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RELATORIO DESCRITIVO
PRODUTO A BASE DO BLEND DE OLEOS ESSENCIAIS DE Croton

argyrophyllus E Croton tetradenius PARA O CONTROLE DE MOSQUITOS E
SEU PROCESSO DE PREPARACAO

Campo da Invencdo

[001] A presente invengdo refere-se a obtencdo e processo de preparacdo do
produto natural a base do blend obtido da associacdo dos oOleos essenciais de Croton
argyrophyllus (velame falso) e Croton tetradenius (velame do campo), que pode ser
utilizado para o controle de mosquitos, a0 mesmo tempo, que € seguro a mamiferos.

[002] Sao descritos os métodos de preparacdo de um blend na proporgado
preferencial de 3:7 de o6leos essenciais obtidos das folhas de Croton argyrophyllus e
Croton tetradenius toxico aos mosquitos vetores, incluindo Ae. aegypti.

Antecedentes da invencdo

[003] Aedes aegypti possui grande importancia em satude publica por transmitir
arbovirus que causam doencas, tais como a dengue, febre amarela, chikungunya e zika.
Neste sentido, diversas medidas de controle tém sido adotadas em programas integrados
de controle de vetores, os quais visam reduzir a densidade populacional deste mosquito
de forma que ndo ocasione danos a salide humana. Entre estas medidas, se tem a
utilizacdo de inseticidas que ao serem aplicados diretamente no criadouro podem
eliminar as formas imaturas consistindo no tratamento focal, ou ainda, podem ser
dispersos no ar, tratamento espacial, que visa combater as formas adultas. Como
exemplo do uso destes inseticidas quimicos, se destaca o dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT), que durante a década de 50 foi amplamente utilizado e eficaz. Todavia, a
utilizacdo destes inseticidas, principalmente de forma indiscriminada, resultou na
selecdo de populagdes de insetos resistentes, além de outros efeitos indesejaveis, como

danos ecologicos e amplo espectro de acdo, afetando organismos nao-alvos.
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Desta forma, torna-se urgente a busca por novas alternativas de controle, a exemplo de
inseticidas de origem botanica que apresentam varias vantagens, pois sdo
biodegradaveis, causam baixa toxicidade a organismos ndo-alvo, além de,
possivelmente retardarem o processo de selecdo de insetos resistentes, sobretudo
quando preparado em forma de blend, que ¢ resultante da associagdo de oleos essenciais
obtidos das plantas.

[004] Dentro desse contexto, diversas plantas do género Croton, endémicas do
bioma Caatinga, tem sido promissoras quanto ao potencial inseticida, principalmente a
partir de seus o6leos essenciais (CARVALHO et al., 2016; CRUZ et al., 2017). Os 6leos
essenciais obtidos de folhas de Croton nepetaefolius, Croton argyrophyloides e Croton
sonderianus ocasionaram 100% de mortalidade das larvas de Ae. aegypti, ap6s 24 horas
de exposicao (Morais et al., 2006). A atividade inseticida sobre Ae. aegypti de 6leos
essenciais de Croton pulegiodorus ¢ Croton heliotropiifolius (DORIA et al., 2010),
Croton regelianus (TORRES et al., 2008) e Croton rhamnifolioides (SANTOS et al.,
2014) também ja foram comprovadas. O o6leo essencial das folhas de Croton zehntneri
apresentou uma atividade inibitéria da oviposigdo de fémeas de Ae. aegypti (MORAIS
et al., 2006; SOUZA et al., 2010).

