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L e CVRE/TE P 1Y Sagial g TR
REITORIA
PORTARIA N.° 40/2014

O Professor Doutor Félix Carlos Ocariz Bazzano,
Reitor da Universidade do Vale do Sapucai, no uso de
suas atribuicdes legais e,

Considerando o disposto no artigo 26 do Estatuto da

Univas e apés cumprimento das formalidades legais e
estatutarias,

RESOLVE:

Art. 1 - NOMEAR o Professor Mestre Carlos de Barros Laraia no cargo de
Reitor da Universidade do Vale do Sapucai — Univas.

Art. 2° - Esta Portaria entra em vigor nesta data e revoga todas as disposigbes
em contrano,
Pouso Alegre, 30 de maio 2014

//

Reitor

Prof. Dr. Félix

Uneversidade do Vale do Sapucas - Univas
Avenida Prefeito Tuany Toledo, n® 470, Fatima 1 - Tel, (35)3445-5201
e-mail reitoriad@univas edube - Pouso Alegre/MG - CEP; 37550-000
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REIVINDICACOES
“LARVICIDA DE PITANGA PRETA NO CONTROLE DO Aedes aegypti ”

1) “LARVICIDA DE PITANGA PRETA NO CONTROLE DO Aedes aegypti”
caracterizado por ser um larvicida, que possui como principio basico o composto
bioativo de planta para controle do Aedes aegypti, solubilizado em glicerina.

2) “LARVICIDA DE PITANGA PRETA NO CONTROLE DO Aedes aegypti” de
acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pelo fato de que a composicao estd na
forma de larvicida extraido pelo alcool e solubilizado em glicerina.

3) “LARVICIDA DE PITANGA PRETA NO CONTROLE DO Aedes aegypti” de
acordo com as reinvindicages 1 e 2 caraterizado pelo fato de que o larvicida
possui como principio béasico o composto bioativo da planta Pitanga Preta
(Eugenia sulcata).

4) “LARVICIDA DE PITANGA PRETA NO CONTROLE DO “Aedes aegypti”, de
acordo com as reivindica¢des 1 a 3 caracterizado pelo fato de que o larvicida esta
na formulagdo de 156gr do extrato etandlico adicionado a 20gr de glicerina.

5) “LARVICIDA DE PITANGA PRETA NO CONTROLE DO Aedes aegypti”, de
acordo com as reivindicacbes 1 a 4 esta na forma de larvicida para o uso
domeéstico, aplicado em pratos de vasos, bromélias, ralos e outros locais que
possam acumular 4gua, na proporcao de 15 gotas para cada 10ml de agua.
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“LARVICIDA DE PITANGA PRETA NO CONTROLE DO Aedes aegypti”

Campo de aplicacéo:

[001] O presente pedido de patente de invencao diz respeito a um larvicida, que
possui como principio basico o composto bioativo de planta com formulacao a base do
extrato de Pitanga Preta (Eugenia sulcata), adequado para uso doméstico, aplicado em
pratos de vasos, bromélias, ralos e qualquer recipiente que acumule &gua.

Estado da técnica:

[002] A pitanga possui Oleos essenciais, entre eles, os fenilpropanoides,
substancia aromatica com uma cadeia lateral de 3 atomos de carbono ligada ao anel
aromatico, que na maioria das vezes compreendem os &cidos e seus derivados. Os acidos
cindmicos servem como precursores da maioria das substancias classificados como
fenilpropanoides (SIMOES et al., 2004).

[003] Outro componente séo os terpenoides com origem biossintética, derivados
de unidades de isopreno. A unidade isoprénica por sua vez origina-se a partir do acido
mevalénico. Os terpenoides sdo formados pela condensagdo de um numero varidvel de
unidades isoprénica, e nos Oleos essenciais predominam através dos monoterpenos e
sesquiterpenos (SIMOES et al., 2004).

[004] Alguns estudos realizados em 2011 apontaram que o 6leo essencial de
Eugenia sulcata é capaz de aumentar significativamente a mortalidade de ninfas e adultos
de Oncopeltus fasciatus e Dysdercus peruvianus por cerca de 14 e 10 dias,
respectivamente, ap0s o tratamento.

