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RESUMO GERAL

O Brasil é considerado um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo, pesquisas
cientificas basicas e aplicadas indicam a utilizacdo de produtos de origem vegetal associados a
correta utilizacdo dos agrotoxicos como alternativa aos danos causados por estes produtos.
Importante ressaltar que a descoberta de novos compostos bioativos possibilitaria a sintese de
produtos para o controle de insetos-praga. Espécies vegetais vém sendo estudadas para este fim,
e dentre estas, destaca-se algumas do género Tagetes. Pertencentes a familia Asteraceae, as
espécies deste género sdo utilizadas como alternativa para o controle de pragas e doencgas devido
a composicdo quimica dos seus metabolitos secundarios como compostos fenolicos, tiofenos e
alcal6ides. Além da busca por novos compostos, faz-se necessarios estudos relativos quanto a
melhor forma de liberacdo deles e outras medidas que favorecam a aplicabilidade desses
produtos de modo a atender as necessidades econdémicas e ambientais da atualidade. Diante
disso, a partir do presente estudo, objetiva-se avaliar a atividade inseticida dos extratos, fracdes
e Oleos esséncias de Tagetes spp. sobre Sitophilus zeamais Motschulsky e Spodoptera
frugiperda Smith; atividade pro-oxidativa por meio da mobilidade relativa em eletroforese;
determinar a atividade antioxidante e antiproliferativa em linhagens celulares tumorais, também
analisar qualitativamente fenois e flavonoides totais dos extratos e fracGes de T. erecta e T.
patula; desenvolver e caracterizar lipossomas contendo extratos e fracGes de T. erecta e T.
patula, e por fim realizar a caracterizacdo fitoquimica dos extratos por CLAE e dos 6leos
essenciais por CG-EM. Mediante os resultados obtidos foi possivel concluir que as espécies T.
erecta e T. patula apresentaram atividade antioxidante, como também foi evidenciado a
presenca de fenois e flavonoides nas amostras avaliadas; os extratos e fracdes das duas espécies
estudadas apresentaram potencial citotoxico e antiproliferativo nas linhagens de células
avaliadas; os extratos e 6leos essenciais das espécies testadas apresentaram potencial efeito
inseticida sobre o inseto Sitophilus zeamais, como também afetou significativamente a
viabilidade larval de Spodoptera frugiperda; quanto ao potencial oxidativo os extratos brutos
apresentaram degradacdo da proteina utilizada; ja para a caracterizacdo dos lipossomas foi
possivel concluir que houve a formacéo das vesiculas lipossomais contendo extratos ou fracoes
de T. erecta e T. patula, e que os lipossomas ndo interferiram significativamente na atividade
inseticida sobre Sitophilus zeamais em comparacdo a atividade inseticida apresentada pelos
extratos e fragdes ndo microencapsulados; os resultados obtidos na caracterizacao fitoquimica
dos extratos de Tagetes spp. por CLAE/EM demonstraram que 0S mesmos S&0 ricos em
compostos flavonoidicos e quanto aos 6leos essenciais, foi demonstrado que 0s mesmos sdo
ricos em compostos monoterpénicos.
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ABSTRACT

Brazil is considered one of the largest consumers of pesticides in the world, basic scientific
research and applied to products of plant origin associated with the correct use of pesticides as
an alternative to the damage caused by these products. Importantly, the discovery of new
bioactive compounds enables the exposure of pest insect control products. Plant species that
have been studied for this purpose, and among these, reducing some genera of Tagetes.
Belonging to the Asteraceae family, as species of this genus they are used as an alternative for
disease and pest control due to the chemical composition of their secondary metabolites as
phenolic compounds, thiophenes and alkaloids. In addition to researching new compounds, it
studies how much better release and other measures that favor the application of these products
to meet current economic and environmental needs. Therefore, from this study, the objective is
to evaluate the insecticidal activity of extracts, fractions and essential oils of Tagetes spp.
Sitophilus zeamais Motschulsky and Spodoptera frugiperda Smith; prooxidative activity
through relative mobility in electrophoresis; to determine antioxidant and antiproliferative
activity in tumor cell lines, also to qualitatively analyze phenols and total flavonoids of extracts
and fractions of T. erecta and T. patula; develop and characterize liposomes containing extracts
and fractions of T. erecta and T. patula, and finally perform the phytochemical characterization
of extracts by HPLC and essential oils by GC-MS. From the obtained results, it was possible to
conclude that the T. ereta and T. patula species presented antioxidant activity, as it was also
evidenced in the presence of phenols and flavonoids in the available samples; the extracts and
fractions of the two studied species presented cytotoxic and antiproliferative potential in the
evaluated cell lines; The extracts and essential oils of the tested species showed potential
insecticidal effect on the insect Sitophilus zeamais, as well as affecting the larval viability of
Spodoptera frugiperda; how much oxidative potential of crude extracts detected the degradation
of the protein used; For the characterization of liposomes it was possible to conclude that there
was formation of fat soluble vesicles, including extractions or fractions of T. erecta and T.
patula, and that liposomes did not interfere with insecticidal activity on Sitophilus zeamais
compared to insecticidal activity and non-microencapsulated fractions; the results obtained in
the phytochemical characterization of Tagetes spp. by HPLC / MS showed that they are rich in
flavonoid compounds and as for the essential oils, it was shown that they are rich in
monoterpenic compounds.
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De acordo com estimativas realizadas pela Organizagdo das NagOes Unidas para