[005] Inseticidas botanicos ou repelentes a base de Croton que atuem no
controle de insetos ou impedindo o contato homem-vetor, respectivamente vém sendo
produzidos a fim de obter produtos mais seletivos e biodegradaveis. Dentre estes,
desenvolveram-se o inseticida botanico, através da patente “Botanical pesticide for
urban greening projects and preparation method of botanical pesticide”, sob o nimero
CN 106490077, o qual tem como principio ativo o extrato aquoso de Croton tiglium,
sendo este produto eficaz para o controle de insetos-pragas que vivem em areas urbanas.
A patente “Velas contendo 6leos essenciais de espécies do género Croton com atividade
repelente contra mosquitos” (BR 102012010452-0 A2), estabelece a producdo de velas
repelentes, para prote¢do pessoal contra mosquitos vetores, incluindo Aedes aegypti.
Quatro espécies de Croton (Croton zenhtneri, Croton sonderianus, Croton nepetaefolius

e Croton argyrophylloides) sdo utilizadas como principio ativo destas velas repelentes.
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[006] A partir de Oleos essenciais podem ser preparados os blends os quais
também podem apresentar atividade inseticida. Os blends caracterizam-se por um
conjunto de substancias bioativas com moléculas quimicas maiores e/ou menores e
formas estruturais diversificadas. A unido destes metabolitos podera facilitar interagdes
que possam aumentar ou diminuir determinadas atividades bioldgicas, em relacdo ao
subproduto isolado (DIAS; MORALIS, 2014), demonstrando assim a importancia da
complexidade quimica existente em um blend. Quando se observa a potencializacdo de
uma determinada bioatividade, a exemplo da atividade inseticida, sustenta-se a ideia em
utilizar produtos naturais com um maior nivel de complexidade (WALIWITIYA et al.,
2009; DIAS; MORALIS, 2014), o qual podera dificultar ainda mais o processo de selecao
de insetos resistentes, em funcdo da diversidade das substancias quimicas que podem
apresentar mais de um modo de acdo no mosquito-alvo.

[007] Ha diversos documentos relativos ao processo de preparacdo de produtos
naturais destinados ao controle de mosquitos vetores, embora nenhum destes descreva
sobre a producdo de inseticida que contenha o blend obtido a partir de 6leos essenciais
de Croton argyrophyllus e Croton tetradenius, para o controle de mosquitos, incluindo
Ae. aegypti. Diferentes formulagdes a base deste blend podem ser realizadas, sendo a
preferencial, mas ndo limitante, em gel-creme que contem, o blend, polimero formador
de gel, tensoativo e agua destilada. A patente "Composicao larvicida a base de produtos
naturais e seu uso" (P10304485-8) descreve um produto a ser utilizado para o controle
de larvas de insetos. Neste caso, a formulacdo envolve uma composi¢cdo a base do
limoneno, componente quimico presente no 6leo essencial de Citrus sinensis (laranja),
associado a lactato de etila, etanol, um tensoativo alimenticio e 4gua. No entanto, o
tensoativo usado ¢ derivado de reagdes de esterificacdo de carboidratos e acidos graxos que,
além de possuir alto custo de produc@o podera também aumentar a quantidade de matérias
organicas na agua favorecendo, assim, uma possivel alimentacdo de larvas do mosquito, e

consequentemente o ndo combate ao vetor.

Petica0 870190027909, de 22/03/2019, p4g. 5/18



4/12

Produto natural a base do blend de C. argyrophyllus e C. tetradenius, alvo desse pedido de
patente, pode ser formulado em gel-creme, onde este blend ¢ incorporado ao gel-base que
possui a trietanolamina como tensoativo. Este tensoativo, além de possuir um baixo custo, atua
no balango do potencial hidrogenidnico da solugdo, e ndo apresenta riscos de produzir
camada organica na agua.

