Croton sonderianus L Callosobruchus maculatus
Mull. Arg. P de folhas e ramos Fabr. Coleoptera: Bruchidae) Melo et al. (2014)
Croton . . . Anopheles gambiae sensu
pseudopulchellus Pax Oleo essencial da parte aérea stricto (Diptera: Culicidae) Odalo et al. (2005)
Adulticida Croton pulediodorus ) Sitophilus zeamais
pBaiIIg Oleo essencial de folhas Motschulsky (Coleoptera: Silva et al. (2019)
Curculionidae)
Croton pulegiodorus - Sitophilus zeamais
pBaiI? Oleo essencial de folhas Motschulsky (Coleoptera: Santos et al. (2019)
Curculionidae)
Croton pulegiodorus < . Rhyzopertha dominica F.
Baill Oleo essencial de folhas (Coleoptera: Bostrichidae) Souza et al. (2016)
Croton menyaarthii Extrato etandlico e Anopheles arabiensis Patton
Pax diclorometano das folhas (Diptera: Culicidae) Mavundza et al. (2014)
Croton sonderianus ) Nasutitermes corniger
- Oleo essencial de folhas Motschulsky (Isoptera: Lima et al. (2013b)
Mull.Arg. e
Termitidae)
Pupicida Croton §onder|anus Oleo essencial de folhas Aedes aegypp L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
Mull.Arg. Culicidae)
Croton , : )
argyrophylloides Mull. Oleo essencial de folhas Aedes aegypp L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
Arg Culicidae)

Fonte: dados da pesquisa (2022).
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(continuacao)

BIOATIVIDADE | ESPECIE VEGETAL PRODUTO INSETO-ALVO AUTORES (ANO)
Pupicida Croton nepetaefolius - . Aedes aegypti L. (Diptera: .
Baill Oleo essencial de folhas Culicidae) Lima et al. (2013a)
Croton zehntneri Pax Oleo essencial de folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
et Hoffm. Culicidae)
Larvicida Croton nepe taefolius Oleo essencial de folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Rodrigues et al. (2019)
Baill Culicidae)
Croton nep_etaefollus Oleo essencial de folhas Aede_s alb(_)p'Ctl.JS. Skuse Rodrigues et al. (2019)
Baill ] (Diptera: Culicidae)
Croton jagoblness Oleo esse_nmal de folh_as Aedes aegypti L. (Diptera: Pinto et al. (2016)
Baill. ramos e inflorescéncia Culicidae)

Croton tiglium L.

Extrato éter de petrdleo e
cloroférmio metandlico de
sementes

Anopheles stephensi Liston

(Diptera: Culicidae)

Dohutia et al. (2015)

Croton caudatus
Geisel.

Extrato éter de petroleo e
cloroférmio metandlico de raiz

Anopheles stephensi Liston

(Diptera: Culicidae)

Dohutia et al. (2015)

Croton tiglium L.

Extrato éter de petroleo e
cloroférmio metandlico de raiz

Culex quinquefasciatus Say

(Diptera: Culicidae)

Dohutia et al. (2015)

Croton caudatus
Geisel.

Extrato éter de petréleo e
cloroférmio metandlico de raiz

Culex quinquefasciatus Say

(Diptera: Culicidae)

Dohutia et al. (2015)

Croton tiglium L.

Extrato éter de petrdleo e

Aedes aegypti L. (Diptera:

Dohutia et al. (2015)

cloroférmio metandlico de raiz Culicidae)

Croton c_:audatus Extr,ato_ éter de Qe_troleo e Aedes aegypju L. (Diptera: Dohutia et al. (2015)
Geisel. cloroférmio metandlico de raiz Culicidae)

Croton bonplandlanus Extrato metandlico das folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Deepa et al. (2015)
Baill. Culicidae)

Fonte: dados da pesquisa (2022).




Quadro 1 — Espécies do género Croton com bioatividade contra insetos descrita na literatura.

28

(continuacao)

BIOATIVIDADE | ESPECIE VEGETAL PRODUTO INSETO-ALVO AUTORES (ANO)
Larvicida Croton rhamnifolioides - . Aedes aegypti L. (Diptera:
Pax & K. Hoffm. Oleo essencial de folhas Culicidae) Santos et al. (2014)
Croton _s_,onderlanus Extrato salino bruto das Aedes aegypti L. (Diptera: Barbosa et al. (2014)
Mull.Arg. sementes Culicidae)
Croton zehntneri Pax Oleo essencial de folhas Aedes aegypti L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
et Hoffm. Culicidae)
Croton nep_etaefollus Oleo essencial de folhas Aedes aegypp L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
Baill Culicidae)
Croton . . _
argyrophylloides Mull. Oleo essencial de folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
Arg Culicidae)
Croton :c,onderlanus Oleo essencial de folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
Mdll. Arg. Culicidae)
Croton menyaarthii Extrato etandlico de folhas Anophgles arable'ngls Patton Mavundza et al. (2013)
Pax (Diptera: Culicidae)
Croton bonplandianum Extrato acetato de etila das Anopheles vagus Doenitz Bagavan e Rahuman
Baill folhas (Diptera: Culicidae) (2011)
Croton pulegiodorus Oleo essencial de folhas Aedes aegypti L. (Diptera: Déria et al. (2010)
Baill Culicidae)
Croton heliotropiifolius Aleo essencial de folhas Aedes aegypp L. (Diptera: Déria et al. (2010)
Kunth Culicidae)

Croton urucurana Baill

Fracdo acetato de etila do
extrato metanolico da casca do
caule

Anagasta kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae)

Silva et al. (2009)

Croton regelianus Mull.

Arg.

Oleo essencial de folhas

Aedes aegypti L. (Diptera:
Culicidae)

Torres et al. (2008)

Fonte: dados da pesquisa (2022).
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(concluséo)

BIOATIVIDADE | ESPECIE VEGETAL PRODUTO INSETO-ALVO AUTORES (ANO)
Larvicida Croton zehntneri Pax | Oleo essencial folhas ramos e Aedes aegypti L. (Diptera:
et Hoffm. inflorescéncia Culicidae) Santos et al. (2007)
Croton zehntneri Pax Oleo essencial de folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Morais et al. (2006)
et Hoffm. Culicidae)
Croton nepgtaefollus Oleo essencial de folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Morais et al. (2006)
Baill Culicidae)
Croton . : )
argyrophylloides Mdll. Oleo essencial de folhas Aedes aegypti L. (Diptera: Morais et al. (2006)
Arg Culicidae)
Croton :c.onderlanus Oleo essencial de folhas Aedes aegypp L. (Diptera: Morais et al. (2006)
Mull. Arg. Culicidae)
Ovicida Croton _s_,onderlanus Oleo essencial de folhas Aedes aegypti L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
Mull.Arg. Culicidae)
Croton

argyrophylloides Mull.

Oleo essencial de folhas

Aedes aegypti L. (Diptera:

Lima et al. (2013a)

Culicidae)
Arg.
Croton nepgtaefollus Oleo essencial de folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
Baill Culicidae)
Croton zehntneri Pax - . Aedes aegypti L. (Diptera: .
et Hoffm. Oleo essencial de folhas Culicidae) Lima et al. (2013a)
Dissuasdo da Croton

ovoposicao

argyrophylloides Mull.

Oleo essencial de folhas

Aedes aegypti L. (Diptera:

Lima et al. (2013a)

Arg Culicidae)
Croton zehntneri Pax Oleo essencial de folhas Aedes aegypt L. (Diptera: Lima et al. (2013a)
et Hoffm. Culicidae)

Fonte: dados da pesquisa (2022).
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Varias espécies desse género possuem 6leos essenciais, muitos dos
guais sdo responsaveis por alguns potenciais citados anteriormente. Dentre elas
encontra-se a espécie C. tricolor (figuras 3 e 4), uma espécie nativa da América
do Sul, descrita em 1864 por Johann Friedrich Klotzsch e Henri Ernest Baillon
(Andosina 4: 291), sobre a qual se encontram registros de distribuicdo no Brasil,
Bolivia e Guiana Francesa (TROPICOS.ORG, 2020; IPNI, 2020).

Figura 3 - Espécime de C. tricolor pertencente ao Herbéario Kew — Royal Botanic
Gardens (K000186160), coletada em 1859 no Brasil.

s |

Foe:pps.kew.org.

Figura 4 - Espécime de C. tricolor do municipio de Olho D’agua do Casado/AL.

A: folhas; B: inflorescéncia.
Fonte: dados da pesquisa, 2022.
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A espécie C. tricolor é conhecida no sertdo do estado de Alagoas como
Sacatinga e, em busca realizada nas bases de dados de botanica Tropicos.org
e International Plant Names Index foi possivel identificar a ocorréncia de quatro
sinbnimos para esta espécie, sendo eles: Croton argyrophylloides Mdll. Arg.,
Croton tricolor Mull. Arg. (ilegitimo), Oxydectes argyrophylloides (Mull. Arg.)
Kuntze e Oxydectes tricolor (Klotzsch ex Baill.) Kuntze (TROPICOS.ORG, 2020;
IPNI, 2020).

Alguns estudos utilizam o nome Croton argyrophylloides Mull. Arg. para
designacado desta espécie, porém, Miller estabeleceu essa denominacéo para
separar C. argyrophylloides de C. tricolor, utilizando os caracteres da estipula e
tamanho das flores. No entanto, a analise de diversas colecdes de diversas
localidades mostrou que as estipulas sdo muito variaveis na forma, até num
mesmo individuo. Sendo assim, o nome C. argyrophylloides foi considerado
ilegitimo e tratado entdo como sinonimia da espécie C. tricolor (VAN, 2011).

Em comparacdo as demais espéecies do género, existem poucas
pesquisas avaliando os potenciais bioldgicos de C. tricolor, sendo elas: a
avaliacdo do potencial antifungico contra espécies de Candida realizada por
Miranda e colaboradores (2019), a avaliacdo da atividade vasodilatadora em
ratos desenvolvida por Franca-Neto e colaboradores (2012), a investigacdo dos
efeitos antimicrobiano, antioxidante, genotéxico e citotdxico realizados por
Ferreira (2014) e Vasconcelos (2015) e do potencial larvicida, pupicida e ovicida
contra Aedes aegypti realizada por Morais e colaboradores (2006) e Lima e
colaboradores (2013a), todas utilizando os 6leos essenciais dessa espécie.

Quanto a composicdo de seu 0Oleo essencial, a literatura aponta que,
apesar de algumas variacdes, esse é rico em terpenos (Tabelas 1 e 2).
Tornando-se importante ressaltar que ele apresenta baixa ou nenhuma
citotoxicidade, avaliada em ensaio citotoxico de Artemia salina, e que é
considerado nao téxico para roedores, uma vez que obteve resultado de DLso
superior a 5g/kg quando administrado por via oral, em ensaio in vivo com
camundongos (FRANCA-NETO et al., 2012). Ademais, o 6leo essencial de C.
tricolor ndo induziu danos cromossdmicos estruturais e/ou numéricos quando
administrado 2000mg/kg do peso de camundongos (FERREIRA, 2014;
VASCONCELOS, 2015).
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Tabela 1 - Substancias encontradas no 6leo essencial das folhas de C. tricolor

de acordo com a literatura.

Nome da substancia Estudo 1 Estudo 2 Estudo 3
PR (%) PR (%) PR (%)
a-pineno 6,83 20,98 15,76
sabineno 0,22 11,21 3,91
B-pineno 0,57 1,63 -
0-3-careno - 2,58 -
1-8-cineol - 3,71 5,58
terpinen-4-ol - 1,16 -
eucaliptol 0,30 - -
limoneno 0,94 - -
di-hidrocarveol 0,14 - -
a-capaeno 0,14 - -
o-elemeno - 3,21 -
B-elemeno 5,50 8,52 6,79
E-cariofileno - 3,96 -
trans-cariofileno - - 2,07
aromadendreno 2,24 0,34 471
a-humuleno 0,88 0,61 -
alo-aromadendreno 0,17 1,02 -
selina-4,11-dieno 0,72 - -
germacreno a 0,18 - -
germacreno d - 1,43 -
germacreno - - 1,88
selina-3,11-dieno 2,65 - -
biciclogermacreno 15,40 28,09 -
O-cadineno 0,34 0,45 -
calameneno 0,10 - -
y-bisaboleno 0,27 - -
B-trans-guaieno - - 37,51
E-nerolidol - 0,79 -
nerolidol, trans 0,31 - -
espatulenol 10,53 2,77 1,67
aromadendrol 1,26 - -
viridiflorol 0,85 - -
isolongifoleno 1,16 - -
7-epi-gama-eudesmol 0,34 - -
isoespatulenol 0,91 - -
selina-4,6-dien-8-ol 1,21 - -
a-cadinol 0,85 - -
oxido cariofileno - 1,31 -
Total 55,01 93,77 79,88

Fonte: estudo 1 - MEIRA, 2018; estudo 2 - SOUZA, 2016; estudo 3 - LIMA et al., 2013a. PR =

percentagem relativa.
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Tabela 2 - Substancias encontradas no 6leo essencial dos ramos de C. tricolor

de acordo com a literatura.

Nome da substancia Estudo 1 Estudo 2
PR (%) PR (%)
a-pineno 6,33 1,2
B-pineno 5,83 1,4
B-felandreno 3,18 0,8
a-copaeno 4.4
copaeno 3,42
B-cariofileno 10,00 9,1
a-cariofileno 2,7
a-bergamotene 1,30
humuleno 2,57 0,9
y-selineno 0,96
B-cubeno 3,20
B-cadineno 3,77
a-cadineno 3,10
y-cadineno 2,50
oxido cariofileno 2,28 2,2
(+)-ledeno 13,68
viridifloreno 2,16 3,0
y-himachaleno 1,33 3.4
trans-(Z)-a-bergamotol 2,70
a-trans-bergamotol 14,4
epiglobulol 19,0
guaiol 15
y-edesmol 1,3
o-cadinol 4.4
a-acarenol 5,8
a-bisabolol 16,5
Total 68,31 92,0

Fonte: estudo 1 - VASCONCELOQOS, 2015; estudo 2 - SOUZA, 2016. PR = percentagem relativa.

No Brasil, a espécie C. tricolor é nativa, porém ndo € endémica, e

encontra-se distribuida no Nordeste, nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara,

Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe, no

Sudeste, nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo, e no Sul, no estado do

Parana (Figura 5), relacionando-se aos dominios fitogeograficos de Caatinga,

Cerrado e Mata Atlantica (FLORA DO BRASIL, 2020).



Figura 5 - Distribuicdo de C. tricolor no territério brasileiro.

Fonte: FLORA DO BRASIL, 2020.

34



35

CAPITULO | - Prospeccéo tecnolégica de inseticidas para
controle de Tribolium castaneum Herbst. (Coleoptera:

Tenebrionidae) em produtos armazenados

(artigo publicado na revista Cadernos de Prospeccéo)
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PROSPECCAO TECNOLOGICA DE INSETICIDAS PARA CONTROLE DE
Tribolium castaneum Herbst. (Coleoptera: Tenebrionidae) EM
PRODUTOS ARMAZENADOS

RESUMO

Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) € uma das principais pragas
por causar danos quantitativos e qualitativos aos produtos pés-colheita, gerando
prejuizos de centenas de milhdes de dolares em diversos setores econémicos.
Sendo assim, este estudo tem como objetivo identificar invencdes inseticidas
para controle do T. castaneum em produtos armazenados. Trata-se de um
estudo de prospeccéo tecnoldgica realizado por meio da ferramenta de pesquisa
de patente Derwent Innovations Index e das bases Espacenet e Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI). Foram identificadas 86 patentes
relacionadas a produtos com potencial inseticida contra T. castaneum, sem
duplicata. Destas, a maioria trata de inseticidas quimicos sintéticos (66,3%),
seguidos de bioinseticidas (23,2%) e produtos transgénicos (10,5%). As patentes
relacionadas a bioinseticidas séo de origem botanica (70%), de bactéria (25%) e
de fungo (5%). Os resultados deste estudo apontam para a importancia de serem
desenvolvidas tecnologias utilizando-se novas fontes de produtos naturais com
potencial inseticida para controle dessa praga que sejam seguros para 0 meio
ambiente e para a saude humana.

Palavras-chave: Controle de Pragas. Biotecnologia. Prospeccéo.

TECHNOLOGICAL PROSPECTION OF INSECTICIDES FOR THE CONTROL
OF T. castaneum IN STORED PRODUCTS

ABSTRACT

Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) is one of the main pests for
causing quantitative and qualitative damage to post-harvest products, generating
losses of hundreds of millions of dollars in various economic sectors. Thus, this

study aimed to identify insecticide inventions to control T. castaneum in stored
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products. This is a study of technological prospecting carried out through the
patent research tool Derwent Innovations Index and the Espacenet and INPI
bases. 86 patents related to products with potential insecticide against T.
castaneum, without duplicate, were identified. Among these, most are synthetic
chemical insecticides (66,3%), followed by bioinsecticides (23,2%) and
transgenic products (10,5%). Patents related to bioinsecticides are of botanical
origin (70%), bacteria (25%) and fungus (5%). The results of this study point to
the importance of developing technologies using new sources of natural products
with insecticide potential to control this pest, safe for the environment and human
health.

Keywords: Pest Control. Biotechnology. Prospecting.

1 INTRODUCAO

Entre as pragas de insetos, o T. castaneum é uma das principais por
causar danos gquantitativos e qualitativos aos produtos pés-colheita, gerando
prejuizos de centenas de milhdes de ddlares em diversos setores econdmicos
em todo o mundo. Acrescenta-se a isso o fato de apresentar alta adaptabilidade,
principalmente em ambientes com alta umidade, e expressiva resisténcia aos
inseticidas sintéticos ao longo dos anos (AJAHA et al., 2019; ALCALA-OROZCO
et al., 2019; OPIT et al., 2012).

Essa espécie geralmente se alimenta de farinha de trigo, cereais, massas,
biscoitos, feijao, nozes, cacau e outros produtos alimentares, causando elevado
impacto na economia global, sendo responsavel por causar danos em 10 a 40%
do total de produtos mundiais (PHANKAEN et al., 2017). Estima-se que a perda
anual, em decorréncia da infestacao por esse inseto-praga, chegue a 36 milhdes
de toneladas no mundo, ocasionando uma perda em receita de 500 milhdes a
um bilh&o de dolares nos paises em desenvolvimento (AL-SHWELLY; AL-GIZY,
2021; ATTIA et al., 2020).

No mais, as infestagbes de produtos armazenados por T. castaneum
geralmente estdo associadas a fungos de armazenamento, particularmente
Aspergillus flavus, que liberam toxinas, a exemplo da aflatoxina B1, que induz a
geracdo de radicais livres no corpo, contribuintes para desenvolvimento de

doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer. Nesse contexto, 0
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consumo de alimentos contaminados representa um risco a saude do ser
humano e de outros animais (UPADHYAY et al., 2019).

Esse inseto, também conhecido como besouro de farinha vermelha, é
uma praga cosmopolita, dificil de controlar, uma vez que explora fissuras, fendas
e refagios dentro dos equipamentos ou na estrutura dos edificios. Além disso,
desenvolveu resisténcia contra todos os inseticidas utilizados para seu controle,
incluindo a fosfina, que tem sido o fumegante mais utilizado mundialmente em
virtude do seu baixo custo, rapida difusao e auséncia de residuos nos produtos
tratados (HAOUEL-HAMDI et al., 2020; HASSAN; SILEEM; HASSAN, 2020).

Em virtude dessas caracteristicas, estudos desenvolvidos em diversos
paises indicam a necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias para o
controle do T. castaneum, com énfase na producdo de alternativas
ecologicamente seguras e eficazes para seu controle (BRARI; THAKUR, 2018;
GHARSAN et al.,, 2018; HASHEN et al., 2020; JUNG et al., 2020). Porém,
observa-se que o uso de inseticidas quimicos sintéticos ainda € a primeira
escolha para o controle desse inseto-praga, 0 que provoca uma preocupacao
geral sobre os impactos negativos para o ambiente e para a saude humana
decorrentes da utilizacdo desses produtos, a exemplo do efeito adverso nos
ecossistemas e seu acumulo no meio ambiente (BERINE et al., 2018).

Assim, os estudos de prospeccao tecnolégica surgem como uma
estratégia de inteligéncia competitiva, a fim de nortear as atividades de pesquisa
e de desenvolvimento tecnoldgico para a identificacdo de diferenciais no
mercado de produtos inseticidas para controle de T. castaneum em produtos
armazenados, uma vez que permitem a identificagdo de novas possibilidades e
reducao de incertezas nos processos de tomada de decisdo a partir da utilizacao
de informacbes que possam orientar o futuro desse setor (PARANHOS;
RIBEIRO, 2018).