[005] Atualmente existem no mercado varios produtos com acdo larvicida. Os
inseticidas quimicos convencionais ainda séo utilizados no controle do Aedes aegypti, 0
gue muitas vezes requer a aplicacdo de dosagens cada vez mais crescentes, ocasionando
efeitos toxicos com acumulo nos tecidos de animais e humanos, além de uma importante
contaminagdo ambiental (TORRES et al., 2014). Também foi evidenciado o
aparecimento de populagdes de mosquitos resistentes a esses produtos.

[006] Diante desse impasse, percebe-se a necessidade de mudangas nas ag0es de
controle e manejo destes produtos e, nesse contexto, apontam-se diversas espécies de
plantas com potencial inseticida, que podem contribuir de maneira significativa para o
controle do Aedes aegypti.

Problemas do estado da técnica:
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[007] Os produtos que existem no mercado para conter a proliferacdo do Aedes
aegypti sdo utilizados em doses cada vez maiores devido a resisténcia apresentada pela
espeécie, ocasionando efeitos toxicos com acumulo nos tecidos de animais e humanos,
além de uma importante contaminacdo ambiental, ndo sendo indicado para 0 uso
domestico.

[008] Atualmente as extragcdes dos principios ativos das folhas da Pitanga Preta
sdo realizadas apenas com alcool, obtendo um produto insoltvel a outros componentes.
Vantagens da invencao:

[009] A presente invencdo é formulada apenas com o extrato da Pitanga Preta
(Eugenia sulcata), ndo apresentando qualquer possibilidade de contaminag¢&o humana ou
ambiental, por utilizar a glicerina como veiculo de solubiliza¢do do extrato. A extracédo
dos principios ativos da planta quando se utiliza apenas o alcool como extrator, o produto
desta extracdo apresenta uma viscosidade muito grande dificultando sua mistura com
outros componentes. A invencao apresentou uma a¢do muito rapida, matando as larvas
do Aedes aegypti em até 24 horas e ¢ indicada especialmente para 0 uso domeéstico.
Breve descricdo das Figuras:

[010] Figura 1 — Experimento do teste de toxicidade em triplicata.

[011] Figura 2- Taxa de mortalidade (%) das larvas do mosquito Aedes aegypti
expostas por 24 horas a seis log doses diferentes do extrato glicélico da Eugenia sulcata.

[012] Figura 3- Estimativa da CL50 do extrato glicolico da Eugenia sulcata pelo
método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungdo do
logaritmo decimal da dose aplicada. A CL50 é o ponto de interseccdo das duas curvas.
Descricdo detalhada da invencao:

[013] O presente pedido de patente de invencdo é uma composi¢do na forma de
larvicida extraido das folhas da Pitanga Preta (Eugenia sulcata), com a seguinte
preparacdo: A preparacédo foi realizada com 20 g da folha triturada acondicionadas em
cartucho de celulose e submetidos a extragdo com etanol 96°GL em aparelho de “soxhlet”
durante 3 horas.

[014] Foram adicionados 20 g de glicerina a 156 g do extrato etandlico. Essa
mistura foi submetida em evaporador rotatorio com pressdo reduzida a temperatura de
85°C e 90 rpm por 2 horas com a finalidade de substituir o solvente etanol pela glicerina,

obtendo assim o produto larvicida apresentado neste pedido de patente.

Peticéo 870180018719, de 08/03/2018, pag. 11/16



3/6

[015] O produto devera ser utilizado na forma liquida, sendo 15 gotas para cada
10ml de agua, que deverdo ser aplicados em pratos de plantas, bromélias, vasos, ralos e
qualquer recipiente que acumule agua.

Descrigdo do Experimento:

[016] Tipo de estudo: Foi realizado estudo experimental, analitico e longitudinal,
na cidade de Pouso Alegre, MG, na Universidade do Vale do Sapucai, Unidade Fatima,
no periodo de outubro a dezembro de 2017.

[017] Coleta do material vegetal: As folhas da Eugenia sulcata foram coletadas
em uma fazenda particular no municipio Trés Cora¢des durante o més de novembro de
2016, em seu periodo reprodutivo. Os materiais obtidos foram acondicionados em sacos
plasticos e transportados para o Laboratorio de Fitoterapia e Laboratério de Botanica da
Universidade Vale do Sapucai — UNIVAS em Pouso Alegre. As folhas foram submetidas
a secagem em estufa com temperatura de 65°C, por 48 horas, trituradas e acondicionadas
em frascos hermeticamente fechados.