[008] A patente PI10602039-9 "Extrato aquoso purificado de seus derivados com
atividade inseticida sobre larvas de mosquitos de importancia a satide publica: pernilongos
(Diptera: Culicidae) e borrachudos (Diptera: Simulidae)", apresenta um extrato aquoso
purificado com propriedade inseticida, que possui como principios ativos, componentes da
casca da arvore de Aceda meamsii (acacia-negra), os taninos ou ainda, taninos modificados, e
complexados com diferentes metais, sais éteres, ésteres e metais alcalinos e metais alcalinos
terrosos. Esta patente apresenta como vantagem um método mais simples que ¢ a
obtencdo de extratos aquosos, todavia a utilizacdo de oOleos essenciais pode ser mais
eficaz, visto que estes possuem compostos bioativos lipossoluveis o que facilita seu
modo de a¢do no mosquito-alvo, ao atravessar facilmente as membranas bioldgicas que
sdo constituidas por bicamada de fosfolipidios. A patente internacional “Pesticidal
compositions containing isopropyl myristate and analogs of same as a synergist for
plant essential oils” (US 2007009870 Al), também descreve a composicdo de
inseticidas, que podem ser em forma de gel contendo uma mistura de dleos essenciais
de vegetais como ingredientes ativos, além da adicdo de substancias quimicas
sinergistas. Contudo, a adicdo de substancias sinergistas, aumenta o custo das
formulagdes inseticidas, que diferente do presente pedido de patente ja possui na propria
mistura de seus Oleos essenciais a acdo sinérgica sem necessitar, portanto, da adi¢do
destas substincias quimicas.

[009] As patentes nacionais (PI 1013475-1 A2, BR 102012030893-2 A2) e a
internacional (US 6623766 Bl1) tratam de produtos naturais com propriedades
inseticidas a partir de 6leos essenciais de plantas, isolados ou em blend, que se

apresentam em formas de emulsao.
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Todavia, deve-se ter cautela durante o processo de tais formulacdes, haja vista que uma
emulsdo podera ser mais instavel termodinamicamente, retornando ao estado original
6leo/agua e, portanto, resultar na perda da sua solubilidade em agua. A obtenc¢do do
blend de 6leos essenciais das espécies de Crofon, alvo do presente pedido patente,
podera ter diferentes formulagdes, tais como gel, gel-creme, emulsdo, entre outras. A
formulagdo em gel-creme, a qual podera ser caracterizada pela insercdo do blend de
6leos essenciais em um polimero que forma gel, tem como vantagem a garantia de uma
maior estabilidade e, consequentemente, garantia da sua solubilidade no meio aquoso,
com a liberagdo dos componentes ativos do blend, os quais sdo toxicos as larvas de
mosquitos, incluindo Ae. aegypti.

[010] Assim, este pedido trata da obtengdo e preparacdo de um blend formado
pela associac@o de dleos essenciais de duas plantas (C. argyrophyllus e C. tetradenius).
Este blend que possui atividade inseticida podera ser aplicado diretamente em depdsitos
de 4dgua que atuam como criadouros de mosquitos (filtros de dgua, tanques, piscinas,
caixas d’agua, etc.), ocasionando mortalidade das larvas de mosquitos, através do
tratamento focal. Este invento possui aplicabilidade no ambito industrial mediante a sua
demanda e o processo de producdo ser pouco oneroso. A obten¢do deste blend ¢ uma
novidade absoluta visto que, o mesmo nunca foi popularmente ou cientificamente
divulgada visando, assim, proporcionar uma inovagao tecnologica voltada para geracdo
de novos produtos naturais com atividade inseticida.

[011] A invengdo possui diversas vantagens, sendo este blend de origem
natural, seguro a mamiferos, biodegradavel e de baixo impacto ambiental. A aplicagdo
direta de blends de dleos essenciais no meio aquatico, quando da sua utilizagdo como
inseticida, por exemplo, se torna invidvel, diante da sua baixa solubilidade, volatiliza¢do
e oxidacdo de substancias bioativas. Assim, a aplicacdo do blend formado por 6leos
essenciais em diferentes formulagdes, incluindo de gel-creme garante a solubilidade e

eficacia dos constituintes inseticidas deste blend.
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Além disso, o blend na propor¢ao de 3:7 de C. argyrophyllus e C. tetradenius, apresenta
uma maior atividade larvicida e redugdo da toxicidade aguda sobre animais, em relagdo
aos Oleos essenciais isolados de Croton, o que ressalta a propriedade inseticida e segura
deste blend nesta proporgao.