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo realizar uma reviséo
patentaria a fim de identificar invencbes inseticidas para controle do T.
castaneum em produtos armazenados. O desenvolvimento deste estudo
justifica-se pela necessidade de delimitar o panorama mundial de biotecnologias
eficazes para auxiliar no combate a essa praga cosmopolita e reduzir os

impactos econdémicos em todo o mundo.
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2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de prospeccao tecnoldgica realizado em janeiro de
2021 na ferramenta de pesquisa de patente Derwent Innovations Index e nas
bases de patente Espacenet e Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI),
por meio da estratégia de busca Tribolium castaneum AND insecticide. A
associacao dessas palavras-chaves com o operador booleano AND deu-se pela
necessidade de direcionar a busca para produtos com potencial inseticida, uma
vez que a utilizacdo de algoritmos baseados em linguagem booleana torna a
recuperacao de informacdo mais qualificada e assertiva (SOBRAL; MIRANDA,;
SILVA, 2018).

A busca por documentos de patente na ferramenta Derwent e na base
Espacenet deu-se a partir das palavras-chave em inglés, por meio do campo
topico da busca basica para a ferramenta e do campo titulo ou resumo da busca
avancada para a base. Por sua vez, a busca na base de patente INPI deu-se
com as palavras-chave em portugués por meio do campo resumo da busca
basica. Ressalta-se que em nenhuma das buscas fez-se limitagdo do intervalo
de tempo de depdsito, uma vez que este estudo busca identificar todas as
producdes tecnoldgicas patenteadas para o controle de T. castaneum ao longo
dos anos.

As bases e as ferramentas de busca de patentes foram selecionadas com
base na sua importancia e abrangéncia para a indexacao de pedidos de patentes
no Brasil e no mundo. Sobre a ferramenta Derwent, é importante ressaltar que
esta é considerada uma ferramenta de pesquisa importante por indexar patentes
de 59 autoridades emissoras de patente em todo o mundo (CLARIVATE, 2021).
Por sua vez, a base de patente Espacenet, desenvolvida pelo Escritorio Europeu
de Patentes (European Patent Office — EPO) em parceria com o0s estados-
membros da Organizacédo Europeia de Patentes, contém dados sobre mais de
120 milhdes de documentos de patentes do mundo (EPO, 2021) e, por fim, a
base de patentes do INPI d& acesso as concessdes de patentes fornecidas no
Brasil (INPI, 2021).

Para a identificacdo de documentos de patentes relacionadas a produtos
inseticidas para controle de T. castaneum em produtos armazenados, foram

estabelecidos o0s seguintes critérios de elegibilidade: para inclusdo dos
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documentos de patentes neste estudo, eles deveriam apresentar, no resumo ou
na descricao detalhada, o potencial inseticida contra T. castaneum e tratar-se de
patente de invencgao associada a produto, de modo que as patentes associadas
a processos foram excluidas. O fluxograma de identificacdo e de selecdo dos
documentos de patente é apresentado na Figura 1.

Apos a identificacdo das patentes elegiveis foi criado um banco de dados
do estudo, utilizando o software Microsoft Office Excel® (versdo office 365),
contendo as seguintes informacdes: nUmero da patente, ano de publicacéo, pais
do depositante, cédigo de Classificacao Internacional de Patentes (CIP) (IPC —
International Patent Classification), produto base, origem do produto, nome dos
inventores e codigo de classe Derwent, para as patentes identificadas por meio
dessa ferramenta.

O banco de dados produzido por meio deste estudo permitiu a elaboracéo
de graficos para a andlise quantitativa das patentes identificadas, os quais sao
apresentados no topico resultados e discussao deste artigo, e, em seguida,
realizou-se uma andlise qualitativa dos documentos de patente, a fim de elucidar
0s componentes envolvidos nas invengOes, suas formas de aplicagdo e
mecanismos de acdo. Por fim, os dados encontrados foram associados aos
achados da literatura atual sobre o tema em questédo, com o intuito de relacionar
as tecnologias empregadas para a solucdo dessa problemética de interesse

mundial com suas possiveis vantagens e desvantagens.
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Figura 1 — Fluxograma de identificacdo e de selecdo de documentos de patente
para prospeccao tecnoldgica de inseticidas para controle de T. castaneum em

produtos armazenados.

Documentos identificados a partir das ferramentas de busca
Derwent Innovations Index: 93
INPI: 03
ESPACENET: 10

Exclusio por duplicata (n=10)

106 documentos elegiveis para
triagem

20 documentos excluidos a
pattir dos critérios de
elegibilidade

Motivos de exclusio
Patente de processo (n= 14);
Ineficacia contra 7. castaneum (n=1};
Eficacia indeterminada contra T
castaneum (n=3);
¥ Auséncia de potencial inseticida (n=2).

86 documentos de patente
incluidos para a prospeccio
tecnologica

Fonte: Elaborado pelos autores deste artigo (2021).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das buscas nas bases de patentes foi possivel identificar 86
patentes relacionadas a produtos com potencial inseticida contra T. castaneum,
sem duplicata. Dessas, 76 estavam indexadas na base Derwent Innovations
Index (88,3%), sete na base Espacenet (8,1%) e trés na base do INPI (3,5%).
Tal dado refor¢a a importancia da ferramenta Derwent na realizacéo de estudos

de prospeccéao tecnoldgica, uma vez que a busca por meio dessa ferramenta
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permite o acesso a mais de 30 milh6es de invengdes descritas em mais de 65
milhdes de documentos de patentes.

Com relacdo ao ano de publicacdo dos documentos de patente (Grafico
1), identificou-se um aumento das publica¢des a partir do ano de 2008, de modo
gue o periodo de 2008 a 2020 soma 79,1% da publicacdo mundial acerca de
tecnologias inseticidas contra T. castaneum, com destaque para 0s anos de
2012, 2016 e 2017, que apresentaram 0 maior quantitativo de patentes
publicadas (9, 9 e 10, respectivamente). O aumento do nimero de patentes a
partir do ano de 2008 corrobora com o perfil mundial de publicagéo de patentes
gue apresentou aumento exponencial a partir do mesmo ano (crescimento de
5,8% ao ano), com excecdo do ano de 2009, no qual houve ligeira queda
(crescimento de 3,8%), segundo dados da Organizacdo Mundial da Propriedade
Intelectual (OMPI) (WIPO, 2018).

O perfil mundial de aumento de nimero de patentes a partir do ano de
2008 mostra-se relacionado com o aumento da participagdo da China em
producdo e inovacdo no periodo de 2007 a 2017, superando o numero de
inscrigbes do European Patent Office (EPO) e da Republica da Coreia em 2005,
do Japao em 2010 e dos Estados Unidos em 2011, sendo considerado o maior
escritorio de patentes do mundo em numero de inscricdes, enquanto a
participagdo dos outros quatro escritorios diminuiu no mesmo periodo (WIPO,
2018). Estudiosos da area apontam que o crescimento exponencial de patentes
na China relaciona-se com a intensificacdo da pesquisa e desenvolvimento da
economia chinesa, aumento de investimento estrangeiro direto nesse pais e
alteracdo das leis de patentes, que passaram a favorecer os detentores de
patentes (HU; PENG; LIJING, 2017).
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Grafico 1 — Evolucdo anual dos depésitos de patentes relacionadas a produtos

inseticidas contra T. castaneum.
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Fonte: Elaborado pelos autores deste artigo (2021).

Quanto aos paises requerentes das patentes de interesse deste estudo
(Gréfico 2), destacam-se aqueles pertencentes ao Continente Asiatico, que
detém 59,3% das patentes identificadas, acompanhados do Continente Europeu
(20,9%), América (16,3%) e Oceania (3,5%). Torna-se importante ressaltar que
a Asia ocupava quatro lugares no ranking dos dez maiores escritérios de pedidos
de patente do mundo no ano de 2017, sendo esses lugares ocupados pela China
(1°), Japdo (3°), Republica da Coreia (4°) e india (7°). Destes, os trés primeiros
escritorios de propriedade intelectual asiaticos destacam-se por receber a maior
parte de inscricdes de candidatos residentes, em contraste ao que é observado
nos EUA e no Canada, por exemplo, com mais inscrices de candidatos nao
residentes (WIPO, 2018).

A Asia também ocupa lugar de destaque no mercado global de alimentos,
tendo sido responsavel por pouco mais de 48% da producdo mundial de cereais
em 2019 (FAO, 2021). China e india ganham destaque na produc&o de trigo e
arroz, ocupando o primeiro e o segundo lugar, respectivamente, na producéo
desses graos, enquanto a China € o segundo maior produtor de milho
(ECONOMIC REPORT, 2016). Esses cereais estao entre aqueles suscetiveis a

perdas pos-colheita em virtude de infestacdo de insetos, como T. castaneum,
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com relatos de perda de 13% da producdo da China por essa razdo (JUNG et
al., 2020).

O Japdo apresenta-se como 0 maior pais requerente de patentes de
interesse deste estudo (34,9%), fato que pode estar relacionado a limitagdo de
terras agricultaveis desse pais em virtude da alta densidade populacional. No
Japdo, 12,8% das terras sdo destinadas a agricultura, o que equivale a,
aproximadamente, 46.861 km?, enquanto no Brasil, por exemplo, destinam-se
664.248 km? para essa finalidade, equivalente a 7,8% do territorio brasileiro
(BERNARDES; CALVENTE, 2014). Aléem da limitacdo de terras agricultaveis,
estima-se que esse pais desperdice a cada ano oito milhdes de toneladas de
alimentos comestiveis pds-colheita, 0 que levou o governo japonés a introduzir
uma politica destinada a reduzir o desperdicio na industria de alimentos a partir
de 2012 (MUNESUE; MASUI; FUSHIMA, 2014).

Grafico 2 — Ranking de paises requerentes das patentes, segundo o niumero de

depoésitos, relacionadas a produtos inseticidas contra T. castaneum.
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Fonte: Elaborado pelos autores deste artigo (2021).

As patentes identificadas por meio deste estudo sdo majoritariamente
pertencentes a classificacdo CIP AOLN, a qual pertence a secdo A -
Necessidades Humanas e relaciona-se com “conservacdo de corpos de seres
humanos ou animais ou plantas ou partes dos mesmos; Biocidas, por exemplo,
desinfetantes, pesticidas, herbicidas; repelentes ou atrativo de pestes;
reguladores de crescimento de planta”, a qual possui relagao direta com o objeto

de interesse deste estudo. As demais se relacionam a temas como engenharia
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genética (C12N), reproducdo de plantas (AO1H), compostos aciclicos,
carbociclicos ou heterociclicos (CO7F), compostos heterociclicos (CO7D) e
outros (WIPO, 2021). Todas as classificac6es CIP relacionadas as patentes de

produtos inseticidas contra T. castaneum sdo apresentadas no Grafico 3.

Grafico 3 — Classificacdo CIP dos depositos de patentes relacionadas a produtos

inseticidas contra T. castaneum.
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Fonte: Elaborado pelos autores deste artigo (2021).

Os produtos inseticidas desempenham um papel importante na agricultura
e saude publica, pois possibilitam o aumento da producdo de alimentos e
reduzem os danos as producdes agricolas causados por pragas. Esses
inseticidas séo divididos pela literatura em dois grupos: o primeiro composto de
inseticidas sintéticos atribuidos a grupos com base no modo de ac¢do toxica, a
exemplo de organoclorados, orgonafosforados e carbamatos; e o segundo séo
inseticidas naturais, a exemplo da azadiractina, rotenona, espinosade e
abamectina (MOSSA; MOHAFRASH; CHANDRASEKARAN, 2018).

Por meio do desenvolvimento deste estudo de prospeccéo, foi possivel
identificar que a maioria das patentes de produtos inseticidas contra T.
castaneum diz respeito a inseticidas quimicos sintéticos, com 57 produtos
(66,3%), seguidos de 20 produtos bioinseticidas (23,2%) e de nove produtos
transgénicos (10,5%). Tal dado confirma os apontamentos da literatura sobre o
uso de inseticidas quimicos sintéticos como principal estratégia no manejo de

insetos-praga, o que acarreta efeitos colaterais, incluindo poluicdo ambiental,
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resisténcia a inseticidas, ressurgimento de pragas secundarias e toxicidade para
organismos nédo alvos, a exemplo de micro-organismos do solo, polinizadores,
peixes e até humanos (EBADOLLAHI; SETZER, 2020).

Porém, € possivel perceber, por meio da analise qualitativa dos
documentos de patentes, que algumas delas apresentam a preocupacdo com a
preservacdo do meio ambiente e da saude humana ao proporcionar produto
guimico sintético atéxico (CN104026122-A), com baixa toxicidade para animais
de sangue quente (JP2010254629-A) ou biodegradavel (W02014001121-Al).
Todas produzidas a partir do ano de 2010, demonstrando que essa € uma
preocupacao recente, quando comparada ao inicio da producdo tecnologica
nessa area.

Outra vantagem apresentada por seis produtos quimicos sintéticos
identificados relaciona-se ao efeito sinérgico do produto proposto, fornecido por
meio da associacdo de mais de um componente ativo (CN103004866-A,
W02012163960-A1, W02008129967-A1, W02008129966-A1,
W02008072783-A1 e DE10110570-Al). Assim, uma vez que a resisténcia a
inseticidas é codificada, majoritariamente, por gene Unico e que a resisténcia
poligénica é pouco comum, a utilizacdo de misturas de componentes quimicos
mostra-se como uma excelente estratégia para prevencao da resisténcia em
insetos (SOUTH; HASTINGS, 2018).

Ainda no contexto da resisténcia a inseticidas, as patentes
W02014114250-A1, W02014079937-A1 e WO02011054871-A1 apresentam
produtos eficazes para insetos resistentes a agentes organofosforados e
carbamatos, demonstrando a preocupac¢ao no desenvolvimento de alternativas
aos inseticidas largamente utilizados para controle de insetos-praga, para os
guais o T. castaneum desenvolveu resisténcia ao longo dos anos (JULIO et al.,
2017).

Com relagcé&o aos métodos de aplicacéo dos produtos quimicos sintéticos,
entre as 57 patentes identificadas neste estudo, observam-se diversos métodos
de aplicacao do produto, a exemplo de aplicacao direta no inseto, como visto nas
patentes WO2018199175-A1 e JP2017122055-A, aplicacdo no habitat da praga,
a exemplo de WO2017043385-A1 e W0O2017043386-A1, pulverizacdo (exemplo:
W02014100206-A1, W0O2014001121-Al1) e fumigacdo (US2010135914-Al1 e

DE10110570-A1). A literatura aponta que esses métodos de aplicacdo se
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mostram eficazes contra T. castaneum por atingir 0s insetos que se encontram
depositados diretamente nos grédos ou inseridos em fissuras e fendas nos
equipamentos ou estruturas de armazenamento (HASSAN; SILEEM; HASSAN,
2019).

Os fumegantes quimicos sdo os métodos mais utilizados para o controle
de pragas de produtos armazenados por serem reconhecidamente eficazes, a
exemplo do brometo de metila e fosfina, porém, devido a propriedade de
destruicdo da camada de 0z6nio subjacente ao brometo de metila e a potencial
genotoxicidade da fosfina para animais de sangue quente, 0 uso desses
inseticidas foi restrito. Surgiu, assim, a necessidade de identificacdo de produtos
naturais, como aqueles derivados de espécies botanicas, com potencial
inseticida para fazer frente aos inseticidas quimicos sintéticos (GAO et al., 2020).

Nesse contexto, a utilizagc&do de inseticidas baseados em compostos que
protegem naturalmente as plantas contra varias pragas é uma das praticas
incorporadas a agricultura sustentavel, com o proposito de atender as
necessidades alimentares da populacdo mundial em crescimento continuo, sem
comprometer a mesma necessidade para geracdes futuras (MUZINIC;
ZELJEZIC, 2018). As patentes originadas desses produtos, identificadas por
meio deste estudo, tiverem como paises depositantes india (seis patentes),
China (cinco patentes), EUA (cinco patentes), Australia, Brasil, Japdo e Nova
Zelandia (uma patente cada).

Diversas séo as fontes de bioinseticidas, a exemplo de micro-organismos
entomopatogénicos, inimigos naturais dos insetos, e fontes botanicas, uma vez
gue as plantas desenvolveram e aperfeicoaram uma diversidade consideravel
de mecanismos de defesa contra artropodes herbivoros, a exemplo da producgéo
de metabdlitos secundéarios téxicos. A respeito dos micro-organismos
entomopatogénicos, estes podem ser fungos, bactérias, protozoarios e
nematoides (KAVALLIERATOS et al., 2013; PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).

Neste estudo foram identificadas 20 patentes relacionadas a
bioinseticidas contra T. castaneum, sendo 14 de origem botéanica (70%), cinco
de bactéria (25%) e uma de fungo (5%). Em relacdo aos organismos
mencionados nessas invencdes, tem-se, para plantas: extrato de
Chrysanthemum cinerariaefolium (JP2020176105-A), extrato de semente de

Citrullus lanatus (IN201304991-14), composto quimico derivado de parte aérea
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de Artemisia pallens (IN201402530-11), composto quimico derivado da casca de
Piper nigrum maduro (CN105152877-A), composto quimico derivado das folhas
de Lantana camara (IN201204227-14), composto quimico derivado do caule de
Nothapodites foetida (W02012176145-Al), composto quimico derivado de
Alpinia galanga (IN200600397-I11), extrato de raiz de Decalepis hamiltoni
(IN200500775-11) e conversdo termoquimica do fruto do Syagrus coronata (BR
10 2019 007434 5 A2).

Outros produtos de origem botanica referem-se a um mix de vegetais
contendo, por exemplo: 1. Sophora flavescens, Melia azedarach, Radix
stemonae e Euphorbia fischeriana (CN103098831-A); 2. Huangjing, folhas de
eucalipto, pebnia terrestre e pimenta (CN106490026A) e 3. Fructus forsythia,
Chenopodium  ambrosioides, Cymbopogon citratus e cravo-da-india
(CN106490058A). Quanto ao método de aplicacdo dos produtos de origem
vegetal, observa-se que estes sdo, majoritariamente, aplicados diretamente nos
graos, a exemplo das patentes WO02012176145-A1, IN201304991-14 e
JP2020176105-A, ou por meio de biofumigagdo (WO2018141020-A1 e
IN201402530-11).

Os inseticidas a base de plantas, por serem naturais e organicos, podem
caracterizar-se como alternativa eficaz para o controle de insetos-praga, sem
representar muita ameaca a salde humana e a deterioracdo da qualidade dos
graos. Nesse contexto, alguns estudos apresentam o potencial inseticida em
sistema de graos armazenados de varios extratos naturais de plantas, os quais
podem auxiliar no manejo de pragas, repelindo os insetos, impedindo a
alimentacéo e oviposi¢cdo e, ao mesmo tempo, podendo atuar como inseticidas
(AHMAD et al., 2019).

Algumas patentes de bioinseticidas identificadas neste estudo utilizam
extratos de plantas para o controle de T. castaneum, mas a literatura também
aponta outra fonte de compostos bioativos derivados de plantas com potencial
inseticida, sendo eles os Oleos essenciais. Esses Oleos sdo metabdlitos
secundéarios derivados de plantas arométicas, caracterizados por misturas
complexas de constituintes quimicos com diferentes grupos funcionais (GAIRE;
SCHARF; GONDHALEKAR, 2019).

Entre os estudos que comprovaram o potencial inseticida de alguns 6leos

essenciais de plantas, encontram-se aqueles contra espécies como Acrobasis
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advenella, Musca domestica, Culex quinquefasciatus, Podisus nigrispinus,
Anopheles stephensi, Cimex lectularius e outras (GAIRE; SCHAREF;
GONDHALEKAR, 2019; KATHER; GEDEN, 2019; LI; LAN; LIU, 2009;
MAGIEROWICZ; GORSKA-DRABIK; SEMPRUCH, 2020; XU et al., 2020).
Entretanto, este estudo de prospeccao nao identificou patentes relacionadas ao
uso de Oleos essenciais contra T. castaneum. Tal fato, associado ao baixo
ndamero de patentes de bioinseticidas contra T. castaneum, quando comparado
ao guantitativo de inseticidas quimicos sintéticos, exemplifica a importancia do
desenvolvimento de estudos acerca de novas fontes de produtos naturais com
potencial inseticida para controle desse inseto-praga.

Porém, ressalta-se que o0s estudos desenvolvidos precisam ser
convertidos em patentes, considerando que estas sao caracterizadas por serem
Instrumentos competitivos, uma vez que apenas a empresa detentora da patente
pode explorar a tecnologia protegida, eliminando a concorréncia, além de
possibilitar a remuneracdo da pesquisa cientifica e do desenvolvimento
tecnolégico (ADRIANO; ANTUNES, 2017; FERREIRA; GUIMARAES;
CONTADOR, 2009).