Alimentacdo e Agricultura (FAO) a populacdo mundial deve alcancar em 2050 a marca de 9,8
bilhdes de individuos, compreendendo um aumento de 29% no nimero atual (Bojanic, 2017).
Para acompanhar o aumento populacional a producdo mundial de alimentos devera aumentar
em 70% do que atualmente é produzido. Uma conclusdo de grande importancia para que isto
ocorra, é a necessidade do aumento da produtividade agricola como principal responsavel pelo
aumento da producéo de alimentos (Camargo, 2002). Este aumento sera obtido principalmente
pelo desenvolvimento de novas tecnologias. No entanto, o desmatamento de ambientes naturais
continuara preocupante, assim como seus efeitos sobre 0s ecossistemas naturais e agricolas,
podendo impactar no custo e na producéo global de alimentos (Ribeiro, 2019).

A producdo atual de alimentos foi beneficiada pela revolucao verde que aconteceu na
década de 1960, houve aumento da produtividade e modernizacdo da agricultura, passando a
ser caracterizada como monoculturas extensivas, de grande utilizacdo de fertilizantes sintéticos
e agrotoxicos (Correa e Salgado, 2011). Consequentemente, tal revolucao resultou também na
alteracdo do equilibrio em diferentes ecossistemas, afetando a biodiversidade, e favorecendo
assim o surgimento de pragas e doencas na producdo agricola (Vasconcelos, 2018). Entre os
defensivos agricolas desenvolvidos e utilizados na revolucdo verde estdo os herbicidas,
inseticidas e fungicidas, os quais promoveram um avanco significativo no aumento da producédo
de alimentos. No entanto estes, apresentaram também impacto sobre o aparecimento de pragas
e doencas mais resistentes e tolerantes ao manejo agricola, principalmente devido a utilizacéo
incorreta e abusiva de tais produtos (Menezes, 2005).

Entre os agrotdxicos o0s inseticidas ocupam a terceira posicdo no mercado de
comercializacdo de agrotoxicos no Brasil, com 29%, ficando atrés dos fungicidas com 33% e
herbicidas com 32% (Tavella et al., 2011; Sampaio, 2018). Os insetos podem ser considerados
benéficos ou prejudiciais de acordo com o papel desempenhado por eles nos ciclos ecoldgicos
(Medeiros et al., 2011). Os considerados prejudiciais séo causadores de importantes perdas nas
lavouras, principalmente de grdos e sementes (Preto, 2018), pois reduzem seus valores
nutricionais e comerciais; considerando que os ataques podem ocorrer antes, durante e depois
da colheita (Sousa Junior et al., 2009).

O Brasil apresenta sua economia pautada no setor primario de producéo, ocupando a

terceira posi¢do como maior exportador de produtos agricolas do mundo, atras apenas da Unido
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Europeia, Estados Unidos e China (Silva, 2018). Entretanto, vem apresentando destaque no

abastecimento mundial de cereais, frutas e outros produtos de origem vegetal (MAPA, 2018).