[012] A utilizacdo do blend a partir de dois vegetais também favorece a
valorizagdo de mais de uma espécie botanica, o que ¢ essencial para a conservagdo da
biodiversidade, sobretudo da Caatinga, bioma que se encontra criticamente ameagado ¢
ao mesmo tempo abriga diversas plantas com propriedades medicinais. A extracdo
destes recursos vegetais, a partir das folhas, sem a destruicdo completa das plantas
podera proporcionar ainda, uma fonte de renda para familias do entorno, ocasionando
assim um impacto positivo no ambito social do referente pedido de patente de invengao.

[013] A seguir serdo apresentadas as figuras que compreendem avaliagdo
toxicologica do blend de dleos essenciais de C. argyrophyllus e C. tetradenius sobre
camundongos e o mosquito Ae. aegypti, bem como o processo de preparacdo deste
blend.

[014] Figura 1. Apresenta o peso médio (eixo das ordenadas) em relagdo ao
periodo de observagdo de 14 dias (eixo das abscissas) dos camundongos administrados
via oral (VO) com o blend na propor¢do 3:7 dos oleos essenciais de Crofon
argyrophyllus e Croton tetradenius, na dose de 2000 mg kg™! (a) e o grupo controle (b).

[015] Figura 2. Apresenta o percentual de mortalidade de larvas entre o terceiro
e quarto instar de Ae. aegypti (eixo das ordenadas) em relagdo ao tempo de exposi¢do ao
gel-creme do blend na proporcdo 3:7 dos 6leos essenciais de Croton argyrophyllus e
Croton tetradenius (eixo das abscissas).

[016] Figura 3. Descreve o processo de preparacdo do blend na propor¢do
preferencial de 3:7 dos dleos essenciais de Croton argyrophyllus e Croton tetradenius,
que possui atividade inseticida. A primeira etapa consiste na secagem das folhas de cada
planta (C. argyrophyllus e C. tetradenius) (1A e 2B). Apds a secagem individual das

folhas de cada vegetal, estas sdo trituradas separadamente (2A e 2B).
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Na sequéncia, realiza-se o processo de hidrodestilagdo através do aparelho de Clevenger
modificado de cada material vegetal individualmente (3A e 3B), e consequentemente a
extracdo dos oleos essenciais de cada vegetal, isoladamente (4A e 4B). Posteriormente,
realiza-se a formagdo do blend que consiste na unido dos 6leos essenciais individuais na
proporgdo preferencial de 3:7 de C. argyrophyllus e C. tetradenius para uso como
inseticida sobre mosquitos, incluindo Aedes aegypti (5 e 6).

Descricdo da invencio

[017] A obtencdo e o processo de preparacdo do blend a partir da associagdo
dos o6leos essenciais de C. argyrophyllus ¢ C. tetradenius inicia-se com a coleta das
folhas destas plantas, que posteriormente, sdo submetidas a secagem para posterior
extracdo dos Oleos essenciais de cada vegetal isoladamente. Em seguida, os 6leos
essenciais s30o misturados em uma propor¢do preferencial de 3:7 de C. argyrophyllus e
C. tetradenius, para formar o blend que se apresenta toxico a insetos. Apos obten¢do do
blend, diferentes formulagdes a base deste podem ser feitas, incluindo gel-creme, onde
inicialmente se prepara um gel-base, contendo polimero formador de gel, tensoativo e
agua destilada como dispersante. Depois, a este gel-base se mistura o blend, tornando-se
gel-creme por agdo dos 6leos essenciais, o qual se mantém toxico a insetos.