No que concerne aos produtos originados de bactérias, foram
identificadas cinco patentes relacionadas a diferentes endotoxinas produzidas
pelo micro-organismo Bacillus thuringiensis, a exemplo de CryET29, CryET33 e
CryET34 (CN111647058-A, P1 9711554-1 B1, P1 9713219-5 B1, AR010993A1 e
WQ09813497A1), enquanto o produto derivado de fungo néo teve a identificacéo
da espécie fungica apresentada na descricdo detalhada da patente
(W02014136070-A1), mas sua acao ocorre por meio da inducéo de infeccao da
planta com o endéfito fungico, que a torna mais resistente a ocorréncia de
pragas.

As patentes relacionadas as proteinas cristais, produzidas pela bactéria
gram-positiva B. thuringiensis, demonstram o potencial de toxicidade dessas
proteinas quando misturadas a dieta do inseto e apontam como vantagem do
seu uso o fato de serem tOxicas para insetos-alvo especificos, mas inofensivas
para plantas e outros organismos nao alvos, apontando-as como inseticidas
ambientalmente aceitaveis.

Por fim, as nove patentes envolvendo produtos transgénicos referem-se

a tecnologias capazes de produzir plantas resistentes contra insetos-praga a
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partir da transformacéo da célula vegetal por meio da introducédo de molécula de
acido nucleico e posterior cultivo da planta obtida, a exemplo das patentes
W02018204398-A1, W02016110691-A1, W02014100878-A2 e
W02014100879-A2. Os documentos de patente analisados apontam como
vantagem dessa tecnologia a possibilidade de produzir plantas capazes de
promover alteracfes importantes no metabolismo dos insetos-alvo, por meio do
silenciamento de genes induzido por hospedeiro, levando a morte.

A comercializacdo de plantas transgénicas iniciou em meados da década
de 1990, porém ainda existem algumas preocupacdes por parte da comunidade
cientifica quanto ao impacto ao meio ambiente, a biodiversidade e a saude
humana, a exemplo de sua possivel alergenicidade e toxicidade. Em virtude
disso, foram criados protocolos rigorosos de testagem de alimentos
geneticamente modificados antes de sua comercializagdo e a adocdo de
rotulagem obrigatéria desses alimentos para garantir a transparéncia para o
consumidor final (LEE; HU; LEUNG, 2017; RUIZ; KNAPP; GARCIA-RUIZ, 2018).

Nesse contexto, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) afirma que néo
€ possivel fazer declaracbes gerais sobre a seguranca dos alimentos
transgénicos, de modo que a seguranca deve ser avaliada caso a caso, e que
os alimentos disponiveis no mercado internacional foram aprovados na
avaliacdo de seguranca, nao tendo sido demostrado nenhum efeito sobre a
saude humana como resultado do consumo desses alimentos pela populagéo
em geral (WHO, 2014).

A partir da andlise da evolucao anual dos depdsitos de patente por tipo de
produto inseticida, € possivel perceber que a producdo tecnolégica de
bioinseticidas e produtos transgénicos € mais recente que a producao de
inseticidas quimicos sintéticos, demonstrando que o desenvolvimento de
resisténcia e 0s impactos para o meio ambiente e a saude humana, produzidos
por esses ultimos, levaram a comunidade cientifica e de producao tecnolégica a
investirem na identificagé@o de alternativas promissoras ao uso desses inseticidas
guimicos sintéticos. Os produtos transgénicos, mais recentemente, constituem a

tecnologia mais produzida com essa finalidade (Grafico 4).
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Grafico 4 — Evolucdo anual dos depédsitos de patente por tipo de produto

inseticida contra T. castaneum.
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Fonte: Elaborado pelos autores deste artigo (2021).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio do desenvolvimento deste estudo de prospeccao tecnoldgica,
foi possivel identificar patentes de produtos inseticidas eficazes para o controle
de T. castaneum em grédos armazenados, sendo classificadas em trés grandes
grupos: produtos quimicos sintéticos, bioinseticidas e produtos transgénicos. Os
inseticidas quimicos sintéticos surgiram em maior nimero, porém tiveram sua
producéo reduzida a partir do ano de 2018, fato que pode estar relacionado aos
impactos negativos que esses inseticidas provocam ao meio ambiente e a saude
humana.

A preocupac¢do da comunidade cientifica e de producéo tecnolégica com
0s impactos provocados ao meio ambiente pela utilizacdo de inseticidas
guimicos sintéticos resultou na busca por produtos reconhecidamente seguros,
apontando que os inseticidas com baixo ou nenhum impacto ambiental se
mostram como diferenciais de mercado e orientam o futuro desse setor, apesar
de ser uma area ainda pouco explorada para o controle de T. castaneum,
havendo evidéncias na literatura de outras fontes para identificacdo desses
produtos que ainda nao foram exploradas, a exemplo dos 6leos essenciais

produzidos por plantas aromaticas.
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Por fim, o continente asiatico surge como importante produtor de
tecnologias para o controle de T. castaneum, podendo estar relacionado com
sua demanda de consumo de alimento e reducdo de terras agricultaveis, e a
ferramenta Derwent mostrou-se relevante para a realizacdo de estudos de
prospecc¢ao tecnoldgica, uma vez que possibilita 0 acesso a diversas patentes
de invencao, a exemplo da maioria das patentes identificadas por meio deste

estudo.

5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se o desenvolvimento de novas tecnologias eficazes para controle
de T. castaneum em graos armazenados, com énfase para o controle de insetos
resistentes aos principais grupos de inseticidas utilizados na atualidade. As
tendéncias do mercado apontam para a necessidade de oferta de inseticidas de
origem natural, por representarem baixo ou nenhum impacto ao ambiente e a
salude humana ou para a deterioracdo dos graos. As plantas surgem como fontes
atrativas e eficazes para a identificacdo dessas novas tecnologias, uma vez que
apresentam muitos constituintes toxicos para herbivoros e com baixo impacto
ambiental.

Porém, € imprescindivel que o desenvolvimento de estudos para
identificacdo de biotecnologias seguras e eficazes para controle de insetos-
praga se revertam em registro de propriedade intelectual, uma vez que as
patentes favorecem a competitividade empresarial e possibilitam o retorno

financeiro da pesquisa cientifica e de desenvolvimento tecnoldgico.
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CAPITULO Il - Caracterizacdo quimica e bioatividade
dos 6leos essenciais de Croton tricolor Klotzsch ex
Baill. (Euphorbiaceae) sobre Tribolium castaneum
Herbst. (Coleoptera: Tenebrionidae)
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CARACTERIZACAO QUIMICA E BIOATIVIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS
DE C. tricolor Klotzsch ex Baill. (Euphorbiaceae) SOBRE T. castaneum

Herbst. (Coleoptera: Tenebrionidae)

RESUMO

Tribolium castaneum Herbst. (Coleoptera: Tenebrionidae) € uma das pragas
mais destrutivas de produtos armazenados, sendo combatido majoritariamente
com produtos quimicos sintéticos. Os inseticidas botanicos mostram-se como
alternativa promissora para o controle de pragas agricolas, pois geralmente sao
seguros para organismos vivos e meio ambiente. Este estudo avaliou a
repeléncia e toxicidade de contato dos Oleos essenciais de ramos e folhas de
Croton tricolor Klotzsch ex Baill. (Euphorbiaceae) sobre adultos e larvas desse
inseto-praga. Os 6leos essenciais de C. tricolor apresentaram rendimento de
0,20% para ramos e 0,66% para folhas. A analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas revelou 90 compostos quimicos presentes
nesses Oleos essenciais, em especial Cariofileno (11,64%), Espatulenol
(11,60%) e y-Elemeno (11,47%) para folhas e Guaiol (9,02%), B-Elemeno
(7,63%) e Dihidroagarofurano (7,20%) para ramos. O ensaio de repeléncia
identificou alto percentual de repeléncia para os 6leos essenciais, com classe IV
para ramos em todos os tempos de exposicao e classe V para folhas nos tempos
de 30 e 60 minutos. Em toxicidade de contato o 6leo de ramos apresentou DLso
apos 24 horas de exposicdo de 0,151 mg/larva e 0,092 mg/adulto e o 6leo de
folhas 0,262 mg/larva e 0,219 mg/adulto, demostrando que T. castaneum é mais
sensivel aos efeitos deletérios do 6leo de folhas e que as larvas sdo mais
resistentes que os adultos em toxicidade por contato. Os resultados deste estudo
demonstram que os 6leos essenciais de C. tricolor sdo alternativas promissoras
para o controle do inseto-praga T. castaneum em produtos armazenados.

Palavras-chave: Croton tricolor. Oleo essencial. Tribolium castaneum. Atividade

inseticida. Atividade repelente.
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1 INTRODUCAO

A preocupacado com os efeitos deletérios para o meio ambiente e saude
humana provocados pelo uso de inseticidas quimicos sintéticos na producao
agricola tem crescido ao longo dos anos, uma vez que estudos apontam que o
uso extensivo e indiscriminado desses inseticidas é responsavel por provocar
bioacumulagéo de produtos toxicos nos corpos de predadores e consumidores
finais, incluindo humanos, além de poluicdo ambiental e resisténcia do
organismo alvo (RODRIGUES et al., 2021).

Nessa corrente, ampliaram-se as buscas por tecnologias ecologicamente
corretas para o controle de insetos-praga, como Tribolium castaneum Herbst.
(Coleoptera: Tenebrionidae), que € considerado uma das pragas mais
destrutivas de produtos armazenados, alimentando-se particularmente de
cereais, sementes oleaginosas, farinha, especiarias e produtos a base de trigo.
Porém, essa espécie ainda é majoritariamente combatida através do uso de
compostos organofosforados e carbamatos (MUSTAPHA et al., 2020).

Os organofosforados, por exemplo, estdo entre os produtos quimicos
sintéticos mais detectados no meio ambiente, bem como em tecidos animais e
humanos. A exposicado a esses inseticidas estd associada a efeitos deletérios
para a saude humana, como distirbios neurolégicos e psiquiatricos a longo
prazo, incluindo deficiéncias na atencdo, memoéria e outros dominios da
cognicdo, e mesmo na exposicao de baixo nivel pode estar associada a fraqueza
muscular e dorméncia em agricultores expostos (HONGSIBSONG; SITTITOON;
SAPBAMRER, 2017; NAUGHTON; TERRY JR., 2018).

Os inseticidas botanicos mostram-se como alternativa promissora para o
controle de pragas agricolas, pois tendem a possuir atividade de amplo espectro,
sdo relativamente especificos em seu modo de acdo e geralmente sdo seguros
para organismos vivos e meio ambiente. Dentre eles encontram-se os 06leos
essenciais de plantas, uma classe de produtos naturais que sao sintetizados
através das vias metabolicas secundarias, sendo responsaveis pelo sabor e
aroma especificos das plantas aromaticas (LIANG et al., 2021; WANG et al.,
2019).

O género Croton é rico em plantas aromaticas, indicando a presenca de

constituintes volateis bioativos em seus 6leos essenciais, para os quais foram
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descritas atividade antiespasmaddica, antifingica, antibacteriana, anti-
inflamatdria, antinociceptiva e cicatrizante, além de atividade larvicida contra
Aedes aegypti (CAVALCANTI et al., 2012; CUCHO-MEDRANO et al., 2021,
HAJHASHEMI; ZOLFAGHARI; AMIN, 2021; LIMA et al., 2020; RODRIGUES et
al., 2019; SANTOS et al., 2014; VALAREZO et al., 2021). Dentre as plantas
aromaticas desse género encontra-se a espécie Croton tricolor Klotzsch ex Baill.
(Euphorbiaceae), nativa e amplamente distribuida na América do Sul, para a qual
nao existem relatos de estudos sobre a bioatividade contra pragas de produtos
armazenados.

Neste estudo, os compostos quimicos dos Oleos essenciais de folhas e
ramos de C. tricolor foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa e foram avaliadas quanto as atividades repelente e

inseticida contra T. castaneum.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Ramos e folhas da espécie C. tricolor foram coletados de diferentes
espécimes no Assentamento Gastone Beltrdo, localizado no municipio Olho
d’Agua do Casado, Alagoas, Brasil, coordenadas geograficas 9°30'59.7"S
37°50'56.4"W, mediante autorizacdo de coleta/transporte de material botanico
concedido pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil sob nimero 81042 (anexo 1),
no més de dezembro de 2019. A identificacdo da espécie foi realizada pelos
pesquisadores do Herbario MAC, do Instituto do Meio Ambiente do Estado de
Alagoas (IMA) (anexo 2).

A amostra vegetal coletada foi armazenada sob refrigeracdo em saco
hermético transparente Ziploc® (produzido por SCJohnson em polietileno, livre
de impurezas) e conduzida ao Laboratério de Farmacognosia do Instituto de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas, no qual foi feita a
separacdo de ramos e folhas. Posteriormente, as amostras foram trituradas
separadamente e mantidas em refrigeracéo até extracéo dos 0leos essenciais.

Para desenvolvimento da pesquisa, essa foi cadastrada no Sistema

Nacional de Gestdo de Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional
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Associado (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil sob nimero de
cadastro AE02540 (anexo 3).

2.2 Extracédo do 6leo essencial

Para extracdo dos 6leos essenciais, ramos e folhas trituradas de C. tricolor
(200 g e 120 g, respectivamente), foram submetidos separadamente a
hidrodestilagdo em equipamento Clevenger. O inicio da destilagdo foi marcado
pela ebulicdo do solvente (1.000 ml de agua deionizada) e teve duracado de cinco
horas. A fase oleosa foi separada da fase aquosa utilizando um funil de
separacao e a agua residual foi removida adicionando sulfato de sédio anidro.

Os oleos essenciais foram armazenados em frascos de vidro ambar e
mantidos em freezer (-1°C a -4°C). Os volumes dos 06leos essenciais foram
registrados e o rendimento (%) calculado através da férmula:

Rendimento (%) = (Voe/Mp),

onde Voe refere-se ao volume do Oleo essencial obtido e Mp & massa da

planta fresca para extragao.

2.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas (CG-EM)

As amostras foram analisadas no laboratorio do Instituto Federal de
Alagoas (IFAL) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
utilizando equipamento CG-MS QP2010 ultra (Shimadzu, Kyoto, Japan),
equipado com injetor e coluna capilar ZB-5HT (comprimento: 30m; diametro:
0,32mm; espessura: 0,10um). A temperatura do forno foi mantida a 35°C por 10
minutos e depois aumentada para 180°C a uma velocidade de aquecimento de
3°C/minuto e mantida a 180°C por mais 10 minutos. A temperatura do aquecedor
de ions e da interface foi 250°C. O hélio foi utilizado como gas de transporte em
fluxo de 3,90 ml/min com um volume de injecao de 1uL de solu¢cdo Hexano HPLC
a 2% no modo split 1:30. A identificacdo dos compostos foi realizada por
comparacao dos seus tempos de retencdo e espectros de massas com as
bibliotecas de espectro de massas NIST14, NIST14s e Wiley9.

2.4 Insetos
Adultos jovens (até 07 dias) e larvas nao sexados de T. castaneum foram

coletados da cultura mantida pelo Laboratério de Bioquimica Metabdlica do
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Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas, na
gual eles foram criados em meio de cultura de farinha de trigo (umidade: 72% a
76%, temperatura: 23°C a 29°C, ciclo claro-escuro: 12 horas).

2.5 Ensaio de repeléncia

A avaliacdo do potencial de repeléncia dos 6leos essenciais de C. tricolor
contra adultos de T. castaneum foi desenvolvida com base no método de
preferéncia de area proposto por Baccari e colaboradores (2020). Para tanto, os
Oleos essenciais de ramos e folhas foram colocados em discos circulares de 9
cm de papel filtro, cortados em semicirculos.

Foi preparada uma solugéo de 4 pL de dleo essencial diluido em 1 ml de
acetona e uma medida de 0,5 mL da solucgédo foi distribuida uniformemente no
primeiro semicirculo, resultando numa concentracao aproximada de 0,06 pL/cm?
(0,4%, viv), e a outra metade foi mergulhada em 0,5 mL de acetona, atuando
como controle.

Os papéis filtro foram secos por 10 minutos e fixados no fundo de uma
placa de Petri com o auxilio de fita dupla face. Entao, 20 insetos adultos jovens
(até 07 dias) ndo sexados foram depositados no meio do disco de papel filtro e
0 numero de insetos em cada metade foi registrado apés 15, 30, 60 e 120
minutos (Figura 1). O teste foi realizado em cinco réplicas e o repelente DEET
(N,N-Dietil-m-toluamida) 15% (CIMED, Sao Paulo, Brasil) foi utilizado como

controle positivo numa concentragcao aproximada de 2,36 uyL/cm?2.

Figura 1 — llustracdo do bioensaio de preferéncia de area com T. castaneum.

A: semicirculo tratado com 6leo essencial diluido em acetona; B: semicirculo controle (acetona).
Imagem registrada minutos apés o depésito de 20 insetos no centro do disco de papel filtro.
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Fonte: dados da pesquisa, 2022.

O Percentual de Repeléncia (PR) em cada tempo foi calculado pela

seguinte formula:

PR (%) = [(Nc — Nt)/(Nc + Nt)] x 100,

onde Nc refere-se ao nimero de adultos no semicirculo controle e Nt ao
nimero no semicirculo tratado com 6leo essencial. Os valores obtidos no teste
foram analisados com base nas classes de PR propostas por McDonald e

colaboradores (1970) apresentados na Quadro 1.

Quadro 1 - Classes de Percentual de Repeléncia.

CLASSE PERCENTUAL DE REPELENCIA (%)
0 >-0,1a<0,1
I 0,1a20
Il 20,1 a 40
Il 40,1 a 60
\Y 60,1 a 80
Vv 80,1 a 100

Fonte: MCDONALD et al., 1970.

2.6 Toxicidade de contato

Para o desenvolvimento do bioensaio de toxicidade de contato contra T.
castaneum, larvas e adultos jovens foram tratados com concentracbes de 1, 5 e
10% de oleo essencial de folhas e ramos de C. tricolor. Dez insetos foram
coletados em placas de Petri e mantidos no freezer por 1 minuto, a fim de reduzir
a mobilidade dos mesmos e tornar seu manuseio mais facil (DEB; KUMAR,
2020).

Preparou-se a solucdo de Oleo essencial diluido em acetona, nas
concentragbes acima mencionadas, e uma aliquota de 2,0 uL desta solucéo foi
aplicada topicamente a regido mesotoracica dos insetos (Figura 2). Apos 2
minutos da exposicdo eles foram transferidos para recipientes plasticos
contendo farinha de trigo como meio de cultura e a mortalidade foi registrada em
24, 48 e 72 horas. Por sua vez, o controle do ensaio foi realizado com acetona
em mesma metodologia e cada teste foi realizado em triplicata. Para
identificacdo de DLso e DLgo foram utilizadas as concentragdes de 1, 2,5, 5, e
10% de 6leo essencial de folhas de C. tricolor (OEFCT) e 1, 5, 10, 15 e 20% de
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Oleo essencial de ramos de C. tricolor (OERCT), com base na realizacdo dos

bioensaios iniciais.

Figura 2 — llustracdo do bioensaio de toxicidade de contato com T. castaneum.

O 2 ul SE
SE = solucao estoque (6leo essencial diluido em acetona).
Fonte: dados da pesquisa, 2022.

2.7 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS®
statistics (verséo: 28.0.0.0). Ap6s verificacdo dos parametros de homogeneidade
e normalidade das variancias, foi aplicado o teste ndo-parameétrico Wilcoxon para
comparacao entre grupos e qui-quadrado para andlise de associacdo entre
variaveis categoricas. Em todos os casos, foi considerado nivel de significancia
minimo com valor p < 0,05. Os dados de mortalidade ao longo de 72 horas foram
utilizados para tracar a curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Para calculo de
DLso e DLoo, 0s resultados de todas as réplicas foram empregados em analise

probit.
3 RESULTADOS

3.1 Rendimento dos 6leos essenciais de ramos e folhas de C. tricolor
A partir do método de hidrodestilacdo dos ramos e folhas frescas de C.
tricolor foram obtidos Oleos essenciais de colocacdo amarelo limpido, com

rendimento de 0,20% para ramos e 0,66% (v/m) para folhas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Rendimento dos 6leos essenciais de C. tricolor.

Oleo essencial M, (9)? Voe (MI)P Rendimento®
OEFCT 120 0,8 0,66
OERCT 200 0,4 0,20

OEFCT = éleo essencial de folhas de C. tricolor; OERCT = éleo essencial de ramos de C.
tricolor. Os resultados referem-se a: 2Massa de planta fresca para extragédo. "Volume de 6leo
essencial obtido. °Rendimento (%, v/m).