No que diz respeito aos insetos considerados pragas para a industria agricola, o gorgulho
Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), é um inseto cosmopolita
(Antunes e Dionello, 2010; Borsonaro, 2013), de infestacdo cruzada, ou seja, ataca sementes
no campo e também o grdo armazenado. Apresentando elevado potencial de reproducéo, é
considerado uma praga primaria interna (Lorini et al., 2010; Antunes et al., 2011), que causa
sérios prejuizos econdmicos ao pais (Dionisio et al., 2016), pois possui muitos hospedeiros,
como milho, trigo, arroz, cevada, triticale e aveia.

Além do gorgulho, as lagartas do género Spodoptera pertencente a familia Noctuidae,
também atacam diversas culturas, como milho, feijédo, soja, algodédo e hortalicas, entre outras
mais de 100 culturas (Valicente, 2015). A espécie Spodoptera frugiperda Smith, popularmente
conhecida como a lagarta-do-cartucho, tem preocupado os produtores da cultura do milho pois
seus danos podem se estender por todo o desenvolvimento do milho tanto na fase vegetativa,
quanto reprodutiva (Rosa et al., 2012). S. frugiperda com sua incidéncia anual apresenta ampla
distribuicdo geografica pelo mundo, sendo mais nociva nas regides tropicais das Américas
devido suas condi¢es climéticas favoraveis (Boregas et al., 2013). Diante dos ataques e danos
causados por estas pragas surge a necessidade de suprimi-las utilizando-se de inseticidas
sintéticos, que infelizmente sdo utilizados em sua maioria de forma generalizada e
indiscriminada (Martins, 2018), causando muitas vezes a presenga de altos niveis de residuos
toxicos nos alimentos, desequilibrio biolégico, contaminacfes ambientais, intoxicacdes de
seres humanos e animais (Lima et al., 2008; Queiroga et al., 2012), ressurgéncia de pragas,
surtos de pragas secundarias e linhagens de insetos resistentes (Almeida et al., 2012), entre
outros efeitos diretos e indiretos que causam enormes perturbacfes aos agrosistemas.

Diante deste quadro, pesquisa cientificas basicas e aplicadas indicam uma possivel
utilizacdo de produtos naturais de origem vegetal como complementacdo a utilizacdo de
agrotoxicos, (Dequech et al., 2008). Tais pesquisas fundamentam-se na alelopatia e na producéo
de aleloquimicos por diferentes espécies vegetais, capazes de serem empregadas como
protétipos moleculares de novos defensivos, podendo reduzir assim a utilizacdo de produtos
sintéticos (Cheng e Cheng, 2015). Assim, algumas espécies vegetais vém sendo estudadas com
o0 propasito de serem fornecedoras de compostos bioativos (Martinelli e Silva, 2018), entre estas

plantas estdo algumas espécies do género Tagetes (Santos et al., 2016).
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O género Tagetes (Asteraceae), vem se destacando cientificamente devido sua acao

sobre pragas e doencas de diferentes culturas (Salinas-Sanchez et al., 2012). Isto se deve
principalmente & sua composi¢do quimica (metabolitos secundarios) e suas diferentes
atividades biol6gicas, que tem proporcionado o desenvolvimento de novos farmacos e
inseticidas (Verdi et al., 2005; Duque, 2006). Entre as plantas deste género destacam-se as
espeécies Tagetes erecta Linnaeus e Tagetes patula Linnaeus.

Tagetes erecta Linneu é cultivada principalmente como planta ornamental na China;
possue atividade nematicida, fungicida e inseticida (Xu et al., 2011; Santos et al., 2016).
Quando consorciada com outras espécies favorece o cultivo da mesma (Gomez-Rodriguez et
al., 2003). A especie Tagetes patula L. possui propriedades antioxidantes, larvicida, fungicida
(Melo et al., 2011; Tonuci et al., 2012) antimicrobiana, nematicida, inseticida (Barboza et al.,
2010; Santos et al., 2016).

Um desafio importante na busca de novas moléculas ativas, principalmente de origem
vegetal, € manter e assegurar a estabilidade, a liberacdo dos compostos e garantir o sitio de
atuacdo das mesmas, e uma das formas para alcancar tais objetivos é a imobilizacdo da molécula
de interesse por um agente encapsulante (Etchepare et al., 2015). Assim, cada vez mais, 0s
estudos da tecnologia de micro e nanoencapsulagdo de compostos vem se destacando, pois, esta
preserva as caracteristicas de determinadas substancias para adequa-las as aplicaces desejadas,
favorecendo os resultados especificos e buscando minimizar os efeitos prejudiciais ao meio
ambiente (Bezerra et al., 2017).