Etapa 1 - Extragdo e rendimento dos oleos essenciais

[018] Para a extragdo dos oleos essenciais das folhas das espécies de Croton
logo apos a coleta no periodo matutino, estas foram submetidas a secagem por 12 horas,
através de estufa de circulagdo de ar regulada a 40 °C e 50 °C, para C. argyrophyllus e
C. tetradenius, respectivamente. Os 0Oleos essenciais para cada vegetal foram obtidos
separadamente por hidrodestilagdo, a partir de 100,0 g de folhas em 1,5 L de agua
deionizada, através do aparelho de Clevenger modificado, durante 3 horas a 100 °C. Os
6leos essenciais obtidos foram desidratados pela adi¢@o de sulfato de sodio anidro.

Os oleos essenciais foram obtidos com um rendimento de 0,48% e de 2,73%, para C.
argyrophyllus e C. tetradenius, respectivamente. Desta forma, o método de extragdo foi

adequado e reprodutivel para a obteng@o destes dleos essenciais.
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Etapa 2 - Preparacdo do blend a partir dos dleos essenciais

[019] Diferentes propor¢des do blend na concentragdo de 0,3 mg mL™!' foram
preparadas a fim de identificar aquela com uma melhor atividade larvicida sobre
mosquitos, além de apresentar seguranga quanto ao uso para mamiferos, uma vez que
muitos dos depdsitos que atuam como criadouros para as fases imaturas de mosquitos,
contém agua potavel. Cada propor¢ado foi preparada a partir de: 9,5:0,5 8:2, 7:3; 3:7; 2:8
e 0,5:9,5 (v/v) de C. argyrophyllus e C. tetradenius, respectivamente.

Etapa 3 - Atividade larvicida do blend

[020] Para avaliar o potencial inseticida das diferentes propor¢des do blend de
oleos essenciais de C. argyrophyllus e C. tetradenius e eleger aquela com uma maior
atividade, foram realizados bioensaios. Nos bioensaios foram utilizadas 30 larvas entre
terceiro e quarto instar de Ae. aegypti por repeti¢do, totalizando 180 larvas por
tratamento. As larvas foram colocadas em recipientes semi acrilico (6,5 cm x 5,0 cm),
contendo agua deionizada. Cada propor¢do do blend foi solubilizada com uma solugdo
de Tween 80 e dgua deionizada (1,8%), e essa mesma proporcdo foi utilizada para a
obtencdo das solugdes estoque do grupo controle. O blend formado na proporgdo de 3:7
de C. argyrophyllus e C. tetradenius apresentou uma melhor atividade larvicida sobre
Ae. aegypti em condigdes de laboratorio, apresentando diferenga significativa em todos
os periodos de observagdo, quando comparado ao blend produzido com as demais
proporcoes (Tabela 1). Apos 8 horas de exposi¢do, o blend 3:7 de C. argyrophyllus e C.
tetradenius ocasionou uma mortalidade superior a 50% das larvas de Ae. aegypti, o que
ndo ocorre quando o blend ¢é preparado com as demais propor¢des. O mesmo apds 24
horas ocasionou 96,9% de mortalidade larval, sendo significativamente mais toxico as
larvas (Tabela 1). A mortalidade das larvas foi diretamente proporcional ao tempo de
exposicao, na proporcao 3:7 de C. argyrophyllus e C. tetradenius, respectivamente (§=
19,9x - 23,2 e R?= 0,97). Portanto, o blend nesta propor¢do apresenta a melhor atividade

larvicida.
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Tabela 1. Percentual de mortalidade de larvas entre o terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, em relacdo ao tempo de exposicdo as diferentes propor¢des do blend obtido a partir

dos oleos essenciais de Croton argyrophyllus e Croton tetradenius.