3.2 Composicdo quimica dos 0Oleos essenciais de ramos e folhas de C.
tricolor

Através da metodologia utilizada foi possivel identificar 90 compostos
(83,11% do OEFCT e 81,43% do OERCT), sendo 29 presentes apenas no
OEFCT (32,2%), 33 apenas no OERCT (36,7%) e 28 compostos presentes em
ambos (31,1%). Os cromatogramas dos 0Oleos essenciais de C. tricolor extraidos
por hidrodestilacdo sdo apresentados nas figuras 3 e 4 e a composi¢ao quimica
dos Oleos essenciais de folhas e ramos € apresentada na Tabela 2.

Os principais compostos incluiram Cariofileno (11,64%), Espatulenol
(11,60%) e y-Elemeno (11,47%) para folhas e Guaiol (9,02%), B-Elemeno
(7,63%) e Dihidroagarofurano (7,20%) para ramos (Figura 5), demostrando a
prevaléncia de sesquiterpenos na constituicdo quimica desses 6leos essenciais.
Entre os componentes, 62,89% do OEFCT é constituido por sesquiterpenos e
16,17% por monoterpenos, enquanto no OERCT encontram-se 55,52% de

sesquiterpenos e 19,54% de monoterpenos.

Figura 3 — Cromatograma de fluxo ibnico total de CG-EM de 6leo essencial de

folhas de C. tricolor extraido por hidrodestilacéo.
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Fonte: dados da pesquisa (2022).




67

Figura 4 - Cromatograma de fluxo iénico total de CG-EM de 6Oleo essencial de

ramos de C. tricolor extraido por hidrodestilacao.
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Fonte: dados da pesquisa (2022).

Tabela 2 — Composicao quimica dos 6leos essenciais de C. tricolor extraidos por

hidrodestilagcéo.

(continua)
No Compostos OEFCT OERCT
' TR PR (%) TR PR (%)

1 Octano 4.169 0,46

2 2-Metileno ciclopentanol 6.487 0,25

3 Nonano 9.587 0,29 9.608 0,25
4 Acido acetoacético 10.533 0,15

5 a-Tujeno 11.537 0,75 11.550 0,55
6 (+)-a-Pineno 11.864 2,83 11.877 3,84
7 Canfeno 12.882 2,51
8 Ciclohexanometanol 14.493 0,61

9 B-Pineno 14.984 1,22 15.003 0,73
10 1-acetil-1,2-epoxi-ciclopentano 15.257 0,25
11 1-Octan-3-ol 16.040 0,31 16.055 0,15
12 Mesitileno 16.318 0,23 16.328 0,28
13 B-Mirceno 16.653 1,73 16.661 1,23
14 Pseudolimoneno 17.083 0,17

15 Undecano 17.316 0,27 17.326 0,27
16 3-Careno 17.499 1,36 17.508 0,96
17 a-Linalol 18.009 0,76
18 o-Cimeno 18.532 0,57 18.538 0,48
19 B-Felandreno 18.706 2,89

20 D-Limoneno 18.783 1,02
21 Eucaliptol 18.865 1,88 18.914 0,34
22 (2)-B-Ocimeno 20.407 0,15
23 y-Terpineno 20.791 0,37
24 (-)-Car-4-eno 22.530 0,45
25 2-Careno 22.532 0,22

26 Hidrato de cis-Sabineno 23.121 0,10
27 Linalol 23.481 0,93 23.481 1,63

OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor; OERCT = 6leo essencial de ramos de C. tricolor;
TR =tempo de retencdo; PR = percentagem relativa.
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Tabela 2 — Composicao quimica dos 6leos essenciais de C. tricolor extraidos por

hidrodestilacéo.

(continuacéo)

No. Compostos OEFCT OERCT
TR PR (%) TR PR (%)

28 Canfora 25.444 1,63
29 Borneol 26.745 0,89
30 Terpinen-4-ol 27.413 0,85 27.404 1,00
31 p-Cimeno-8-ol 27.944 0,13

32 a-Terpineol 28.179 0,45 28.183 0,33
33 Dodecano 28.964 0,28

34 Tridecano 33.894 0,36
35 Pentadecano 33.896 0,32

36 0-Elemeno 35.410 1,36 35.406 0,16
37 Acetato de a-terpenila 36.029 0,19 36.030 0,32
38 a-Copaeno 37.085 0,65
39 (-)-B-Bourboneno 37.451 0,87

40 B-Elemeno 37.880 2,99 37.883 7,63
41 B-Cadineno 38.042 0,20
42 Tetradecano 38.455 0,38 38.451 0,38
43 a-Gurjuneno 38.574 0,26

44 Metileugenol 38.622 0,56
45 Cariofileno 38.960 11,64 38.953 0,79
46 B-Cubebeno 39.415 0,14 41.643 0,21
47 Aromandendreno 39.804 0,28

48 Germacreno D 40.075 0,14

49 Dehidroaromadendreno 40.315 0,18

50 1,5,9.,9-Tetrametﬁl-1,4,7- 40.427 0.19

cicloundecatrieno

51 Aloaromadendreno 40.737 1,19

52 Hexadecano 41.130 0,12

53 -copaeno 41.641 1,29

54 B-Selineno 41.834 0,31

55 a-Curcumeno 41.843 0,97

1,5-Dimetil-3-hidroxi-8-(1-metileno-2-

56 hydroxietil-1)-biciclo[4.4.0]dec-5-eno 1927 0.16

57 y-Elemeno 42.316 11,47 42.308 2,23
58 8—IsopropeniI—1,5—<_jimetil—ciclodeca— 42 639 2.00

1,5-dieno

59 Germacreno A 42.640 1,6

60 4-epi-cubebol 43.082 0,14

61 a-Funebrene 43.103 0,52
62 0-Cadineno 43.509 0,37 43,512 0,21
63 a-Copaen-11-ol 44.155 0,47
64 Elemol 44536 0,52 44534 2,27
65 Dihidroagarofurano 44.704 7,20

Cicloheptano, 4-metileno-1-metil-2-

66 (2-metil-1-propen-1il)-1-vinil- 44.720 .47

67 Elemicina 45.030 0,91
68 Espatulenol 45,591 11,60 45,578 3,07
69 Oxido de cariofileno 45,782 4,51 45.765 1,58
70 Viridiflorol 46.124 0,32

71 Guaiol 46.470 0,43 46.471 9,02
72 Ledol 46.577 1,29

73 Octadieno 46.752 0,54
74 Hinesol 47.039 1,16 47.042 4,20

OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor; OERCT = 6leo essencial de ramos de C. tricolor;
TR =tempo de reten¢éo; PR = percentagem relativa.
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Tabela 2 — Composicao quimica dos 6leos essenciais de C. tricolor extraidos por

hidrodestilacéo.

(concluséo)

No. Compostos OEFCT OERCT
TR PR (%) TR PR (%)
75 B-Panasinsene 47.502 0,14
76 y-Eudesmol 47.734 0,40
77 Eudesma-4,11-dien-2-ol 48.156 0,29
78 B-Eudesmol 48.410 0,52
79 Selina-6-en-4-ol 48.579 2,64
80 B-Espatulenol 48.976 1,23
81 Bulnesol 49.122 3,19
82 Heptadecano 50.563 0,22
83 2,6,10,15-Tetrametilheptadecano 50.569 0,39
6-Isopropenil-4,8a-dimetil-
84 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-naftalen- 50.944 1,22
2-ol
85 Longifolenaldeido 51.098 1,83
86 Oxido de ledeno 51.924 0,20
87 Longiborneol 52.251 0,10
88 Octadecano 54.188 0,18
89 Heneicosano 57.642 0,2 57.641 0,17
20 Podocarp-?-en-\:;,i-':)i?a, 13B-metil-13- 63.903 228
Total 83,11 81,43
Desconhecido 16,89 18,57
Monoterpeno 16,17 19,54
Sesquiterpeno 62,89 55,52
Hidrocarboneto 2,73 2,47
Outros 1,32 3,90

OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor; OERCT = 6leo essencial de ramos de C. tricolor;
TR =tempo de retencéo; PR = percentagem relativa.

Figura 5 — Estrutura dos principais compostos dos 6leos essenciais de C. tricolor.

A CH;
HO =
"UII
H CH, N
CH,

Cariofileno Espatulenol y-Elemeno
HO X
HyC o J]\
i “,\\
e A
Guaiol B-Elemeno Dihidroagarofurano

A: linha de compostos majoritarios do 6leo essencial de folhas de C. ftricolor; B: linha de
compostos majoritarios do 6leo essencial de ramos de C. tricolor.
Fonte: dados da pesquisa (2022).



70

3.3 Potencial de repeléncia dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais de C. tricolor apresentaram potencial de repeléncia
contra T. castaneum, na concentragao aproximada de 0,06 yL/cm?, em todos os
tempos de exposicdo com classe de PR variando de IV a V, sendo o Oleo
essencial de folhas da C. tricolor (OEFCT) responsavel por maior PR, obtendo
classe V em 30 e 60 minutos apds exposicao (Tabela 3), igualando-se em classe

ao controle positivo (DEET 2,36 uL/cm?) ainda que em menor concentragao.

Tabela 3 - Atividade repelente dos 6leos essenciais de C. tricolor contra adultos

de T. castaneum em diferentes tempos de exposicao.

Amostra Tempo Atividade repelente Classe
testada (min.) (%)?

15 80 + 0,0* v
30 84 +11,0* Vv
OEFCT 60 96 + 5,5* v
120 80 +12,2* v
15 68 + 8,3* v
30 66 +18,1* v
OERCT 60 66 +18,1* v
120 72 +13,0* v
15 98 + 4,4* Y,
30 96 + 8,9* Vv
DEET 60 100 + 0,0* v
120 100 £ 0,0* V

OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor; OERCT = 6leo essencial de ramos de C. tricolor;
cada grupo teve 20 individuos e o resultado representa: 2média (PR) + desvio padrdo de cinco
repeticdes. *p<0,05 apresenta diferenca significativa em relacdo ao grupo controle de acordo
com teste ndo paramétrico Wilcoxon.

3.4 Toxicidade de contato dos 6leos essenciais

O ensaio de toxicidade de contato com 6leo essencial de folhas e ramos
de C. tricolor em concentracdo de 1, 5 e 10%, permitiu identificar potencial
inseticida contra larvas e adultos jovens de T. castaneum em 24, 48 e 72 horas
apos exposicdo (Tabela 4). Individuos na fase adulta mostraram-se mais
suscetiveis aos efeitos toxicos dos 6leos essenciais, porém nas duas fases de
vida foi possivel observar uma resposta dependente da concentracdo e do

tempo (Figura 6).



71

Tabela 4 - Mortalidade de T. castaneum em ensaio de toxicidade de contato por

tempo apos exposicao.

Fase de vida Tempo OERCT OEFCT

C (%)? M (%) + DPP C (%) M (%) + DP®

24h 1 0,00 +0,0 1 0,00 +0,0
5 23,33 +5,8* 5 46,67 £ 11,5*
10 40,00 + 0,0* 10 73,33+ 11,5*

48h 1 0,00 +£0,0 1 0,00 +£0,0
Larvas 5 23,33 +5,8* 5 56,67 + 15,2*
10 50,00 + 10,0* 10 80,00 + 10,0*

72h 1 0,33+0,58 1 0,00 +0,0
5 23,33 +5,8* 5 60,00 + 10,0*

10 63,33 +11,5* 10 83,33 +5,8*

24h 1 0,00 £0,0 1 6,67 +5,8
5 16,67 + 20,8* 5 56,67 + 15,3*
10 50,00 + 20,0* 10 93,30 £ 11,5*

48h 1 6,67 +5,8 1 13,33+5,8
Adultos jovens 5 33,33 +5,8* 5 73,33 £15,3*
10 63,33 £ 25,1* 10 96,70 £ 5,8*
72h 1 16,67 + 20,8 1 16,67 + 11,5
5 40,00 + 10,0* 5 73,33 +15,3*

10 66,67 + 30,5* 10 96,70 + 5,8*

OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor; OERCT = 6leo essencial de ramos de C. tricolor.
Cada grupo teve 10 individuos e os resultados referem-se a: 2Concentracdo (%, v/v). "Média de
mortalidade + desvio padréo da triplicata. *p<0,05 de acordo com o teste qui-quadrado.

Figura 6 - Mortalidade de T. castaneum em ensaio de toxicidade de contato 72

horas ap0s exposicao.

A B
100,00 100,00

80,00 80,00
60,00 60,00

40,00 40,00

Mortalidade larvas (%)
Mortalidade adultos (%)

20,00 20,00

OERCT OEFCT OERCT OEFCT OERCT OEFCT 00 OERCT OEFCT OERCT OEFCT OERCT OEFCT
1% 1% 5% 5% 10% 10% 1% 1% 5% 5% 10% 10%

A: mortalidade de larvas apds exposicdo aos 6leos essenciais de C. tricolor; B: mortalidade
adultos jovens ap0s exposi¢éo aos 6leos essenciais de C. tricolor. OERCT = Gleo essencial de
ramos de C. tricolor; OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor. As barras correspondem a
média + desvio padréo das trés repeti¢des. *p<0,05 em relagédo ao grupo controle pelo teste qui-
quadrado.

No tempo de 24 horas, 0o OERCT 10% atingiu 40,00% de mortalidade em
larvas e 50,00% em adultos e 0o OEFCT 10% provocou 73,33% de mortalidade
em larvas e 93,30% em adultos, demostrando a rapida acao de seus compostos

sobre a sobrevivéncia de T. castaneum (Figura 7). As maiores mortalidades
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foram observadas nos ensaios com OEFCT 10%, o qual provocou 83,33% de
mortalidade em larvas e 96,70% em adultos no tempo de 72 horas apos a
exposicao.

Figura 7 - Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier demonstrando o efeito dos

6leos essenciais de C. tricolor sobre larvas e adultos de T. castaneum.
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A: sobrevivéncia de larvas apds exposigdo ao 6leo essencial de C. tricolor; B: sobrevivéncia de
adultos jovens ap6s exposicdo ao 6leo essencial de C. tricolor.  OERCT = d4leo essencial de
ramos de C. tricolor. OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor.

No mais, a comparacao do percentual de mortalidade de T. castaneum 72
horas apds exposicdo aos dois 6leos essenciais de C. tricolor mostrou que o

OEFCT provoca maior mortalidade com uma concentracao final menor que a do
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OERCT (Figura 6). Tal dado é ratificado pelos valores de DLso/DLgo, 0S quais
mostram que o T. castaneum € mais sensivel ao OEFCT em ensaio de toxicidade
de contato, pois na fase de larva apresenta valores DLso em 24 horas de 0,262
mg/larva para OERCT e 0,151 mg/larva para OEFCT (Tabela 5), enquanto na
fase adulta tem-se valores de DLso em 24 horas de 0,219 mg/adulto para
OERCT e 0,092 mg/adulto para OEFCT (Tabela 6).

Tabela 5 - Toxicidade de contato dos 6leos essenciais de C. tricolor contra larvas

de T. castaneum apoés 24, 48 e 72 horas de exposicao.

es?el,-izial Te(rrr]])po DLso (mg/larva)® (IC)  DLgo (mg/larva)® (IC) X Vagor
OERCT 24 0,262 (0,201 -0,516) 0,736 (0,415-4,248) 3,364 0,339
48 0,217 (0,179 -0,319) 0,515(0,341-1,534) 2,210 0,530

72 0,204 (0,159 - 0,316) 0,716 (0,419-2,376) 3,731 0,294

OEFCT 24 0,151 (0,126 —0,189) 0,391 (0,282 — 0,749) 5,503 0,138
48 0,126 (0,106 — 0,149) 0,291 (0,227 -0,451) 4,436 0,218

72 0,118 (0,100 - 0,138) 0,258 (0,207 -0,374) 4,002 0,261

OERCT = 6leo essencial de ramos de C. tricolor. OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor.
Os resultados referem-se a: 2Dose letal que mata 50% dos organismos de teste, intervalo de
confianca 95% (IC). "Dose letal que mata 90% dos organismos de teste, intervalo de confianca
95% (IC). x2: qui-quadrado.

Tabela 6 - Toxicidade de contato dos 6leos essenciais de C. tricolor contra

adultos de T. castaneum ap0s 24, 48 e 72 horas de exposicao.

Oleo Tempo DLso (mg/adulto)? DLgo (mg/adulto)® 2 Valor
essencial  (h) (IC) (IC) X D

OERCT 24 0,219 (0,003 — 0,575) 0,483 (0,260 —...) 9,808 0,019
48 0,137 (0,103 -0,173) 0,474 (0,350 — 0,768) 6,989 0,072

72 0,105 (0,012 -0,252) 0,536 (0,231 —-103,210) 7,972 0,047

OEFCT 24 0,092 () 0,360 (-) 11,085 0,011
48 0,060 (0,045 - 0,076) 0,216 (0,159 - 0,357) 4876 0,181

72 0,056 (0,041 — 0,070) 0,199 (0,147 — 0,322) 2,239 0,524

OERCT = 6leo essencial de ramos de C. tricolor. OEFCT = 6leo essencial de folhas de C. tricolor.
Os resultados referem-se a: 2Dose letal que mata 50% dos organismos de teste, intervalo de
confianca 95% (IC). "Dose letal que mata 90% dos organismos de teste, intervalo de confianca
95% (IC). x2 qui-quadrado.

4 DISCUSSAO

O rendimento dos 6leos essenciais biossintetizados por plantas séo
diretamente afetados pelas condi¢cdes de temperatura e precipitacdo da regiao
de coleta (FIGUEIREDO et al., 2008). Os resultados deste estudo apontam que

as folhas da espécie C. tricolor apresentam maior acumulo de 6leo essencial
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(0,66%) que os ramos (0,20%), quando coletados no ultimo més da primavera,
periodo caracterizado por uma média anual de baixos indices pluviométricos e
elevada temperatura no estado de Alagoas (CLIMATOLOGIA, 2022).

Estudo anterior apontou que o 6leo essencial da parte aérea da espécie
C. tricolor apresenta rendimento que varia de 0,16% a 0,89%, sendo o valor mais
alto observado em periodos mais secos, caracteristica compartilhada com a
espécie Myrcia eximia DC encontrada na Amazonia brasileira (FERREIRA et al.,
2020; SOUZA et al., 2017).

Esses valores de rendimento sdo semelhantes aos de espécies como
Lavandula angustifolia Mill. (Lavanda, 0,7%), Foeniculum vulgare Mill. (Funcho,
0,68%) e Mentha arvensis L. (Hortela brasileiro, 0,67%), porém inferiores aos
rendimentos de Thymus vulgaris L. (Tomilho, 1,25%), Satureja pilosa Velen.
(2,03%) e Syzygium aromaticum L. (Cravo-da-india, 12,96%-16,73%) (ALFIKRI
et al., 2020; BORUGA et al., 2014; MANH; TUYET, 2020; SERMEDJIEVA et al.,
2020; WILSON et al., 2021; ZHELJAZKOV et al., 2013).

Quanto a composicdo quimica de seus Oleos essenciais, 0s
sesquiterpenos mostraram-se altamente predominantes em folhas e ramos de
C. tricolor, com maiores concentracdes de Cariofileno, Espatulenol e y-Elemeno
em folhas e Guaiol, B-Elemeno e Dihidroagarofurano em ramos. Na literatura, a-
Pineno, Espatulenol e Sabineno sdo apontados como principais constituintes do
oleo de folhas dessa espécie, enquanto o 6leo essencial de ramos apresenta
maior variacdo de compostos quimicos (LIMA et al.,, 2013; MEIRA, 2018;
SOUZA, 2016). No estudo de Vasconcelos (2015) os compostos (+)-Ledeno e B-
Cariofileno apresentam-se majoritariamente em ramos, ao passo que o estudo
de Souza (2016) aponta maior concentracdo de Epiglobulol e a-trans-
Bergamotol.

Essas variacbes de compostos e concentracdes podem estar
relacionadas com a metodologia utilizada para extracdo dos 6leos essenciais,
uma vez que o0s estudos citados apresentaram variagbes na técnica
(hidrodestilag&o e destilacdo a vapor) e no tempo (90 a 240 minutos) de extragao.
Por conseguinte, a influéncia do ambiente na variacdo da composi¢do quimica
desses 6leos ndo pode ser analisada uma vez que esses dados ndo foram
apresentados pelos autores (LIMA et al., 2013; MEIRA, 2018; SOUZA, 2016;
VASCONCELOS, 2015).
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Os sesquiterpenos estao intimamente relacionados com a modulacéo da
defesa das plantas contra herbivoros, seja atuando como sinalizadores para
atrair inimigos naturais de herbivoros, preparando o tecido vegetal ndo atacado
para respostas de defesa ao potencial atague subsequente ou ainda através de
toxicidade de contato e repeléncia contra esses insetos, 0 que indica a
importancia e o valor das plantas ricas em sesquiterpenos no controle de insetos-
praga (BARRETO; ALMEIDA; SENA FILHO, 2021).