Neste contexto, compostos ativos presentes em extratos vegetais podem ser de grande
interesse para utilizacdo em sistemas de liberacdo controlada (Jaim, 2008). Esses sistemas desde
seu desenvolvimento, tém demonstrado grande importancia em diferentes areas de aplicacéo,
devido as vantagens que eles apresentam, uma vez que essa técnica baseia-se na regulacdo do
fornecimento de um principio ativo por um dispositivo capaz de transporta-lo e promover sua
liberacdo, com uma taxa especifica por um periodo definido de tempo (Bruneau et al., 2019).
Com o objetivo de proteger, estabilizar ou controlar a liberacdo do conteudo de sua matriz
(Suave et al., 2006; Yow et al., 2009), essas formulacGes apresentam também potencial para
reduzir problemas ambientais, uma vez que quando associados a utilizacdo de inseticidas por
exemplo, proporcionam seguranga ao manipulador e aos organismos nao alvos, por aumentar
sua persisténcia no local de agdo desejado, e consequentemente permitir reducdo na quantidade

de principio ativo necesséria a aplicacdo (Devi, et al., 2011).
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Uma das formas de encapsular compostos ativos vegetais é a formacao de lipossomas,

pois estes sdo considerados um dos melhores sistemas de liberagdo controlada, mostrando-se
eficientes como transportadores e liberadores de moléculas ativas. Sao estaveis, favorecem o
aumento da permeabilidade em aplicacdes topicas, diminuem toxicidade e aumentam a
eficiéncia (Gallo, 2016). Trabalhos cientificos tém demonstrado o aumento da eficacia de
diferentes compostos inseticidas liberados com auxilio de técnicas de liberacdo controlada. A
incorporacdo de clorpirifés em microesferas biopoliméricas de alginato de célcio e amido por
exemplo, favorecem a aplicagdo destes em campos agricolas (Roy et al., 2009). Oleo de Nim
(Azadirachta indica) na forma de nanoformulacdo resultou no aumento da eficacia inseticida
no controle de Plutella xylostella (Mondego, 2011). Dessa forma, esses resultados indicam
importante perspectiva da utilizacdo de nanotecnologia no aumento da eficacia de inseticidas
boténicos para o controle pragas agricolas (Oliveira et al., 2014).

Diante do exposto, e considerando a variedade de compostos bioativos encontrados nas
espécies T. erecta e T. patula, somado a crescente utilizacdo dos lipossomas na obtencéo de
produtos nanoencapsulados para utilizacdo nas industrias farmacéutica, alimenticia e agricola,
e a possibilidade da diminuicdo do emprego dos agroquimicos, faz do estudo e do
desenvolvimento de novas tecnologias, uma ferramenta fundamental para a producgéo e manejo

no setor agricola, principalmente para a produc¢édo de gréos no pais.
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Diante dos resultados obtidos neste estudo é possivel concluir que as espécies T. erecta
e T. patula apresentaram atividade antioxidante. Quanto ao potencial citotoxico e
antiproliferativo em células tumorais e ndo tumoral, algumas fracdes apresentaram potencial
em todas as linhagens avaliadas.

Os extratos e Oleos essenciais das espécies testadas apresentaram potencial efeito
inseticida sobre o inseto Sitophilus zeamais, como também afetou significativamente a
viabilidade larval de Spodoptera frugiperda. Quato aos 6leos essenciais, foi demonstrado que
0S Mesmos Sdo ricos em compostos monoterpénicos.

Os extratos brutos apresentaram potencial oxidativo sobre a proteina BSA.

Jé para a caracterizacdo dos lipossomas foi possivel concluir que houve a formacéo das
vesiculas lipossomais contendo extratos ou fracdes de T. erecta e T. patula, e que os lipossomas
ndo interferiram significativamente na atividade inseticida sobre Sitophilus zeamais em
comparacao a atividade inseticida dos extratos e fragdes ndo microencapsulados.

Os resultados obtidos na caracterizagdo fitoquimica dos extratos de Tagetes spp. por
CLAE/EM demonstraram que 0s mesmos sdo ricos em compostos flavonoidicos, sendo

necessaria a elucidacéo das estruturas quimicas para confirmacdo dos compostos.
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