Mortalidade (%)* (h)
Blend (v/v)

1 2 4 8 16 24

9,5:0,5 C. argyrophyllus e C. tetradenius  1,1° 1,16 33> 16,79 43,9  449°
8:2 C. argyrophyllus e C. tetradenius 1,1° 1,1>  6,7° 18,3  38,3c 3809°
7:3 C. argyrophyllus e C. tetradenius 0,00 05> 11,72 19,4  394c 70,9
3:7 C. argyrophyllus e C. tetradenius 44> 12,22 28,32  56,7° 81,74 96,9°
2:8 C. argyrophyllus ¢ C. tetradenius 0,06 2,8 12,8> 374> 651> 80,2°
0,5:9,5 C. argyrophyllus e C. tetradenius  0,0° 33> 13,3 32,8bc  54.4bc 9 9Ob

laMédias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
Etapa 4 - Constituintes quimicos do blend dos oleos essenciais
[021] A analise da composi¢ao quimica do blend formado na propor¢do de 3:7
dos oleos essenciais de C. argyrophyllus e C. tetradenius foi realizado por
Cromatografia Gasosa acoplada a um Espectrometro de Massas. Esta analise identificou
30 diferentes compostos, classificados em monoterpenos e sesquiterpenos. Canfora
(20,2%), y- terpineol (16,2), (E)-cariofileno (7,5%) e espatulenol (5,1%) foram os
componentes majoritarios identificados neste blend (Tabela 2).
Tabela 2. Principais constituintes quimicos do blend preparado na propor¢ao de 3:7 dos

o6leos essenciais de Croton argyrophyllus e Croton tetradenius.

Blend (%)? IRL IK¢
Canfora 20,2 1075 1146
y -Terpineol 16,2 1224 1199
-Cariofileno ,
E)-Cariofil 7,5 1279 1419
Espatulenol 5,1 1393 1578

aConstituintes listados por ordem de eluigdo em coluna capilar Factor Four/VF-5ms;
bindices de reten¢iio com coluna capilar Factor Four/VF-5ms; ¢indices de Kovats em

coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007).
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Etapa 5 - Atividade toxicoldgica do blend sobre mamiferos

[022] Para avaliar a toxicidade aguda sobre mamiferos do blend C.
argyrophyllus e C. tetradenius (3:7) foram utilizadas fémeas de camundongos albinos
Swiss (Mus musculus) com idades entre 90 e 120 dias. O teste de toxicidade aguda foi
aprovado pelo Comité de FEtica no Uso Animal, da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) (niimero de registro 0030/2018). Os camundongos foram mantidos
em gaiolas de polipropileno (30 cm x 13 cm x 20 cm), em condi¢des controladas de
fotoperiodo (12:12 horas, claro:escuro) e temperatura (22 + 2 °C). A alimenta¢do foi
suspensa 12 horas antes do ensaio e¢ a agua foi liberada ad libitum. O blend foi
solubilizado com Tween 80 e agua deionizada a 1,8%, e administrado via oral,
introduzido no trato digestorio dos animais, através de uma canula metalica acoplada a
seringa (gavagem), com a dose de 2000 mg kg'. A mesma propor¢do de Tween 80 ¢
agua deionizada foi utilizada para obtengdo da solucdo estoque do grupo controle, sem a
presenca do blend. Este bioensaio foi realizado seguindo a metodologia segundo a
Organizacdo para Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OECD 423/2001). A
categoria toxicologica do blend foi estimada conforme o Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos Quimicos. Os sinais clinicos
foram observados individualmente, apos a administragdo no periodo de 60 minutos e, a
cada 24 horas, durante 14 dias.

[023] Os sinais clinicos observados foram relacionados ao Sistema Nervoso
Central (SNC) e ao Sistema Nervoso Autonomo (SNA). O peso corporal e a
mortalidade dos animais também foram analisados. A relagdo entre o peso dos
camundongos e o periodo de observagdo foi avaliada a partir do célculo do coeficiente
da correlacdo de Pearson, sendo a sua significancia verificada pelo teste t de Student a
5% de probabilidade. A toxicidade aguda em Mus musculus via oral com a dose de
2000 mg kg™ deste blend ndo ocasionou sinais clinicos de alta magnitude, e ndo houve

mortalidade, assim como nos animais do grupo controle, em condigdes de laboratério.