Neste estudo, os O6leos essenciais de folhas e ramos de C. tricolor
apresentaram PR de classe IV e V contra T. castaneum na concentrag&o
aproximada de 0,06 pl/cm2. O maior PR foi observado no 6leo essencial de folhas
no tempo de 60 minutos (96%), reduzindo com o passar do tempo. Uma vez que
os Oleos essenciais sdo constituidos por compostos volateis, infere-se que 0s
compostos desse 0leo que se volatilizam no intervalo entre 30 e 60 minutos apos
exposicao sao responsaveis por maior PR. Tais dados sdo corroborados pelos
achados de Guo e colaboradores (2016), Cao colaboradores (2018b), Li e
colaboradores (2018) e Qi e colaboradores (2020), os quais identificaram o
mesmo perfil de decréscimo no PR, porém nos intervalos entre 2 e 4 horas apos
exposicao.

O PR dos dleos essenciais de C. tricolor, apds 120 minutos de exposicao,
(OERCT =72% e OEFCT = 80%) mostrou-se maior que Evodia lenticellata (64%)
e Zanthoxylum planispinum (78%), porém inferior ao identificado com Evodia
rutaecarpa (PR = 82%), Crithmum Maritimum (PR = 93%), Melissa officinalis
(100%) e Ligusticum jeholense (100%) (CAO et al., 2018a; MUSTAPHA et al.,
2020; UPADHYAY et al., 2019; LUO et al., 2019; CAO et al., 2018b; WANG et
al., 2019).

Em virtude da sensibilidade dos 6leos essenciais a presenca de oxigénio,
luz, umidade e calor, muitos estudos estdo sendo desenvolvidos no sentido de
produzir ferramentas biotecnolégicas para aumentar o tempo de
biodisponibilidade desses produtos. Dentre essas, 0 encapsulamento tem se
mostrado como um método eficiente para a formulagdo de bioativos, uma vez
gue permite uma liberacdo lenta e continua do agente ativo no meio ambiente
(CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017).

Para fins pesticidas, o encapsulamento deve permitir uma liberagao inicial

rapida com concentracdo média entre a escala de eficiéncia e toxicidade,



76

seguida de uma liberacéo longa e constante ao longo de, preferencialmente, sete
dias, para evitar a necessidade de aplicacOes repetidas. As quatro principais
técnicas de encapsulamento descritas na literatura sdo: particulas geradas por
uma matriz, onde o0s 06leos essenciais sdo dispersos; capsulas com uma
membrana envolvendo um nucleo, onde residem os Oleos essenciais;
complexos, onde o0s Oleos essenciais sdo estabilizados em cavidades por
interacbes quimicas; e goticulas criadas por uma simples emulsdo em
tensoativos (MAES; BOUQUILLON; FAUCONNIER, 2019).

Estudo utilizando nanogéis a base de quitosana e goma de caju identificou
gue as nanoparticulas apresentaram liberacdo mais lenta e sustentada e que a
eficacia larvicida mostrou-se superior ao 6leo puro e em outro utilizando
encapsulamento em complexos de inclusdo de [(-ciclodextrina demostrou que
essa técnica possibilitou uma entrega continua por até 11 dias, tais estudos séo
exemplos dos resultados promissores da utilizacdo do encapsulamento para
elaboracao de produtos pesticidas a base de 6leo essencial de plantas (ABREU
et al., 2012; KOTRONIA et al., 2017).

Quanto a toxicidade de contato em adultos de T. castaneum, o 6leo
essencial de folhas de C. tricolor mostrou-se mais téxico para esse inseto (DLso
= 0,092 mg/adulto) que o de ramos (DLso = 0,219 mg/adulto), além de obter DLso
inferior ao relatado em outras espécies, como Thymus quinquecostatus (DLso =
0,095 mg/adulto), Ajania nematoloba (DLso = 0,102 mg/adulto), Ajania fruticulosa
(DLso = 0,105 mg/adulto) e Nardostachys chinensis (DLso = 0,147 mg/adulto),
porém maior que os resultados encontrados em Mentha piperita (DLso = 0,002
mg/adulto), Artemisia stolonifera (DLso = 0,008 mg/adulto), Acorus calamus (DLso
= 0,032 mg/adulto) e Zingiber purpureum (DLso = 0,039 mg/adulto) (CHEN et al.,
2015; FENG et al., 2020; LI et al., 2018; LIANG et al., 2016; LU et al., 2021;
PANG et al., 2019; WANG et al., 2015 ZHANG et al., 2015).

Ademais, os adultos de T. castaneum apresentaram-se 64,1% mais
suscetiveis que as larvas, quando expostos ao 6leo essencial de folhas de C.
tricolor, e 19,6% mais sensiveis aos efeitos toxicos do 6leo essencial de ramos.
Esse perfil de sensibilidade corrobora os achados de Liang e colaboradores
(2020), os quais identificaram DLso de 7,79 pg/adulto e 24,87 pg/larva em ensaio
de toxicidade por contato do Oleo essencial de Elsholtzia ciliata contra T.
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castaneum, indicando que as diferencas fisioldgicas desses estagios de vida
interferem na suscetibilidade do inseto a exposi¢cao aos 6leos essenciais.

A mortalidade de T. castaneum apds exposi¢cdo aos 6leos essenciais de
C. tricolor pode estar relacionada com o alto teor de terpenos presente nesses
Oleos, uma vez que esses compostos volateis estdo associados a defesa das
plantas e, sozinhos ou em combinacdo, possuem atividade inseticida
comprovada contra outros insetos, como Aedes, Anopheles e Culex (DEWICK,
2008; DHINAKARAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019).

Os seis compostos majoritarios identificados nesse estudo possuem
atividade inseticida relatada na literatura contra espécies das ordens Coleoptera,
Diptera e Lepidoptera, em especial o composto Cariofileno. O Cariofileno é um
dos principais compostos bioativos dos Oleos essenciais de plantas, sendo
comumente encontrado em especiarias, como canela (Cinnamomum spp.),
pimenta preta (Piper nigrum L.) e cravo (Syzygium aromaticum), e possuli
atividade inseticida comprovada contra Sitophilus granarius (Coleoptera:
Curcullionidae) em toxicidade de contato (DLso = 138,51 pg/adulto), Sitophilus
oryzae (Coleoptera: Curcullionidae) em toxicidade fumegante e de contato
residual (CLso = 0.009 mg/cm?), Lasioderma serricorne (Coleoptera: Anobiidae)
em toxicidade de contato (DLso = 35,5 ug adult') e Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) em atividade larvicida (CLso = 146.58 pg/ml) (FIDYT et al., 2016;
HUANG et al., 2019; LEE et al., 2008; PAVENT et al., 2020; YOU et al., 2015).

O sesquiterpeno espatulenol, além de potencial inseticida contra
Lasioderma serricorne (Coleoptera: Anobiidae) com DLso de 17,8 ug adult? (YOU
et al., 2015), também apresentou toxicidade de contato contra T. castaneum em
estudo desenvolvido por Luo e colaboradores (2019), alcangando 45% de
mortalidade na concentracédo de 10%. Por sua vez, o y-elemeno mostrou-se
toxico contra Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) com CLso de 10,64
pMg/ml (BENELLI et al., 2018; LIU et al., 2013).

Quanto aos compostos majoritarios do 6leo essencial de ramos de C.
tricolor, foi relatado potencial larvicida do Guaiol contra Mythimna separate
(Lepidoptera: Noctuidae) e Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), com DLso
de 0,07 mg/larva e 8,9 mg/larva, respectivamente. Enquanto o B-elemeno
apresentou potencial larvicida em 24 horas contra trés espécies da ordem

Diptera, a saber: Anopheles subpictus (CLso = 10,26 ug/ml), Aedes albopictus
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(CLso = 11,15 ug/ml) e Culex tritaeniorhynchus (ClLso = 12,05 pg/ml)
(GOVINDARAJAN; BENELLI, 2016; LIU et al., 2013).

Por fim, o composto Dihidroagarofurano foi relatado como toxico para
larvas de duas espécies da ordem Lepidoptera, familia Noctuidae, sendo elas:
Spodoptera frugiperda, com CLso em 24 horas entre 7,5 e 8,2 ppm, e Mythimna
separate, com DLso de 252,3 ug g em igual periodo (CESPEDES et al., 2001;
WEI; JI; ZHANG, 2009). Os resultados dos estudos mencionados indicam que
0s compostos dos Oleos essenciais de C. tricolor podem atuar somando suas
acbes para promocdo de toxicidade contra diversas espécies, incluindo T.
castaneum.

Considerando os achados descritos, 0os 6leos essenciais de C. tricolor
mostram-se como alternativas promissoras para o controle do inseto-praga T.
castaneum em produtos armazenados, caracterizando-se como uma tecnologia
bioinseticida com baixo impacto para o meio ambiente, identificado através de
ensaios de citotoxicidade, toxicidade por via oral e genotoxicidade (FRANCA-
NETO et al., 2012; FERREIRA, 2014; VASCONCELOS, 2015).

5 CONCLUSAO

Os oOleos essenciais de C. tricolor sdo constituidos majoritariamente de
sesquiterpenos, em especial Cariofileno, Espatulenol e y-Elemeno para folhas e
Guaiol, B-Elemeno e Dihidroagarofurano para ramos, e apresentam potencial
repelente e de toxicidade por contato contra T. castaneum. Esse inseto mostrou-
se mais suscetivel ao 6leo essencial de folhas em todos os testes e as larvas
mostraram-se mais resistentes aos efeitos tdxicos do éleo essencial quando
comparadas aos adultos. Esses achados indicam que os 6leos essenciais de C.
tricolor podem ser promissores para a formulacdo de biotecnologias para
controle de T. castaneum. No entanto, novos estudos precisam ser
desenvolvidos para elucidar o mecanismo de acdo desses Oleos sobre a
sobrevivéncia desse inseto-praga.
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CAPITULO Ill - Efeitos dos 6leos essenciais de Croton
tricolor Klotzsch ex Baill. (Euphorbiaceae) sobre as
caracteristicas nutricionais, metabdlicas e de
reproducéo de Tribolium castaneum Herbst.

(Coleoptera: Tenebrionidae)
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EFEITOS DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Croton tricolor Klotzsch ex Baill.
(Euphorbiaceae) SOBRE AS CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS,
METABOLICAS E DE REPRODUCAO DE Tribolium castaneum Herbst.

(Coleoptera: Tenebrionidae)

RESUMO

Oleos essenciais de plantas sdo metabolitos secundarios que se mostram como
alternativa para controle de pragas por baixa poluicdo, baixa toxicidade para
mamiferos e rapida degradacdo no meio ambiente. Apesar do aumento de
pesquisas para identificar 6leos essenciais com efeitos toxicos contra insetos,
poucos estudos sdo desenvolvidos para identificar os alvos bioquimicos e suas
alteracdes bioquimicas mediadas. Este estudo objetivou elucidar o mecanismo
de acdo associado a toxicidade dos Oleos essenciais de ramos e folhas de C.
tricolor contra T. castaneum utilizando DLsode 0,151 mg/larva e 0,092 mg/adulto
para o Oleo essencial de folhas e 0,262 mg/larva e 0,219 mg/adulto para o 6leo
essencial de ramos, em ensaio de toxicidade de contato. A exposi¢do aos 6leos
essenciais de C. tricolor em adultos provocou aumento no consumo relativo do
alimento, porém sem aumento de biomassa dos insetos, sendo acompanhada
por reducdo significativa nos niveis de colesterol, em especial naqueles que
morreram apos exposicdo. As larvas apresentam resposta metabdlica diferente,
caracterizada por elevacdo dos niveis de colesterol, triglicerideos e glicose nos
individuos que morreram ap0s exposicdo aos Oleos essenciais. Nao foram
identificados efeitos sobre a reproducao provocados pela exposi¢cdo de contato.
Os efeitos toxicos em adultos parecem estar relacionados com a inibicdo de
captacdo de colesterol, porém nas larvas os efeitos deletérios resultaram em
maior demanda metabdlica, provavelmente provocando o acesso as fontes
energéticas armazenadas no corpo gorduroso. Os resultados deste estudo
indicam que mais de um mecanismo de acéo pode estar envolvido no potencial
inseticida de C. tricolor.

Palavras-chave: Croton tricolor. Atividade inseticida. Oleo essencial. Ensaio

bioguimico. Tribolium castaneum.
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1 INTRODUCAO

Os oOleos essenciais de origem vegetal sdo metabdlitos secundarios de
plantas aromaticas que podem ser extraidos das folhas, flores, frutos, caules,
raizes, ramos e resina, estando relacionados com processos de defesa dessas
espécies. Esses compostos apresentam diversos potenciais bioativos descritos
na literatura, a exemplo de atividade antibacteriana, antioxidante, de regulacao
da funcéo intestinal, anti-inflamatdria, analgésica, antimutagénica, repelente e
inseticida (AL-ROWAILY et al., 2020; LIU et al., 2020; ZAO et al., 2021).

Quanto ao potencial contra insetos, esses 0leos essenciais representam
alternativa para controle de pragas com baixa poluicdo, baixa toxicidade para
mamiferos e rapida degradacao no meio ambiente, tornando-os adequados para
0 manejo de insetos mesmo na agricultura organica. Seus constituintes séo
responsaveis por causar efeitos letais e subletais em diversas ordens de insetos,
como atividade biocida, infertilidade, fagoinibicdo e repeléncia (BEDINI et al.,
2018; BRUGGER et al., 2019).

Apesar do crescente desenvolvimento de pesquisas para identificar 6leos
essenciais com efeitos toxicos contra insetos de interesse para a humanidade, a
exemplo de vetores de doencas e pragas de produtos agricolas, poucos estudos
sdo desenvolvidos para identificar os alvos bioquimicos e suas alteractes
bioquimicas mediadas, como o metabolismo de carboidratos e lipidios, que sao
as principais fontes de armazenamento energético e mostram-se essenciais para
0 crescimento e reproducdo dos insetos (ARRESE; SOULAGES, 2010;
HASHEM et al., 2020).

Dentre as espécies de plantas produtoras de 6leos essenciais encontra-
se a C. tricolor, uma planta aromatica produtora de Oleo essencial rico em
sesquiterpenos, como Cariofileno, Espatulenol e y-Elemeno, Guaiol, 3-Elemeno
e Dihidroagarofurano, quando coletada em periodo de baixos indices
pluviométricos e elevada temperatura, e com potencial inseticida e repelente
comprovado contra o inseto-praga T. castaneum. Sua toxicidade aguda rapida é
representada por atingir mortalidade de até 93,3% em adultos e 73,3% em larvas
24 h ap0s exposicado na concentracdo de 10% (capitulo II).

Dessa forma, com o intuito de elucidar o mecanismo de ac&o associado

aos efeitos toxicos dos 6leos essenciais de ramos e folhas de C. tricolor contra
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adultos e larvas de T. castaneum, o presente estudo objetiva analisar os efeitos
desses 6leos essenciais sobre as caracteristicas nutricionais, metabodlicas e de

reproducéo desse inseto-praga de produtos armazenados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e extragdo do 6leo essencial

Amostras de C. tricolor foram coletados no municipio Olho d’Agua do
Casado, Alagoas, Brasil (9°30'59.7"S 37°50'56.4"W) em dezembro de 2019 e a
identificacdo taxondmica foi feita pelos pesquisadores do Herbario MAC, do
Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (IMA). Ramos e folhas foram
armazenadas em saco hermético transparente Ziploc® (produzido por
SCJohnson em polietileno, livre de impurezas) para posterior extracao dos éleos
essenciais.

Um total de 200 g de ramos e 120 g de folhas foram triturados
separadamente e submetidos a hidrodestilagdo em equipamento Clevenger. O
inicio da destilacéo foi marcado pela ebulicdo da dgua deionizada (1.000 ml) e
teve duracdo de cinco horas. A camada de 6leo foi separada da fase aquosa
utilizando um funil de separacédo e a remoc¢ao do excesso de agua foi realizada
adicionando sulfato de sédio anidro. Os 6leos essenciais foram armazenados em
frascos de vidro ambar e mantidos em freezer (-1°C a -4°C) até a realizacdo dos

bioensaios.

2.2 Insetos

T. castaneum foi coletado da cultura mantida pelo Laboratério de
Bioquimica Metabdlica do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Alagoas, na qual eles foram criados em meio de cultura de farinha de
trigo a uma temperatura de 23 a 29 °C, umidade de 72 a 76% e um periodo de

12 h de luz e 12 h de escuridao.

2.3 Toxicidade de contato
Resultados prévios de bioensaio, realizados por este grupo de pesquisa,
revelaram que os 6leos essenciais de ramos (OERCT) e folhas (OEFCT) de C.

tricolor séo toxicos para T. castaneum em exposi¢ao por contato, apresentando
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resultados de DLso ap0s 24 horas de exposi¢cdo de 0,151 mg/larva e 0,092
mg/adulto para o Oleo essencial de folhas e 0,262 mg/larva e 0,219 mg/adulto
para o 6leo essencial de ramos (capitulo II). Sendo assim, essas doses foram
utilizadas neste estudo uma vez que assumimos que 50% dos insetos
sobreviveriam a exposi¢cdo para que fosse possivel avaliar os efeitos letais e
subletais dos 0Oleos essenciais no T. castaneum.

As doses mencionadas foram obtidas a partir de solucdo estoque
constituida de 6leo essencial diluido em acetona e foram aplicadas topicamente
na regido mesotoracica dos insetos (2 pl/inseto), seguindo a metodologia
proposta por Deb e Kumar (2020). Apds exposicdo, os insetos foram mantidos
nas condi¢cdes ambientais da col6nia de origem. Para todos os ensaios foram
utilizados adultos jovens (até 07 dias) e larvas ndo sexados e o controle foi
realizado com acetona em mesma metodologia, sendo cada teste desenvolvido

em triplicata.

2.4 Avaliacdo dos efeitos dos 0Oleos essenciais de C. tricolor sobre os
indices nutricionais de T. castaneum
Antes da realizacdo do bioensaio de toxicidade de contato e ap6s 72

horas de exposicéo aos 6leos essenciais de ramos e folhas de C. tricolor foram
verificadas as massas dos insetos e dos meios de cultura contendo farinha de
trigo para analise dos indices nutricionais conforme equacdes propostas por
Napoleao e colaboradores (2013). Sendo elas:

1. Taxa de Consumo Relativo = A/(B x dias),
onde A é a massa do alimento ingerido em mg e B corresponde a biomassa
inicial do inseto em mg;

2. Taxa de Crescimento Relativa = C/(B x dias),
onde C corresponde a biomassa obtida em mg; e

3. Eficiéncia de Converséo do Alimento Ingerido = C/(A x 100).

2.5 Avaliacao dos indices bioquimicos T. castaneum ap0s exposi¢cao aos
Oleos essenciais C. tricolor

Com a finalidade de analisar os efeitos bioquimicos da exposicdo aos
Oleos essenciais de C. tricolor, avaliaram-se 0s niveis de proteinas totais,

acucares totais, glicose, colesterol e triglicerideos 24 h apds exposicao. Para
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tanto, foram preparados os extratos dos insetos totais através de maceracdo em
tampéao fosfato de sédio 50 mM / pH 7,5 acrescido de NaCl 50 mM. Em seguida,
os extratos foram centrifugados por 15 minutos a 6.000 x g a 4° C e o
sobrenadante foi coletado.

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada através do método de
Bradford (1976) com albumina sérica bovina como proteina padréo (0,009-250
ug/mL) e para determinacdo de acUcares totais foi utilizado o método
colorimétrico proposto por Dubois e colaboradores (1956). As analises de
glicose, colesterol e triglicerideos foram realizadas utilizando a metodologia
padrdo dos kits comerciais (Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, BR). Todos os
testes foram realizados em triplicata com tampao fosfato de sédio 50 mM / pH
7,5 acrescido de NaCl 50 mM como controle negativo.

Assim, foram analisados, separadamente, os efeitos bioquimicos dos
insetos que morreram (grupo mortos) e dos que sobreviveram (grupo vivos) apos
24 horas de exposicdo aos Oleos essenciais, utilizando-se como controle
individuos da mesma colbnia expostos apenas a acetona e mantidos em

mesmas condi¢des de meio de cultura e ambiente dos insetos tratados.