[018] Preparacao do extrato etandlico: A preparacdo foi realizada com 20 g da
folha triturada acondicionadas em cartucho de celulose e submetidos a extracdo com
etanol 96°GL em aparelho de “soxhlet” durante 3 horas. Em seguida o extrato foi
armazenado em frasco ambar, sob uma temperatura de 10 °C (GALVANI & MARTINS,
2015).

[019] Desenvolvimento do produto: Apds pesagem de 156 g do extrato
etandlico, foram adicionados 20 g de glicerina. Essa mistura foi submetida em evaporador
rotatério com pressdo reduzida a temperatura de 85°C e 90 rpm por 2 horas com a
finalidade de substituir o solvente etanol pela glicerina. O método da extracdo glicélica
foi adaptado (ARGENTA et al., 2012).

[020] Teste de toxicidade: Para a realizagdo do teste de toxicidade, foram
utilizadas larvas de Aedes aegypti no terceiro estagio de desenvolvimento.

[021] O teste ocorreu com a subdivisdo em nove grupos, sendo seis deles, grupos
experimentais. A avaliacdo da atividade larvicida consistiu na utilizagéo de 25, 100, 150,
200, 350 e 500 pL do produto desenvolvido diluidos em 10 ml de agua destilada. Os
outros trés grupos eram controles: o primeiro com o larvicida Piriproxifen (Controle 1),

na concentragdo de 0,1 g, utilizada pela OMS, o segundo com 10 mL de &gua destilada
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(Controle 2) e o terceiro com uma mistura de glicerina e etanol (Controle 3) nas
proporcoes de 90,91% e 3,64% (v/v) respectivamente (Figura 1).

[022] Todo experimento foi realizado em triplicata para cada um dos grupos,
contendo 10 larvas de Aedes aegypti, em temperatura de 22 a 28°C.

[023] As larvas foram submetidas ao teste por 24 horas. A cada hora foi realizada
uma contagem do numero de larvas vivas e larvas mortas, sendo consideradas mortas
aquelas que ndo apresentavam movimento ou nao respondiam aos estimulos com a pipeta
de Pasteur, ficando incapazes de alcancar a superficie.

[024] Anélises Quimicas: O extrato foi enviado para Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo (USP). Para realizagdo da andlise quimica foi utilizada a
técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-MS).

[025] Apobs os experimentos, montou-se uma tabela com os valores das seis
concentrages utilizadas no teste de toxicidade, logaritmo (log) das mesmas, o nimero de
larvas mortas ap6s 24 horas, nimero de larvas vivas apds 24 horas, o acumulado de
mortos (soma das células de mortos abaixo) e 0 acumulado de vivos (soma das células de
vivos acima). A andlise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o método de
Reed & Muench (1938), o qual parte do principio de que um animal que sobreviva a certa
dose, também ird sobreviver em qualquer outra dose inferior que aquela,
consequentemente, o animal que morrer com certa dose, também ira morrer em doses
superiores que aquela. A partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade para cada
concentracdo testada foi construido um grafico onde se observa uma curva para o acimulo
de animais mortos em cada concentracdo e outra curva para o0 acimulo de sobreviventes.
O ponto de intercessao entre as curvas é a Concentracdo Letal 50% (CL50), calculado
nesse ponto a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcdo do logaritmo
decimal da dose aplicada.

[026] O intervalo de confianga foi calculado segundo o método de Pizzi (1950)
no qual se construiu um grafico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da dose.
A seguir determinou-se o valor de “R”, que € o intervalo interquartil dos valores
logaritmicos correspondentes as percentagens acumuladas, ou seja, o quartil inferior
subtraido do quartil superior. Calculou-se a variavel “h” que consistiu no intervalo entre
as dosagens, que ndo foram iguais, porém o autor diz que se os intervalos ndo forem

iguais, sdo calculadas as médias das diferencgas dos intervalos. E “n” representado pelo

Peticéo 870180018719, de 08/03/2018, pag. 13/16



5/6

namero de animais por dose. Com esses dados determinou-se o log do erro padréo, através
da seguinte formula: (SEciso)2 = 0,79 X R x h/n.
Anélise dos dados:

[027] Teor e rendimento do extrato: O teor e rendimento de solidos das folhas
obtidos foram 0,06 g (0,77%). A extragdo etanolica e o desenvolvimento do produto
foram realizados em 5 horas.