Petica0 870190027909, de 22/03/2019, pag. 12/18



11/12

[024] Os camundongos demonstraram somente dois sinais clinicos de
intensidade moderada (ere¢@o de cauda e piloerecdo). Os sinais clinicos relacionados ao
SNC, tais como convulsdo tonica clonica, parada cardiorrespiratoria e reagdo de fuga
foram manifestados, assim como os referentes ao SNA, por exemplo, contorgdes,
diurese e excrecdo fecal, sendo estes de fraca intensidade, os quais foram similares aos
manifestados pelos animais do grupo controle. Quanto ao peso corporal foi possivel
detectar uma redugdo entre o primeiro ¢ o segundo dia de observagdo tanto no grupo
tratado com a dose de 2000 mg kg™ (Figura 1a) como no grupo controle (Figura 1b).
Esta reducdo possivelmente estd relacionada ao periodo em que a alimentacdo foi
suspensa 12 horas antes do ensaio, seguida da administragdo do blend. Apos o segundo
dia de observagio, o peso dos animais submetidos a dose de 2000 mg kg™' aumentou em
relagdo ao periodo de observagdo (= 0,1x + 31,6 ¢ R?>= 0,8) apresentando uma
correlacdo positiva, forte (= 0,9) e significativa (p<0,05) (Figura 1a). O mesmo ocorreu
com os animais do grupo controle, havendo um aumento de peso dos animais em
relagdo ao periodo de observagdo (§= 0,1x + 34,5 ¢ R?>= 0,3), com uma correlagio
positiva e forte (r= 1) (Figura 1b).

[025] Apos estas analises, o blend de C. argyrophyllus e C. tetradenius (3:7)
administrado via oral em camundongos apresentou uma Dose Letal média (DLso)
estimada de 5000 mg kg™!, sendo classificado na categoria 5 (auséncia de toxicidade),
ratificando, portanto, que o blend nesta propor¢ao apresenta-se seguro quanto ao seu uso
oral para mamiferos.

Etapa 6 - Obtengdo do gel-creme inseticida

[026] O blend de 6leos essenciais de C. argyrophyllus e C. tetradenius (3:7)
(v/v) ativo sobre larvas de mosquitos, bem como atoxico via oral para camundongos, foi
empregado na formulacdo de gel-creme. Para tanto, utilizou-se o componente
gelificante, o polimero acrilico espessante e formador de gel na propor¢dao de 1%, o
carbopol, e o componente tensoativo, a trietanolamina (molhante) na proporcdo de 1%.
A trietanolamina ¢ um tensoativo anionico, com alta solubilidade em agua e de baixo
custo. A essa mistura também foi adicionada uma por¢do de agua destilada como

dispersante obtendo-se um gel translucido.
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Apobs homogeneizagdo vigorosa e continua, foi adicionado o restante da agua destilada
vagorosamente, homogeneizando a mistura, e finalmente adicionou-se o blend oleoso
transformando o gel anteriormente transliicido em um gel-creme de cor branca e de
aspecto leitoso (ver formulagdo abaixo).

Formula percentual do gel-creme

Carbopol........ccceeeenneen. 1
Trietanolamina.............. 1
Blend de Croton........... 0,6
H2Oudesteeeenveennnne qSP-eeeeneee 100

Etapa 7 — Avaliagdo da atividade larvicida do gel-creme

[027] A atividade larvicida do gel-creme o qual tem como principio ativo o
blend de 6leos essenciais C. argyrophyllus e C. tetradenius (3:7) foi investigada, ¢ a
Figura 3 mostra uma visdo geral desde a obteng@o dos 6leos essenciais até a atividade
inseticida apresentada pelo blend. As larvas de Ae. aegypti foram expostas a 1,68 g
deste gel-creme. No grupo controle, as larvas foram expostas a 1,68 g do gel nao
incorporado ao blend. Como resultado, foi observado mais de 90% de mortalidade
larval apds 12 horas de exposigdo, e foi alcancada a mortalidade total (100%) apos 16
horas, ratificando assim o potencial inseticida deste gel-creme sobre larvas de Ae.
aegypti (Figura 2) em condigdes de laboratorio. Nao houve mortalidade larval no grupo

controle.
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REIVINDICACOES

1. Produto a base do blend de 6leos essenciais, caracterizado por ser obtido da
associacao dos 6leos essenciais de Croton argyrophyllus e Croton tetradenius.