2.6 Efeitos dos Oleos essenciais de C. tricolor sobre a reproducéo de T.
castaneum

A avaliacdo dos impactos sobre a reproducao foi realizada por meio da
metodologia adaptada de Lima e colaboradores (2020), através da qual a
capacidade dos insetos de reproduzirem-se apds 28 dias da exposi¢cao por
contato & DLso de OERCT e OEFCT foi avaliada a partir da contagem do numero
de larvas emergidas durante o bioensaio e de adultos vivos ao final dos 28 dias,
sendo o resultado apresentado através da média de larvas emergidas por adulto
vivo de cada grupo (larvas/adulto).

2.7 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS®
statistics (versdo: 28.0.0.0). Apos verificagcao dos parametros de homogeneidade
e normalidade das variancias, foi aplicado o teste de Tukey para comparacgéo de
médias. Em todos os casos, foi considerado nivel de significancia minimo com

valor p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 indices nutricionais de T. castaneum

A partir da analise dos indices nutricionais de adultos de T. castaneum,
72 horas apés a exposicado por contato aos 6leos essenciais de C. tricolor na
dose de 0,923 pg/adulto para OEFCT e 2,193 pg/adulto para OERCT, foi
possivel observar que os grupos tratados apresentaram consumo relativo do
alimento significativamente maior que o grupo controle (p < 0,05), porém sem
aumento de biomassa dos insetos (Figuras 1A e 1B).

Tais dados demonstram que o0s insetos dos grupos tratados tentaram
compensar os efeitos deletérios da exposi¢cao aos 6leos essenciais modificando
seu comportamento em relacdo a ingestédo da dieta, porém esse esfor¢o resultou
em maior gasto de energia ou na reducdo da absorcdo e/ou transporte de
nutrientes da dieta, com baixas eficiéncias na conversdo do alimento ingerido
(Figura 1C) quando comparado ao grupo controle, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos tratados com DLso de OERCT e
OEFCT.
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Figura 1 - indices nutricionais de adultos jovens de T. castaneum apds exposi¢&o

aos o6leos essenciais de C. tricolor.
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A: taxa de consumo do alimento; B: taxa relativa de biomassa do inseto; C: eficiéncia de
conversao do alimento ingerido. Cada grupo teve 10 individuos e cada barra corresponde a
média = a diferenca estatistica de trés repeticdes. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre os grupos pelo teste de Tukey.

Quanto aos indices nutricionais das larvas expostas a dose de 0,151
mg/larva de OEFCT e 0,262 mg/larva de OERCT, observa-se que a exposi¢céo
por contato aos 6leos essenciais ndo provocou alteracdo nos parametros de
consumo relativo e eficacia de conversdo do alimento ingerido, quando
comparadas ao controle (Figuras 2A e 2C), apesar de ter ocorrido uma reducéo

significativa na biomassa dos individuos tratados com OEFCT (Figura 2B).
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Figura 2 - indices nutricionais de larvas de T. castaneum apds exposicdo aos
Oleos essenciais de C. tricolor.
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A: taxa de consumo do alimento; B: taxa relativa de biomassa do inseto; C: eficiéncia de
conversao do alimento ingerido. Cada grupo teve 10 individuos e cada barra corresponde a
média + a diferenca estatistica de trés repeticbes. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre os grupos pelo teste de Tukey.

3.2 Alteracbes metabdlicas de T. castaneum apds ensaio de toxicidade de
contato

Com a finalidade de elucidar os efeitos bioquimicos da exposicdo aos
Oleos essenciais de C. tricolor verificou-se os teores de triglicerideos, colesterol,
acucares totais e glicose para cada 10 pg de proteina dos insetos, o0 que
possibilitou identificar que a exposicdo ao OEFCT resultou hum aumento de
triglicerideos nos adultos jovens que sobreviveram apés 24 horas de exposi¢ao
(182,89 mg/dl), havendo diferenca significativa (p < 0,05) entre este grupo e o
controle (103,48 mg/dl) e entre este grupo e 0s que sobreviveram a exposicao
ao OERCT (69,11 mg/dl), ndo havendo diferenca significativa deste indice entre
0s insetos que sobreviveram e 0s que morreram (155,23 mg/dl) apés exposicéo
ao OEFCT.

No que se refere aos indices de colesterol dos adultos, foi possivel
identificar, quando comparado ao controle (66,48 mg/dl), uma reducao

estatisticamente significativa nos dois grupos expostos ao OEFCT (vivos: 34,50
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mg/dl; mortos: 20,35 mg/dl) e no grupo que morreu em até 24 horas apés
exposicdo ao OERCT (34,10 mg/dl), demostrando uma forte interferéncia nos
indices de colesterol total dos insetos, provocada pela exposicdo aos Oleos
essencias de C. tricolor, mais acentuada na exposi¢cao ao OEFCT (Figura 3B).
Por sua vez, os indices de acuUcares totais e glicose ndo sofreram
alteracao significativa (p > 0,05) pela exposicdo aos Oleos essenciais de C.
tricolor, podendo esses indices ndo estarem relacionados com os efeitos toxicos

dos Oleos sobre o T. castaneum na fase adulta (Figuras 3C e 3D).

Figura 3 - Perfil bioquimico total de adultos de T. castaneum expostos aos 0leos

essenciais de C. tricolor.
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A: triglicerideos totais; B: colesterol total; C: aclcares totais; D: glicose total. Cada barra indica a
média + diferenca estatistica de trés repeticdes. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre os grupos utilizando o teste de Tukey.

As larvas mostraram-se mais sensiveis as alteracdes bioquimicas
provocadas pela exposi¢cao por contato aos 6leos essenciais de C. tricolor, uma
vez que foram observadas alteracdes significativas nos indices de triglicerideos,
colesterol e glicose 24 horas ap0s exposi¢cdo a DLso, quando comparados ao

grupo controle.
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O indice de triglicerideos (Figura 4A) mostrou-se elevado nas larvas
mortas apos exposicdo ao OEFCT e OERCT (478,07 mg/dl e 577,12 mg/dl,
respectivamente) quando comparado ao controle (134,36 mg/dl), enquanto o
indice de colesterol total (Figura 4B) mostrou-se significativamente elevado tanto
nas larvas que morreram apos exposicdo ao OERCT (276,98 mg/dl) e OEFCT
(269,35 mg/dl) quanto naquelas que sobreviveram ap0s exposicdo ao OERCT
(236,69 mg/dl), com aumento médio de 431% nesses grupos em relagdo ao
grupo controle (49,15 mg/dl).

Quanto ao indice de glicose, observa-se o mesmo padrdo de aumento
NOs grupos mortos em até 24 horas apos a exposi¢cao ao OEFCT (240,58 mg/dl)
e OERCT (210,06 mg/dl) e no grupo de larvas que sobreviveram ap0s exposicao
ao OERCT (202,02 mg/dl), tendo o grupo controle apresentado indice de
colesterol de 122,23 mg/dl (Figura 4D). Porém, ndo foi observada alteragédo
estatisticamente significativa (p > 0,05) nos indices de acucares totais dos
grupos tratados com 0Oleos essenciais de C. tricolor quando comparado ao grupo

nao tratado (Figura 4C).

Figura 4 - Perfil bioguimico total de larvas de T. castaneum expostos aos 6leos

essenciais de C. tricolor.
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Tais dados, associados aos indices nutricionais das larvas tratadas,
reforcam que a exposicdo aos Oleos essenciais de C. tricolor provocam
diferentes alteracbes metabdlicas no T. castaneum a depender do estagio de
vida desse inseto e de suas caracteristicas fisioldgicas de absor¢ao e biossintese

de lipidios e carboidratos a partir da dieta.

3.3 Efeitos sobre areproducao de T. castaneum ap0s ensaio de toxicidade
de contato

Vinte e oito dias apoés a realizacéo do bioensaio de toxicidade de contato,
através da exposicao a dose de OEFCT de 0,923 pg/adulto e & dose de OERCT
de 2,193 pg/adulto, correspondentes as doses letais de 50% (DLso) para
exposicdo em 24 horas, nao foi observada diferengca estatisticamente
significativa entre os grupos tratados e o grupo controle (p > 0,05), o que indica
auséncia de efeitos sobre a reproducdo do T. castaneum provocados pela

exposi¢do aos 0Oleos essenciais de C. tricolor (Figura 5).

Figura 5 — Média de larvas de T. castaneum emergidas 28 dias apds a exposicao

aos o6leos essenciais de C. tricolor.
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4 DISCUSSAO

Quanto a avaliacao dos indices bioquimicos de T. castaneum, esse foi o
primeiro estudo a avaliar as altera¢cdes metabdlicas relacionadas a triglicerideos,
colesterol e acucares totais apds exposicdo a 6leos essenciais de plantas em
Coleopteros e os resultados apontaram uma reducédo significativa nos niveis de
colesterol nos insetos adultos tratados com Oleos essenciais de C. tricolor,
guando comparados ao grupo controle, indicando uma forte relacdo desta
alteracdo metabdlica com a toxicidade desses 0leos essenciais, uma vez que 0S
grupos que apresentaram maior toxicidade por contato também foram aqueles
gue apresentaram maior reducao dos indices de colesterol.

O colesterol possui um papel essencial no desenvolvimento dos insetos,
por estar relacionado com a estabilidade e arquitetura das membranas
plasméaticas e por atuar como precursor de outros metabdlitos, a exemplo de
hormoénios esteroides e vitamina D. Porém, os insetos ndo sdo capazes de
produzir o colesterol de forma enddgena, em virtude da auséncia de enzimas
chaves para a sintese desse, e dependem das fontes dietéticas para obter o
colesterol de forma exdgena e garantir o crescimento, desenvolvimento e
reproducédo normais (PERERA; WIJERATHNA, 2019).

Em virtude da necessidade de captar colesterol de suas plantas
hospedeiras, essa via Unica de absorc¢édo, transferéncia e acimulo de colesterol
no corpo é critica para 0s insetos e a literatura descreve o envolvimento
indispenséavel da proteina transportadora de esterol 2 (SCP-2) na absorcao e
transporte de esteroides, uma vez que essas proteinas sdo responsaveis pelo
transporte intracelular do colesterol, do lado luminal para o lado basal do epitélio
do intestino médio ou de goticulas de lipidios para a membrana citoplasméatica
no corpo gorduroso de insetos (JING; BEHMER, 2020; LARSON et al., 2008).

Assim, a inibicdo da ligacdo do colesterol a SCP-2 afeta efetivamente a
absorcéo de colesterol e o0 metabolismo em insetos (MA et al., 2015). De modo
gue, os inibidores de SCP-2 (ISCPs) possuem atividade larvicida comprovada
contra os insetos Aedes aegypti, Aedes albopictus e Manduca sexta, ou ainda
podem interferir nos mecanismos de resisténcia do mosquito Culex
guinquefasciatus ao inseticida permetrina (KIM; WESSELY; LAN, 2005;
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LARSON et al., 2008; LI; LAN; LIU, 2009; KUMAR et al., 2010; FRANCA et al.,
2020).

Franca e colaboradores (2020), ao analisarem o potencial inseticida dos
Oleos essenciais de Piper capitarianum contra Aedes aegypti e Aedes albopictus,
identificaram que as moléculas de trans-cariofileno e humuleno, presentes nos
Oleos dessa planta, foram capazes de inibir a AeSCP-2 (Aedes aegypti sterol
carrier protein-2) por possuir afinidade pelo sitio ativo dessa enzima, indicando
gue Oleos essenciais que contenham altas concentracdes de cariofileno e
humuleno possuem boa atividade inseticida.

Apesar de nao terem sido encontrados estudos acerca da funcédo e
especificidade das SCP-2 no crescimento, desenvolvimento e reproducao de T.
castaneum, os resultados deste estudo apontam para a hip6tese de haver
relacdo entre a reducdo da absorcdo de colesterol e a toxicidade dos 6leos
essenciais de C. tricolor, a partir da inibicdo de proteinas transportadoras de
esterol.

Em adicdo, tem-se que os adultos dos grupos tratados alteraram seu
padrdo de consumo de alimento aumentando a taxa de consumo relativo,
guando comparado ao controle, porém sem haver conversdo em aumento de
biomassa. Tais resultados apontam fortemente para a hipotese de que os 6leos
essenciais de C. tricolor sdo capazes de interferir na absorgao, transferéncia e
acumulo de colesterol no corpo do inseto, de modo que esses aumentam 0
consumo do alimento na tentativa de compensar esse efeito deletério dos 6leos
essenciais.

A literatura aponta metodologias promissoras para esclarecer essa
hipbtese, como a expresséo e purificacdo de proteinas SCP-x e SCP-2 para
posterior analise da intensidade de ligacdo dessas proteinas por meio de ensaio
de deslocamento de fluorescéncia com sonda 1,8-ANS, através da qual foi
possivel identificar compostos que inibiram o crescimento de larvas de
Spodoptera litura, ou ainda para analise de fluorescéncia com colesterol NBD,
gue permitiu a identificacdo de inibidores de AeSCP-2 (KIM; WESSELY; LAN,
2005; ZHANG et al., 2014).

Neste estudo, as larvas de T. castaneum apresentam padrao de resposta
metabolica diferente dos adultos, quando expostas aos 6leos essenciais de C.

tricolor, uma vez que se identificou elevacdo dos niveis de colesterol,
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triglicerideos e glicose nos individuos que morreram apds exposicdo aos 6leos
essenciais e aumento de colesterol e glicose naqueles que sobreviveram a
exposi¢do ao 6leo essencial de ramos, com pouca ou nenhuma alteracdo dos
parametros nutricionais.

Em estudo desenvolvido por Jouni, Zamora e Wells (2002), com a
finalidade de descrever a absorcédo e distribuicdo tecidual de colesterol na
espécie Manduca sexta, os autores evidenciaram que, mesmo na auséncia de
consumo de colesterol dietético na fase de pupa, ocorre um aumento de
colesterol no organismo desse inseto, o que indica que a fonte desse aumento é
0 corpo gorduroso, pois estudos anteriores apontaram que no estagio larval
dessa mesma espécie o0 corpo gorduroso é convertido de um armazenamento
de lipidios para um 6rgao mobilizador de lipidio em condi¢Bes adversas.

O corpo gorduroso dos insetos possui origem embrionaria e caracteriza-
se por ser um orgao do metabolismo intermediario, sendo reconhecido como o
principal local de armazenamento de reservas, como lipidios, carboidratos e
proteinas, principalmente no estagio larval, onde o excesso de nutriente ingerido
fica armazenado nesse 6rgéo para ser mobilizado em momento de alta demanda
energética (FERREIRA; TOMOTAKE; CONTE, 2011).

Além da mobilizacdo de colesterol descrita por Jouni, Zamora e Wells
(2002), o corpo gorduroso também fornece glicose, que é armazenada na forma
de glicogénio e pode ser prontamente degradada sob demanda para ser utilizada
como combustivel glicolitico, e triglicerideos, que sao sintetizados a partir de
acidos graxos e em momento de demanda energética sdo acessados por meio
de acao coordenada das lipases (ARRESE; SOULAGES, 2010).

Essas trés fontes energéticas, acessadas pelo inseto através do corpo
gorduroso em situacOes de alta demanda, mostraram-se elevadas em larvas de
T. castaneum expostas aos 6leos essenciais de C. tricolor, demostrando que os
efeitos deletérios desses 0Oleos provocaram maior demanda metabdlica na
tentativa de manter as fungdes vitais desses individuos. Porém, essa capacidade
de acessar as reservas energéticas do corpo gorduroso ndo se fez presente na
fase adulta. Dado esse que corrobora os achados de Hashem e colaboradores
(2020), que apontam uma reducdo significativa nos indices de glicose dos
individuos adultos de T. castaneum quando expostos a nanoemulsdes de 6leo

essencial de Pimpinella anisum.
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Porém, mesmo 0 acesso a essas fontes energéticas ndo impediu a
mortalidade de larvas nos ensaios de toxicidade de contato com 0leos essenciais
de C. tricolor, demonstrando que outros mecanismos podem estar sendo
somados a esse para provocar a mortalidade desse inseto. Isso reforca que os
diversos compostos presentes nos 0leos essenciais atuam de forma sinérgica
para promover o potencial inseticida, mostrando a relevancia desses produtos
para o gerenciamento de resisténcia dos insetos, pois a resisténcia a cada
inseticida é codificada por um Unico gene e, embora a resisténcia poligénica seja
comum, as falhas de controle sdo principalmente devido a genes principais
unicos (SOUTH; HASTINGS, 2018).

No que se refere aos efeitos sobre a reproducéo, os resultados deste
estudo apontaram que os 0leos essenciais de C. tricolor ndo exercem influéncia
significativa sobre a reprodugdo dos insetos que sobreviveram a exposi¢cédo de
contato a DLso. Esse fato pode estar associado a auséncia de impactos sobre os
niveis de triglicerideos desses insetos em ensaio de toxicidade de contato, uma
vez que os triglicerideos representam mais de 90% dos lipidios armazenados no
corpo gorduroso, sendo essenciais para a reproducao dos insetos (ARRESE;
SOULAGES, 2010).

5 CONCLUSAO

Os Oleos essenciais de ramos e folhas de C. tricolor provocaram
diferentes alteracdes nos aspectos nutricionais e metabdlicos de T. castaneum,
a depender do estagio de vida desse inseto, porém sem efeitos sobre a
reproducdo. Os efeitos tdxicos em adultos parecem estar relacionados com a
inibicdo de captacdo de colesterol, repercutindo em aumento do consumo de
alimento, que néo é convertido em aumento de biomassa.

As larvas apresentam aumento significativo nos niveis de colesterol,
triglicerideos e glicose, demonstrando que os efeitos deletérios da exposi¢cdo aos
Oleos essenciais resultaram em maior demanda metabdlica para manter a
homeostase desse inseto, provavelmente provocando o acesso as fontes
energéticas armazenadas no corpo gorduroso, mas isso ndo impediu a
mortalidade. Dessa forma, os Oleos essenciais de C. tricolor mostram-se

promissores para o controle de T. castaneum em produtos armazenados, uma
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vez que mais de um mecanismo de acao pode estar envolvido em seu potencial

inseticida.
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4 CONCLUSAO

A espécie C. tricolor produz éleos essenciais de coloragcdo amarelo-
limpido, com maior acimulo em folhas, e ricos em sesquiterpenos, em especial
Cariofileno, Espatulenol e y-Elemeno para folhas e Guaiol, B-Elemeno e
Dihidroagarofurano para ramos, quando extraidos por hidrodestilacéo.

Os Oleos essenciais dessa espécie vegetal apresentam elevado
percentual de repeléncia contra T. castaneum. O 6leo de folhas apresentou o
mais alto percentual de repeléncia, equiparando-se ao repelente comercial
DEET.

A sobrevida de T. castaneum nas fases de larva e adulto é reduzida apés
exposi¢ado por contato aos 6leos essenciais de C. tricolor, demostrando que eles
apresentam potencial inseticida contra esse inseto-praga, sendo os adultos mais
suscetiveis aos efeitos toxicos dos Oleos essenciais.

A exposicdo por contato aos Oleos essenciais provoca alteracdes
nutricionais e metabdlicas distintas em larvas e adultos de T. castaneum. O
potencial inseticida em adultos parece estar relacionado com a inibicdo de
captacao de colesterol, enquanto nas larvas ocorre um aumento da demanda
metabolica provavelmente provocando acesso as reservas energéticas do corpo
gorduroso.

Apesar das alteracdes metabdlicas distintas, a exposi¢cdo por contato aos
Oleos essenciais de C. tricolor provocou a mortalidade de adultos e larvas,
permitindo inferir que mais de um mecanismo de acdo pode estar relacionado
com os efeitos toxicos dos Oleos essenciais.

Dessa forma, os o6leos essenciais de C. tricolor mostram-se como
alternativa promissora para o0 controle de T. castaneum em produtos
armazenados e sua biodisponibilidade pode ser favorecida através da técnica de
encapsulamento, visando promover uma liberacdo controlada e aumentar a
duracédo de sua acgao.

A tais resultados soma-se o fato de que, na busca por patentes de
produtos inseticidas contra T. castaneum, identificou-se uma tendéncia de
mercado para a procura de inseticidas de origem natural e com baixo impacto
para o meio ambiente e saude humana, apesar de ser uma area pouco explorada

para o controle desse inseto-praga.
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APENDICE 1 — RELATORIO DESCRITIVO DA PATENTE DE INVENCAO
PARA “PROCESSO E USO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE CROTON
TRICOLOR KLOTZSCH EX BAILL. (SACATINGA), PERTENCENTE A
FAMILIA EUPHORBIACEAE, EM FORMULACOES COM FINS INSETICIDA E
REPELENTE”.

1- TITULO DA INVENCAO:

Uso dos d4leos essenciais de Croton tricolor Klotzsch ex Baill. (Sacatinga),
pertencente a familia Euphorbiaceae, em formulagbes com fins inseticida e

repelente.