[028] Awvaliacédo do teste de toxicidade: Conforme mostra a Tabela 1, a dose de
25 uL do extrato ndo apresentou atividade larvicida. A dose de 100 pL apresentou uma
mortalidade de 29,41%. A partir da dose de 150 puL. do extrato a atividade larvicida
comegou a aumentar o numero de mortes, até provocar a morte de 100% das larvas
testadas na dose de 500 puL.

[029] Tabela 1 - Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apos 24

horas de exposic¢do a varias concentracdes do extrato glicélico de Eugenia sulcata.

Smemener,

Controle 1 0 10

Controle 2 0 10

Controle 3 - 0 10 - - -
500 2,70 10 ] 38 0 100
330 2,54 9 1 28 1 96,33
200 2,30 7 3 19 4 52,61
130 2,18 7 3 12 7 63,16
100 2,00 3 5 3 12 2041
25 1,40 0 10 0 22 0

[030] Namero de larvas (n=10); Controle 1 — larvicida Piriproxifen; Controle 2
— 10 mL de agua destilada; Controle 3 - glicerina e etanol;

[031] O controle 1 realizado com o produto utilizado pela Vigilancia
Epidemioldgica, o Piriproxifen apresentou 100% das larvas vivas, comprovando que 0
produto inibe o desenvolvimento das caracteristicas adultas do inseto, mantendo-as como
larvas (BRASIL, 2014b). O controle 2, realizado com &gua destilada apresentou 100%
das larvas vivas. O controle 3 com alcool e glicerina também apresentou 100% das larvas
vivas, mostrando que ndo possuem nenhuma atividade biologica. Para o calculo da CL50
n&o utiliza os valores dos controles mas todo o experimento foi realizado com os controles

e todas as larvas permaneceram vivas durante as 24 horas.
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[032] O indice de percentagem da mortalidade das larvas diante do extrato é
apresentado na Figura 2, mostrando-se 0 aumento de mortes a partir do Log dose 2,0000
(concentragao 100 uL).

[033] A CL50 para o extrato foi calculada através da interseccdo das curvas de
larvas acumuladas mortas e larvas acumuladas vivas da Figura 6, tendo como resultado
estimado a log 2,1, com uma concentragdo aproximada de 105 pL (0,68 pg mL-1 extrato
bruto) com um intervalo de confianga de 2,013 pg mL-1.(Figura 3)

Avaliacdo das caracteristicas quimicas do extrato:

[034] Tabela 2 — Constituintes do extrato etanolico da Eugenia sulcata

CONSTITUINTES AREA (%)

1.3,6- heptatrieno 142
Benzofirang 14,34
9.11- Octadecadiymoic acid 0,37
Nitrite de jzoamilo 1,39
Triciclo 1,30
Ciclohexanona 30,36
3,8a- Dimetil-5-metileno 1,78
1.7.7-Trimetilbicicla 1,72
Arido hexansthioic 0,78
3,7- Cyclodecadien 14,60
3.5,8z-Trimethy 242
Acido borinico 0,84
Meofitadieno 12,19
Amnidride crotémico 229
Neofitadiens 264
Meofitadieno 444
beta-Elemene 2,03
1.3, 5-Heptatrieno 1.50
Phytol 1,45
Suprasne 1.67

Area (%) baseada na integragio do pico
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RESUMO

LARVICIDA DE PITANGA PRETA NO CONTROLE DO Aedes aegypti

O presente pedido de patente de inven¢do diz respeito a um larvicida, que possui
como principio basico o composto bioativo de planta com formulacdo a base do extrato
de Pitanga Preta (Eugenia sulcata), adequado para uso domeéstico, aplicado em pratos de
vasos, bromélias, ralos e qualquer recipiente que acumule agua, ndo apresentando
qualquer possibilidade de contaminacdo humana ou ambiental, por utilizar a glicerina

como veiculo de solubilizagdo do extrato.
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