2. Produto a base do blend de éleos essenciais de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado por ser na proporcao preferencial de 3:7 de Croton argyrophyllus e
Croton tetradenius, para uso como inseticida.

3. Produto a base do blend de 6leos essenciais de acordo com a reivindicagdo 1 ou
2, caracterizado por ser formulado como gel-creme, a partir da incorporacdo do
blend ao gel base que é composto por formador de polimero, tensoativo e agua
destilada.

4. Produto a base do blend de 6leos essenciais de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado pela utilizagdo do blend na proporgéo de 0,6%.

5. Produto a base do blend de éleos essenciais de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado pela utilizacdo do polimero formador de gel ser o carbopol na
proporc¢éo de 1%.

6. Produto a base do blend de dleos essenciais de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado pelo tensoativo ser a trietonolamina na proporgéao de 1%.

7. Processo de preparo do blend obtido na reivindicacdo 1, caracterizado por
compreender as etapas de:

a) Secagem em separado das folhas de Croton argyrophyllus e Croton
tetradenius;

b) Trituracdo em separado das folhas da etapa (a);

¢) Hidrodestilagdo em separado das folhas da etapa (b) para extracdo de cada
6leo essencial de Croton argyrophyllus e Croton tetradenius, isoladamente;

d) Unido dos 0leos essenciais da etapa (c) para formar o blend resultante da

mistura de Croton argyrophyllus e Croton tetradenius.
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8. Processo de preparo do blend de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado
pelo fato de na etapa (a) a submissao das folhas a secagem ser em estufa com
duracdo de 12 horas, a temperatura preferencial de 40 °C e 50 °C para Croton
argyrophyllus e Croton tetradenius, respectivamente.

9. Processo de preparo do blend de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
pelo fato de na etapa (b) ser triturado preferencialmente de forma manual.

10. Processo de preparo do blend de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
pelo fato de na etapa (c) a hidrodestilagéo ser realizada utilizando 100 g de cada
vegetal em 1,5 L de agua deionizada, a 100 °C, durante 3 horas.
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RESUMO

PRODUTO A BASE DO BLEND DE OLEOS ESSENCIAIS DE Croton
argyrophyllus E Croton tetradenius PARA O CONTROLE DE MOSQUITOS E
SEU PROCESSO DE PREPARACAO

A presente invencdo trata de um produto natural a base do blend obtido da associagdo
dos oleos essenciais de Croton argyrophyllus (velame falso) e Croton tetradenius
(velame do campo), a ser utilizado para o controle de mosquitos, incluindo Aedes
aegypti, transmissor de arbovirus de grande impacto na satde publica mundial. Este
produto natural pode ter diferentes formulagdes, sendo preferencialmente, mas ndo
limitada, de gel-creme, onde o blend ¢é incorporado ao polimero formador de gel,
tensoativo e agua destilada. A invenc¢do também se refere a um processo de preparo do
blend, sendo inicialmente obtidos os 6leos essenciais isolados a partir das folhas
submetidas a secagem, de cada planta, por hidrodestilagdo. Posteriormente, estes 6leos
sdo unidos para formar o blend, na proporgao preferencial de 3:7 de C. argyrophyllus e
C. tetradenius. Este blend apresenta-se toxico as larvas de Ade. aegypti, ocasionando
100,0% de mortalidade, a0 mesmo tempo que € seguro para uso oral em animais (5.000

mg kg!, classificado como atoxico sobre Mus musculus).
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