2- OBJETO DA INVENCAO: (descrever de forma sucinta do que trata a invencio)
OBS: Colocar as referéncias bibliograficas completas dentro do proprio texto, ex:

“...conforme estudado por fulano de tal (de tal, fulano. titulo da obra. ano)...”

A presente invencao refere-se ao emprego dos 6leos essenciais de folhas e
ramos de Croton tricolor Klotzsch ex Baill. (Sacatinga), pertencente a familia
Euphorbiaceae, em formulagbes com fins ovicida, larvicida, pupicida, adulticida,
inseticida e repelente contra todos os estagios de Tribolium castaneum. As solucdes
podem ser preparadas na forma de aerossol, solu¢fes liquidas, pastas, géis, cremes,
suspensoes, impregnados em suportes fisicos para liberacdo eletronica e através de
dispositivos de queima e liberacdo por calor e podem estar associadas ou n&o a outros

compostos inseticidas naturais e/ou sintéticos e a adjuvantes e veiculos.

3- PROBLEMA QUE A INVENCAO SE PROPOE A RESOLVER (toda invencéo deve

resolver um problema técnico existente, procurar explicar esse problema)

Dentre as pragas de insetos, o Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae)
€ uma das principais por causar danos quantitativos e qualitativos aos produtos pos-
colheita, gerando prejuizos de centenas de milhGes de ddlares em diversos setores
econdmicos em todo o mundo. Além de apresentar alta adaptabilidade, principalmente
em ambientes com alta umidade, e expressiva resisténcia aos inseticidas sintéticos ao
longo dos anos (AJAHA, A.; BOUAYAD, N.; AARAB, A.; RHARRABE, K. Effect of 20-
Hydroxyecdysone, a Phytoecdysteroid, on Development, Digestive, and Detoxification

Enzyme Activities of Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae). Journal of Insect
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Scienc.v. 19, n. 5, p. 18-23. 2019.; ALCALA-OROZCO, M. et al. Repellent and Fumigant
Actions of the Essential Oils from Elettaria cardamomum (L.) Maton, Salvia officinalis
(L.) Linnaeus, and Lippia origanoides (V.) Kunth Against Tribolium castaneum and
Ulomoides dermestoides. Journal of Essential Oil Bearing Plants. 2019 DOI:
10.1080/0972060X.2019.1585966; OPIT, G. P. et al. Phosphine Resistance in Tribolium
castaneum and Rhyzopertha dominica From Stored Wheat in Oklahoma. Journal of
economic entomology, v. 105, n. 4, p. 1107-1114. 2012).

No mais, as infestagcfes de produtos armazenados por T. castaneum geralmente
estdo associadas a fungos de armazenamento, particularmente Aspergillus flavus, que
liberam toxinas, a exemplo da aflatoxina B1, que induz a geragao de radicais livres no
corpo, contribuintes para desenvolvimento de doengas caridiovasculares,
neurodegenerativas e cancer. De modo que, o consumo de alimentos contaminados
representa um risco a saude do ser humano e de outros animais (UPADHYAY, N. et al.
Essential Oils as Eco-friendly Alternatives to Synthetic Pesticides for the Control of
Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae). Journal of Essential Oil
Bearing Plants. 2018. DOI: 10.1080/0972060X.2018.1459875).

Este inseto, também conhecido como besouro de farinha vermelha, é uma praga
cosmopolita, dificil de controlar, uma vez que explora fissuras, fendas e refagios dentro
dos equipamentos ou na estrutura dos edificios, sendo extremamente necessaria a
identificacdo de alternativas seguras, ecoldogicas e eficazes para o seu controle
(HASSAM, A. M.; SILEEM, T. M.; HASSAM, R. S. Verificacdo da irradiacado atmosférica
no plasma como método alternativo de controle para Tribolium castaneum (Herbst).
Revista Brasileira de Biologia. Ahead of print. 2019).

Neste contexto, a presente invenc¢ao refere-se a uma nova estratégia de controle
deste inseto praga, a partir da utilizacdo dos 6leos essenciais da espécie Croton tricolor
Klotzsch ex Baill., pertencente a familia Euphorbiaceae, em formulacdes com fins

inseticida e repelente.

4- CAMPO DE ATUACAO (situar a area de atuacio da patente)

A presente invengédo destina-se ao controle seguro, biodegradavel, nao téxico e
de baixo custo do inseto praga T. castaneum, através da utilizacdo dos 6leos essenciais
de C. tricolor em formulagcbes com fins inseticida e repelente, em substituicdo aos

demais inseticidas e repelentes quimicos sintéticos.
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5- ESTADO DA TECNICA (descrever, com fundamentag&do em artigos e principalmente
em patentes, qual o estado atual da técnica, mostrando qual problema a patente ira

resolver. Enfatizar os pontos fracos da técnica existente)

Na ultima década, observou-se um aumento expressivo no uso de inseticidas
guimicos sintéticos para o controle de pragas agricolas e, consequentemente, uma
preocupacdo geral sobre os impactos negativos para o ambiente e para a saude
humana decorrentes da utilizacdo desses produtos, a exemplo do efeito adverso nos
ecossistemas, seu acumulo no meio ambiente e a evolucéo da persisténcia de pragas
(BERINE, F. et al. Microbial and viral chitinases: attractive biopesticides for integrated
pest management. Biotechnology Advance, v. 36, n. 1, p. 818-838. 2018).

Com relacdo aos Inseticidas de origem natural, estes tém sido amplamente
estudados pois ndo causam efeito altamente toxico em aplicadores, ndo deixam
residuos nocivos nos graos, e nao contribuem para o surgimento de resisténcia em
insetos, como comumente ocorre através do uso de agentes quimicos sintéticos
(ALTIERI, M; SILVA E. N.; NICHOLLS, C. O. Papel da biodiversidade no manejo de
pragas. Ribeirdo Preto: HOLOS, p. 226, 2003). Entre estes, a atividade inseticida dos
Oleos essenciais (OE) tem sido descrita contra algumas ordens de insetos.

As plantas evoluiram em resposta aos herbivoros e parasitas, de modo que
formaram compostos quimicos, denominados OE, que ndo desempenham papel
essencial na fisiologia ou no metabolismo dessas, mas desempenham papel relevante
na interacdo com seus inimigos. Esses OE sdo compostos volateis, complexos e
naturais, geralmente odorificos, extraidos de folhas, raizes, cascas e sementes de
plantas aromaticas, que consistem em alcaldides, terpenos, polifendis, glicosideos
cianogénicos e outros (UPADHYAY, N. et al. Essential Oils as Eco-friendly Alternatives
to Synthetic Pesticides for the Control of Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae). Journal of Essential Oil Bearing Plants. 2018. DOI:
10.1080/0972060X.2018.1459875).

Algumas plantas biossintetizam OE, que afetam diretamente os processos
bioguimicos dos insetos, podendo interromper o processo de morfogénese por sua
neurotoxicidade, ou agindo como reguladores de crescimento e interferindo no
metabolismo basico e na fisiologia dos insetos, além de poderem repelir os insetos e
impedir a ovoposic¢ao e a emergéncia de adultos (PAJARO-CASTRO, N.; CABALERRO-
GALLARDO, K.; OLIVERO-VERBEL, J. Neurotoxic Effects of Linalool and B-Pinene
onTribolium castaneum Herbst. Molecules. v. 22, n. 2052, p. 1-12. 2017).

Dentre essas plantas encontram-se as do género Croton, sobre as quais existem

diversos estudos apontando o potencial inseticida e repelente dos OE contra algumas
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espécies de insetos, como Nasutitermes corniger, Sitophilus zeamais, Aedes aegypti,
Anopheles arabiensis e outros (LIMA, J. K. A. et al. Biotoxicity of some plant essential
oils against the termite Nasutitermes corniger (Isoptera: Termitidae). Industrial Crops
and Products, v. 47. 2013; SANTOS, P. E. M. et al. Contact toxicity of essential oil of
Croton pulegiodorus Baill on Sitophilus zeamais Motschulsky. Rev.Caatinga, v. 32, n. 2,
p. 329-335. 2019; MAVUNDZA, E. J. et al. Larvicidal activity against Anopheles
arabiensis of 10 South African plants that are traditionally used as mosquito repellents.
South African Journal of Botany, v. 88. 2013; LIMA, G. P. G. et al. Further insecticidal
activities of essential oils from Lippia sidoides and Croton species against Aedes aegypti
L. Parasitol res. v. 112. 2013). Croton tricolor Klotzsch ex Baill., € uma espécie
pertencente a familia Euphorbiaceae, que se mostra promissora para o0
desenvolvimento de biotecnologias com essa finalidade por apresentar um OE
reconhecidamente n&o toxico para mamiferos (FRANCA-NETO, A. et al. Essential Oil
of Croton argyrophylloides: Toxicological Aspects and Vasorelaxant Activity in Rats.
Natural Product Communications. v. 7, n. 10. 2010).

Sobre as perspectivas biotecnolégicas do uso de OE, destaca-se a possibilidade
de atuarem como bioinseticidas e repelentes, atuando no controle de insetos. Neste
sentido, algumas deposi¢des patentarias demonstraram a eficicia de composi¢des a
base de OE de plantas para fins inseticida e repelente para alguns insetos-alvos, a
exemplo das deposi¢des patentarias n°® BR 102017007359-9, que revelou potencial
inseticida e repelente do OE de Morinda citrifolia Linn (Noni) contra Aedes aegypti, n®
BR 102016012050-0, acerca de método para controlar ou eliminar formigas cortadeiras
do género Atta (Hymenoptera: Formicidae) a base de OE de Lippia sidoides
(Verbenaceae), e n°® KR2020064889-A; KR2123580-B1, que se refere a utilizacdo de
um blend de OE de plantas para prevenir pulgfes de algodéo.

Na literatura, alguns trabalhos sugerem a utilizacdo de estratégias
biotecnoldgicas no combate ao inseto praga T. castaneum, foco dessa invencéo, dos
quais se destacam os pedidos de patente: BR 10 2019 0174757, que descreve
preparagdes com atividade inseticida obtida a partir de extratos vegetais das sementes
da espécie Crotalaria stipularia; e BR 10 2020 006006 6, que retrata a obtencédo de
inseticida a partir do colmo de Guadua angustifélia Kunth.

Porém, ressalta-se que nao foram encontrados pedidos de patente nas bases do
INPI, Espacenet e Derwent Innovation Index relacionadas ao uso de formulagfes a base

de OE de plantas como inseticidas contra T. castaneum.
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6- DESCRICAO DA ABORDAGEM DO PROBLEMA TECNICO (fazer, se possivel

guadro comparativo dos principais problemas e solu¢des)

PROBLEMAS IDENTIFICADOS

SOLUCOES PROPOSTAS POR ESTA
INVENCAO

Prejuizos econbmicos e em saude
oriundos da infestacdo de produtos
armazenados pelo inseto praga Tribolium
castaneum.

Disponibilizacdo de nova estratégia de
controle deste inseto praga a partir de
formulagdes contendo 6leos essenciais
de C. tricolor.

Resisténcia do T. castaneum a alguns

Disponibilizacdo de novo bioinseticida e

inseticidas quimicos sintéticos repelente, que nao contribui para o
surgimento de resisténcia em insetos,
como alternativa aos inseticidas quimicos
sintéticos

Disponibilizacdo de bioinseticida e
repelente biodegradavel e nao téxico.

Inseticidas quimicos sintéticos promovem
contaminacdo do solo e dos gréos
através da deposicdo de liangs nocivos,
além do efeito altamente téxico em
aplicadores.

7- DESCRICAO DAS FIGURAS (listar explicando cada desenho, grafico ou fluxograma)

Figura 1: Atividade repelente do 6leo essencial de Croton tricolor contra adultos
de T. castaneum em diferentes tempos de exposicao. Apresenta-se o resultado do 6leo
essencial de folhas de C. tricolor (OEFCT) e do 6leo essencial de ramos de C. tricolor
(OERCT), na qual o simbolo * apresenta diferenga significativa entre meio tratado e nao
tratado (p < 0,05) de acordo com teste ndo paramétrico Wilcoxon.

Figura 2: Mortalidade de T. castaneum em ensaio de toxicidade de contato por
tempo ap0s exposicdo. Apresenta-se o resultado do 6leo essencial de folhas de C.
tricolor (OEFCT) e do 6leo essencial de ramos de C. tricolor (OERCT), na qual C =
concentracao; M = Mortalidade; DP = desvio padrao; x* = qui-quadrado; DF = degrees
of freedom; * = significancia (p < 0,05).

Figura 3: Mortalidade de T. castaneum em ensaio de toxicidade de contato 72
horas ap6s exposicdo. A: mortalidade apds exposicao ao 6leo essencial de ramos de C.
tricolor; B: mortalidade apds exposicdo ao 6leo essencial de folhas de C. tricolor. As
barras correspondem a média + a diferenca estatistica das trés repetigdes. O simbolo *
indica diferenca significativa entre grupo tratado e controle pelo teste qui-quadrado.

Figura 4: Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier demonstrando o efeito dos
Oleos essenciais de C. tricolor sobre adultos de T. castaneum. Taxas de sobrevivéncia
de insetos tratados e ndo tratados com Oleo essencial e mantidos por 72 horas em

farinha de trigo. A: mortalidade apds exposicéo ao éleo essencial de ramos de C. tricolor
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(OERCT); B: mortalidade apds exposicdo ao 6leo essencial de folhas de C. tricolor
(OEFCT).

Figura 5: Toxicidade de contato dos 6leos essenciais de C. tricolor contra T.
castaneum ap0s 24, 48 e 72 horas de exposicdo. Apresenta-se o resultado do 6leo
essencial de folhas de C. tricolor (OEFCT) e do 6leo essencial de ramos de C. tricolor
(OERCT), na qual LD50 = dose letal que mata 50% dos organismos de teste; LD90 =

dose letal que mata 90% dos organismos de teste; ¥2 = qui-quadrado; IC = intervalo de

confianca.

8- DESCRICAO DA TECNICA (descrever DETALHADAMENTE a técnica da proposta

apresentada, de forma a permitir a reproducdo, com todas as suas variacdes)

A presente invencao refere-se ao emprego dos 6leos essenciais das folhas e
ramos de Croton tricolor Klotzsch ex Baill., conhecida popularmente no sertdo brasileiro
como Sacatinga, em formulacbes com fins ovicida, larvicida, pupicida, adulticida,
inseticida e repelente contra todos os estagios de Tribolium castaneum, apresentando-
se como alternativa promissora aos inseticidas quimicos sintéticos no manejo de pragas
agricolas.

A composicao da invengdo pode incluir também a utilizacdo destas formulagbes
na forma de aerossol, solu¢des liquidas, pastas, géis, cremes, suspensoes,
impregnados em suportes fisicos para liberacéo eletrénica e através de dispositivos de
gueima e liberacdo por calor e podem estar associadas ou ndo a outros compostos
inseticidas naturais e/ou sintéticos e a adjuvantes e veiculos ou outra composi¢ao
industrialmente aceitavel. A invencdo poderd ser utilizada em ambiente interno e
externo, residencial e comercial e/ou instalagfes rurais.

Os Oleos essenciais podem ser conservados sob refrigeragdo, no intervalo
térmico entre -1°C a -4°C e protegido da luz, para aplicacdo posterior, seja com objetivo
repelente ou inseticida.

Assim, 0s passos seguintes sdo pertinentes aos experimentos realizados na
obtencdo dos Oleos essenciais e as técnicas analiticas de sua atividade repelente e

inseticida.

Coleta do material vegetal

Ramos e folhas da espécie C. tricolor foram coletados de diferentes espécimes
no Assentamento Gastone Beltréo, localizado no municipio Olho Dagua do Casado no
estado de Alagoas, coordenadas geogréficas 9°30'59.7"S 37°50'56.4"W.
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A amostra vegetal coletada foi armazenada sob refrigeracdo em saco plastico
com Zip Lock e conduzida ao Laboratério de Farmacognosia do Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas no qual foi feita a separacéo de
ramos e folhas. Posteriormente, a amostra foi triturada separadamente e mantida em

refrigeracdo até extracdo dos Oleos essenciais (OE).

Identificacdo da espécie Croton tricolor

Apés a coleta de ramos e folhas, necessaria para realizacdo das analises iniciais,
separou-se uma amostra da espécie vegetal para testes de identificacao e disposi¢ao
de exemplar no repositério do Herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente (IMA) do
estado de Alagoas. A planta selecionada apresentava todas as estruturas morfolégicas
(ramos, folhas, flores e frutos) necessarias para o processo de identificacdo, com
registro MAC n° 64999.

Extracdo dos 0Oleos essenciais

As amostras trituradas da espécie C. tricolor foram submetidas a hidrodestilacéo
em equipamento Clevenger para extracdo dos OE. O inicio da destilacdo foi marcado
pela ebulicdo do solvente (agua) e teve duragdo de cinco horas. A fase oleosa foi
separada da fase aquosa utilizando um funil de separacgéo e a 4gua residual foi removida
adicionando sulfato de sédio anidro. Os Oleos essenciais foram armazenados em

frascos de vidro &mbar e mantidos em freezer (-1°C a -4°C).

Insetos

Adultos néo-sexados de Tribolium castaneum (Herbst. 1797) (Coleoptera:
Tenebrionidae) foram coletados da cultura mantida pelo Laboratério de Bioquimica
Metabélica do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas,
na qual os mesmos foram criados em meio de cultura de farinha de trigo (umidade: 72%
a 76%, temperatura: 23°C a 29°C, ciclo claro-escuro: 12 horas). Os insetos utilizados

em todos os experimentos foram adultos jovens (até 07 dias).

Teste de repeléncia

A avaliacéo do potencial de repeléncia dos OE de C. tricolor contra T. castaneum
foi desenvolvida com base no método de preferéncia de &rea proposto por BACCARI et
al. (BACCARI, Wiem; et al. Composition and insecticide potential against Tribolium
castaneum of the fractionated essential oil from the flowers of the Tunisian endemic

plant Ferula tunetana Pomel ex Batt. Industrial crops e products, v. 143. 2020). Para
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tanto, os 6leos essenciais de ramos e folhas foram colocados em discos circulares de 9
cm de papel filtro, cortados em semicirculos.

Foi preparada uma solucao de 4 uL de OE diluidos em 1 ml de acetona e uma
medida de 0,5 ml da solucao foi distribuida uniformemente no primeiro semicirculo,
resultando numa concentragao aproximada de 0,12 uL/cm?, e a outra metade foi
mergulhada em 0,5 ml de acetona, atuando como controle.

Os papéis filtro foram secos por 10 minutos e fixados no fundo de uma placa de
Petri com o auxilio de fita dupla face. Entao, 20 insetos adultos jovens foram depositados
no meio do disco de papel filtro e o numero de insetos em cada metade foi registrado
apos 15, 30, 60 e 120 minutos. O teste foi realizado em cinco réplicas.

O Percentual de Repeléncia (PR) em cada tempo foi calculado pela seguinte
formula:

PR (%) = [(Nc = Nt)/(Nc + Nt)] x 100, onde Nc refere-se ao nimero de adultos
no semicirculo controle e Nt ao nimero no semicirculo tratado com OE. Os valores
obtidos no teste foram analisados com base nas classes de PR propostas por
McDonald, Guy e Speirs (MCDONALD, L. L.; GUY, R. H., SPEIRS, R. D. Preliminary
evaluation of new candidate materials as toxicants, repellents, and attractants against
stored-product insects. USDA Marketing Research Report No. 882. Agricultural
Research Service, US Department of Agriculture., Washington, DC, USA, 1970), sendo
elas: 0 ->de -0,1% a < 0,1%; | — de 0,1 a 20%; Il — de 20,1 a 40%; Il — de 40,1 a 60%;
IV —de 60,1 a 80% e V — de 80,1 a 100%.

Bioensaio de toxicidade de contato

Para o desenvolvimento do bioensaio de toxicidade de contato contra T.
castaneum, adultos jovens foram tratados com concentracbes de 1, 2,5, 5, 7,5 e 10%
de OE de folhas e 1, 5, 10, 15 e 20% do OE de ramos de C. tricolor. Dez insetos foram
coletados em placas de Petri e mantidos no freezer por 1 minuto, a fim de reduzir a
mobilidade dos mesmos e tornar seu manuseio mais facil (DEB, M.; KUMAR, D.
Bioactivity and efficacy of essential oils extracted from Artemisia annua against Tribolium
casteneum (Herbst. 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae): An eco-friendly approach,
Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 189. 2020).

Preparou-se a solugao de OE diluido em acetona e uma aliquota de 2,0 uL desta
solucao foi aplicada topicamente a regido mesotoracica dos insetos. Apds 2 minutos da
exposicao eles foram transferidos para recipientes plasticos contendo farinha de trigo
como meio de cultura e a mortalidade foi registrada em 24, 48 e 72 horas, para
identificacdo de LD50 e LD90. Por sua vez, o controle do ensaio foi realizado com

acetona em mesma metodologia e cada teste foi realizado em triplicata.
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9- RESULTADOS OBTIDOS (colocar resultados obtidos, com graficos e figuras, que

justifiqguem a patente)

Potencial de repeléncia dos 6leos essenciais

A partir da metodologia de preferéncia de area foi possivel identificar que os OE
de C. tricolor, numa concentragao aproximada de 0,12 pyL/cm?, apresentaram potencial
de repeléncia contra T. castaneum em todos os tempos de exposi¢cado com classe de PR
variando de IV a V, sendo o 6leo essencial de folhas da C. tricolor (OEFCT) responsavel

por maior PR, obtendo classe V em 30 e 60 minutos apés exposi¢éo (figura 1).

Toxicidade de contato dos 6leos essenciais

O ensaio de toxicidade de contato com 0Oleo essencial de folhas e ramos de C.
tricolor em concentragdo de 1, 2,5,5,7,5e 10% e 1, 5, 10, 15 e 20%, respectivamente,
permitiu identificar potencial inseticida contra adultos de T. castaneum em 24, 48 e 72
horas apés exposi¢cao. De modo que, o 6leo essencial dos ramos de C. tricolor (OERCT)
atingiu 100% de mortalidade apds 72 horas na concentracao de 20% (figura 2) e OEFCT
apresentou 96,7% de mortalidade apdés o mesmo periodo na concentracdo de 10%
(figuras 3), demostrando significativa reducéo na sobrevivéncia dos insetos nos grupos
tratados com OE de C. tricolor quando comparada com a sobrevivéncia do grupo nao
tratado (figura 4).

A comparacgdo do percentual de mortalidade de T. castaneum 72 horas apos
exposicao aos dois 6leos essenciais de Croton tricolor mostrou que o OEFCT provoca
maior mortalidade com uma concentragéo final menor que a do OERCT. Tal dado é
ratificado pelos valores de LD50/LD90, os quais mostram que o T. castaneum € mais

sensivel ao OEFCT em ensaio de toxicidade de contato (figura 5).

10- VANTAGENS DA PATENTE (descrever o que a patente apresenta de vantagem

sobre a técnica existente)

Em virtude do crescente aumento populacional, surge a necessidade de
maximizar a produtividade agricola, visando atender a demanda por alimentos, incluindo
0s grdos. Porém, a estratégia de controle de pragas mais comumente utilizada, os
inseticidas quimicos sintéticos, apresentam riscos ao ambiente e a saide humana. Do
mesmo modo, crescem as exigéncias sociais para o desenvolvimento de biotecnologias
gue combatam as pragas desses produtos de forma segura para o ambiente e para a

saude humana e eficaz no seu objetivo de controle de insetos pragas.
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Sendo assim, utilizando OE de C. tricolor, produto reconhecidamente néo téxico
para mamiferos, a solicitada invencao apresenta vantagens em relacdo as metodologias
ja existentes:

- O processo de extragdo do OE de C. tricolor mostra-se compativel para
producédo dessa biotecnologia, uma vez que a utilizagdo de formula¢des a base desse
produto mostra-se eficaz para o controle de T. castaneum;

- O OE de C. tricolor mostrou-se altamente téxico e repelente para T. castaneum
em baixas concentracoes;

- Esta invencdo ndo gera impactos negativos para o meio ambiente e saude
humana, como vistos nos inseticidas quimicos sintéticos, mostrando-se biodegradavel,
nao toxico e de baixo custo;

- A realizacao deste invento possibilita uma maior diferenciacéo e fortalecimento
da biotecnologia brasileira, uma vez que utiliza um recurso natural da flora local e

aumenta o valor de maneira sustentavel a matéria prima estudada.

11- DESENHOS (colocar desenhos, graficos, fluxograma para melhor entendimento do

relatorio descritivo)

Figura 1l
Amostra Tempo Atividade repelente Classe
testada {min.) (%)
15 80 = 0,0* IV
30 84 +11.0* V
OEFCT 60 96 £ 5. 5% V
120 80=1272* IV
15 68 £ §.3* IV
30 66 £ 18.1* IV
OERCT 60 66 =18 1* IV

120 72 £13.0* IV
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Figura 2
Tempo OERCT OEFCT
C(%) M (%)DP 72 (DF) C (%) M (%)=DP 72 (DF)
24h 1 00 0(1) 1 66758 0(1)
5 16,67 =208 1456 (1) 25 40=+£173 0317 (1)*
10 50£20 13,871 (1)* 5 36,67£153 17330 (1)*
15 5667115 17330(D* 7.5 50+£173 13,871 (1)*
20 1000 52,500 (1)* 10 933115 45067 (1)*
48h 1 66758 0(1) 1 1333+58 0.741 (1)
5 3333£58 6,667 (1)* 2.5 5333 £208 15556 (1)*
10 63.33+£251 21172 (D* 5 7333+£153 27,778 (1)*
15 76,67+£115 30240 (1)* 1.5 733115 27778 ()*
20 1000 52,500 (1)* 10 96,758 48654 (1)*
T2h 1 16,67+ 208 1.456 (1) 1 1667115 1456 (1)
5 40+ 10 9317 (1)* 25 33,33 +£208 15556 (1)*
10 66,67 £305 23234 (1)* 5 73,33 £153 27778 (1)*
15 T6.67+£115 30240 (1)* 7.5 80=x10 32 851 ()*
20 1000 52,500 (1)* 10 96,758 48654 ()*
Figura 3
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Sobrevivéncia acumulativa

Sobrevivéncia acumulativa

Figura 4
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Figura 5

Oleo Tempo LDy (png/adulto) LDg (pg/adulto) 4 Valor

essencial (h) (ICs3) {ICss) p
OERCT 24 2,193 (0,032 -5752) 4.832(2930-2545E11) 9898 0,019
48 1,369 (1,030 —-1.731) 4,750 (3,499 — 7 682) 6,989 0,072
72 1,054 (0,124 —-2.522) 5356 (2,309 -1032,080) 7,972 0,047
OEFCT 24 0,923 (-) 3.601 () 11,085 0,011
48 0.601 (0,449 —0.738) 2,164 (1,593 -3.571) 4876 0,181
72 0,558 (0,414 - 0.705) 1,990 (1,475 -3.221) 2,239 0,504

12- RESUMO (resumo deve ter entre 50 e 200 palavras)

Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) é uma das principais pragas agricolas
por causar danos quantitativos e qualitativos aos produtos pdés-colheita, gerando
prejuizos em diversos setores econdmicos em todo o mundo. Porém, a estratégia de
controle de pragas mais comumente utilizada, os inseticidas quimicos sintéticos,
apresentam riscos ao ambiente e a salde humana, surgindo a necessidade de
desenvolvimento de biotecnologias que combatam as pragas desses produtos de forma
segura e eficaz. Assim, esta invencao trata-se de uma formulagédo a base dos 6leos
essenciais (OE) de C. tricolor, com atividade ovicida, larvicida, pupicida, adulticida,
inseticida e repelente contra T. castaneum. A metodologia seguiu estratégias de
extracdo, aplicacao tdpica e repelente, mostrando-se percentual de repeléncia variando
entre as classes IV e V e LD50, 72 horas apds exposi¢éo, de 1,054 pg/adulto para OE
de ramos e 0,558 pg/adulto para OE das folhas. A composi¢éo da invencdo pode incluir
a utilizacao destas formulagcfes na forma de aerossol, solu¢des liquidas, pastas, géis,
cremes, suspensodes, impregnados em suportes fisicos para liberacdo eletrbnica e
através de dispositivos de queima e liberacdo por calor e podem estar associadas ou
nao a outros compostos inseticidas naturais e/ou sintéticos e a adjuvantes e veiculos ou

outra composicao industrialmente aceitavel.

13- REIVINDICACOES (escrever reivindicacdes de forma objetiva detalhando o que
quer proteger, incluindo o termo “caracterizado por” sempre antes da novidade da

invencéo)

Os inventores reivindicam protecao sobre as preparacdes com 6leos essenciais
de Croton tricolor Klotzsch ex Baill. (Sacatinga), em formula¢cdes com finalidade

inseticida e repelente, caracterizado por:
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1. Extracdo dos 6leos essenciais de ramos e folhas de C. tricolor in natura ou secos
ou mantidos sob refrigeracdo e aplicados puros ou misturados, ou ainda
misturados a outros compostos no controle de praga de graos armazenados nas
formas de ovo, larva, pulpa ou adultos;

2. Comprovacéo de seus efeitos inseticida e repelente contra Tribolium castaneum
em solucdes que variam de 0,1 a 100% dos O6leos essenciais, conforme
reivindicacao 1;

3. Aplicagdo em qualquer ambiente, seja ele interno ou externo, residencial e
comercial e/ou instalagdes rurais, de acordo com as reinvindicagoes 1 e 2;

4. Estar associado a todo e qualquer tipo de diluente eficaz para preparacéo de
soluc@es liquidas, pastas, géis, cremes, aerossol, suspensdes, impregnados em
suportes fisicos para liberacao eletrnica e através de dispositivos de queima e

liberacéo por calor, conforme reinvindicagbes 1, 2 e 3.

14- PALAVRAS CHAVE: (escrever palavras chave que facilitem a busca de
anterioridade, em PORTUGUES E INGLES)

Palavras-chave: Oleo essencial; Croton tricolor; Croton argyrophylloides; inseticida;

repelente; Tribolium castaneum; praga de grdo armazenado.

Key words: essential oil; Croton tricolor; Croton argyrophylloides; insecticide; repelente;

Tribolium castaneum; stored grain pests.

15- DIVULGACAO ANTERIOR (escrever se houve divulgacdo, mesmo parcial)

N&o houve divulgacéo anterior.

16-FONTES DE FINANCIAMENTO (escrever caso o tenha havido fonte de

financiamento da pesquisa)

N&ao consta.

17- ESSA PATENTE E FRUTO DE PESQUISA PIBIC, PIBITI, TCC, DISSERTACAO
OU TESE? SE SIM CITAR E ESCREVER O TITULO (escrever caso esse texto de
patente seja de pesquisa PIBIC, PIBITI, TCC, dissertacdo ou tese)
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Esta patente é fruto da tese intitulada “Caracterizagao quimica e bioatividade dos
Gleos essenciais de Croton tricolor Klotzsch ex Baill. (Euphorbiaceae)”, apresentada por
Lays Nogueira Miranda ao Programa de PoOs-graduacao em Biotecnologia da Rede
Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO), ponto focal Alagoas, sob orientacdo do

professor Dr. Luciano Aparecido Meireles Girillo.

18-INVENTORES

Lays Nogueira Miranda, Luciano Aparecido Meireles Grillo, SAmia Andricia Souza da
Silva, Camila Braga Dornelas, Josiel Santos do Nascimento, Meirielly Kellya Holanda da

Silva, Johnnatan Duarte de Freitas e Orlando Francisco da Silva Moura.
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ANEXO 1 —- COMPROVANTE DE REGISTRO PARA COLETA DE MATERIAL
BOTANICO, FUNGICO E MICROBIOLOGICO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagio e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

—_ vy
ICMBic
MMA Gerado em 1111172021 10:41:31
Extrato da solicitacao
Dados basicos da Solicitagao
Nimero Tipo de solicitagio Situagio atual Data da situagio atual Renovagio da autorizagio
B1042 ‘Comprovante de registro para coleta de material botanico. fiingico & Documento concedide 111172021 10:40:48
microbickigico
Dados do Pesquisador

Nome Nacionalidade CPF E-mail Telefone

LAYS NOGUEIRA MIRANDA Brasileia 075.654.004-87 kaysnmi@hotmail. com

Enderego CEP Municipio UF

Senador Rui Palmeira 5T035250 Maceid AL

Atividades da solicitagido
Descrigio das atividades/Substrato Tipo de atividade Situagdo atual
Coletaftransporte de material botdnico, fingico ou microbicldgico Fora de UC Federal Autorizado
Taxon(s)
Taxon Nivel taxontmico Hierarquia Espécie ameagada? Situagdo atual
Croton tricolor Ezpécie Piantae > Magnoliophyts > Magnolicpsida > Malpighiales > Euphorbiacaae > Croton | Ndo Autorizado
= Tricolor
Paging 12
Historico da solicitagao

DataHora Nome da pessoa Descrigio da situagdo Observagio
111152021 10:40:48 LAYS NOGUEIRA MIRANDA Decumento concedido automaticamente Documento concedide automaticaments
11112021 10:33:26 LAYS NOGUEIRA MIRANDA Em elaboragdo

Termo de Compromisso

Clausula

0 documento ndo eximird o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietario, amendatanio, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas em
rea de dominio privade ou dentro dos limites de unidade de conservagdo federal; 1) da comunidade indigena envolvida, ouvide o drgde indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa
farem executadas em tema indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as ativi de isa forem executadas em rea indispensavel 3 seguranga nacional; IV) da
autoridade ftima, quando a5 atividades de p isa fi utadas em aguas]unsdlclnnalsbnslle«ms V) do Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a
exploragio de depésitos fossiiferos ou a exllag'.an de espécimes fosseis; V1) do drgdo gestor da unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

Comprometo-me a ndo utfizar material biologice para fins de bioprospecgSo, desenvolvimento tecnoldgico ou solicitagdo de patente sem a prévia autorizagdo do Conselho de Gestio do
Patrimanio Genético (CGEN):

Comprometo-me a nd3o enviar o matesial biologico para o exterior, sem a devida amnrimgﬁn:

Comprometo-me a ndo coletar vegetas hidrobios, sem a obtengdo prévia de autorizagdo prevista no Decreto-Lei n° 221/1867 e no Art. 36 da Lei n® 2.805/1228.

Comprometo-me a ndo coletar espécies que constam nas listas oficiais de espécies ameagadas de extingdo, sem autorizagio especifica;

O material bicldgico coletade devera ser ufilizado para atividades cientificas ou did3ticas no 3mbito do ensing superior.

Pagina 22
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ANEXO 2 — DECLARACAO DE IDENTIFICACAO DE MATERIAL VEGETAL

INSTITUTO DO E
MEIO AMBIENTE

ESTADO OF ALAGIWMS

H«Erhﬁriﬁlﬁﬂ

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que a amostra da planta whlizada na pesqusa
de Lay: Nogueira Airanda foi depositada no Herbane MAC do Institute do Meio
Ambente do Estado de Alagoas, & trata-se de:

Beg MAC N°Caol Familiz Especie Dies.
G4099 &m Euphorbiaceae  Croton tricolor Klotzsch ex Baill. B PLyra-Lemos

OB%: Fecomenda-se a citagdo, no corpo do trabalho, que a identificacio do matenal
estudado fou efetuada pelos pesqusadores do Herbamo MAC do Instituto do Meio
Ambienta.

Maceio, 20 de maio de 2019.

SRR

Fosangela Pereira de Lyra Lemos
Curadora do Herbario MAC

oelv s ikt ofp o

www ima.al.gov. br
A2 3345-1737 / 1738 - FAX B2 33451734
B, Major Cicen de Gives Morrtain, 2197 - Mutangs
//‘/ n 5 @ T MY ||.l|l.|-uc-|-u.lmm
Pl ARG VAL GG ETADD DE Al
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ANEXO 3 — DECLARACAO DE CADASTRO DE ACESSO AO PATRIMONIO
GENETICO OU CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Ministéric do Meio Ambiente X
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIOMAL DE GESTAD DO PATRIMONIO GEMETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL A5SOCIADD

Certidao
Cadastro n2 AEDZ2540

Declaramos, nos termos do art 41 do Decrelo n® 877212018, gque o cadastro de acesso ao patriménio
genético ou conhecimento tradicional associade, abaiwo identficade e resumido, mo Sistema Macional de Gest3o
do Patrimdnic Genélico & do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procediments adminisirative
de verficacio e ndo foi objeto de requenmenios admitidos de verficacdo de indicios de imegulaidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verficacio ndo foi acatado pele CGen.

Murmers do cadastro: AEN2540

Usuario: UNIWERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
CPFICHP.: 24 464 109/0001-48

Ohjeto do Acessa: Patriménio Genético/CTA

Finalidade do Acessao: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnologico
Espécie

Croton tricolor

Croton tricolor

Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titule da Atividade: CARACTERIZAGAD QUIMICA E BIDATIVIDADE DOS GLEQS ESSENCIAIS DE
CROTON TRICOLOR KLOTZSCH EX BAILL. (EUPHORBIACEAE)

Equipe

Luciano Aparecido Meireles Grillo UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Lays Mogueira Miranda Universidade Federal de Alagoas

$amia Andricia Souza da Silva Universidade Federal de Alagoas

Diata do Cadastroc 281212020 18:41:15

Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gest3o do Patrimdnio Genético
Situacdo cadastral conforme consults a0 SisGen em 10:43 de 1114 172021.

WV SISTEMA MACIONAL DE GESTAC

DO PATRIMONID GENETICD

E DO CONHECIMERTO TRADICIORMAL
&& ASEOCIADO -BISGEN
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ANEXO 4 - COMPROVANTE DE PEDIDO DE DEPOSITO DE PATENTE
JUNTO AO NIT/UFAL.

‘ msnrum 810212021 a:uzmma—zn
i m FuquEmpE
WNDUSTRIAL

20409161526040481

Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Invencdo e entrada na fase nacional do PCT

Namero do Processo; BR 10 2021 003816 0

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Mome ou Razio Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPFICNP): 24484100000148
Macionslidade: Brasileira
Qualificacio Juridica: Instituigio de Ensino & Pesguisa
Enderego: Av. Lourival Melo Mota, s/n, Tabuleiro do Martins
Cidade: Maceid
Estada: AL
CEP: 57072-870
Pais: Brasil
Telefone: 82-3214-1064
Fax: 82-3214-1035

Email: nit@propep.ufal br
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ANEXO 5 - COMPROVANTE DE PUBLICACAO DO ARTIGO DE
PROSPECCAO TECNOLOGICA

D0 bbb e o/ TOLITT ] fopor 1 404, 43967

Prospeccao Tecnolégica de Inseticidas para
Controle de Tribolium Castaneum em Produtos
Armazenados

Technological Prospection of Insecticides for the Control of Tribolium
Castaneum in Stored Products

Layps Nogueira Miranda®
Luciano Aparecido Meireles Grillo*
Universidade Federal de Alagoas, Maceio, AL, Brasil

Resumo

Tribolium costaneum (Coleoptera: Tenchrionides) & uma das principais preges por causar dancs gquangtativos @
qualitativos aos produtes pas-colheita, gerando prejuizcs de centenas de milhées da dolares em diversos setores
econtmicos. Sendo assim, esfe estudo fem como objetvo identificar irrencies inseticidas para confrole do T
cosfaneum em produtos ammeazenados. Tratese de um estudo de prospeccio tecnologica realizado por meic da
ferraments de pesquise de patente Derwent InnovaSions Index @ das bases Espacenat @ Institubc Macional da
Fropriedade Industrial (INFI). Foram identificadss 86 patentes relacionadas a produtes com potencial inseicida
contra T. cosfaneum, sem duplicats. Diestes, & meioria frats de inseticidas quimicos sinteticos (66,3 %), sequidos de
biginseticides (23.2%] & produtos transgenicos (10.5%). As patentes melacionadas a bicinsebicidas =80 de origem
botanica [T0%], de backna (25%) ¢ de fungo (5%). Ok resultados deste estudo aponism para & importincia de
serem desenvobddes tecnologias utilizando-se novas fontes de produtcs netirais com potencial inseticida pare
controle dessa praga que sejam seguros para o meic ambiznie @ para a saidde humena
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Abstract

Tribolium costomewm (Coleoptera: Tenchricnidac) is one of the main pess for causing quantitative and qualitathee
damage to post-hamsest products. generating losses of hundreds of millions of dollars in various ecomomic sectors.
Thus, this studsy simed to identify insecticide inventions fo control T. costamewn in stored products. This is a shudy of
technological prospecting carried out through the patent research tool Denwent Innovetions Indax and the Espacenat
and INFI bases. 85 patents related fo products with potential insechicide aguinst T. costoneum, without duplicste,
ware identified. Among these, most are synthetic chermical inseciicides (66.3%], followed by bisinsecticides (23.2%)
and transgenic products (10,5%). Petents related to bicinsectcides are of botanical origin (70%), bacteria (25%)
and fungus [5%). The mesults of this study point fo the importance of developing technologies using new sources of
natural produck with insecticide potential to contnel this pest, safe for the environment and human health
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