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RESUMO

A dengue é uma doenca cujo agente causador € um virus (DENV) e um de seus vetores é a
fémea do mosquito Aedes aegypti. Em 2022 houve um aumento nos casos da doenga no Brasil.
Substancias de origem vegetal surgem como alternativa promissora. O objetivo foi avaliar o
efeito larvicida do extrato aquoso da folha e caule de mamona (Ricinus communis) em Aedes
aegypti, bem como verificar se ha diferenca significativa entre os extratos. Esta pesquisa se
justifica devido aos 6rgdos das plantas utilizados estarem disponiveis durante todo ano e a
necessidade de buscar alternativas de facil acesso para o controle sustentavel desse inseto. O
experimento foi conduzido no laboratério de Biologia de uma instituicdo de ensino, a
temperatura ambiente de 24°C, temperatura da dgua de 21°C e umidade de 82%. O material
vegetal foi coletado, lavado, pesado, seco, triturado e a extragdo ocorreu por maceragao estatica
em agua destilada, nas seguintes concentrac@es: folha 0,14 g/ml e caule 0,2 g/ml. As solucGes
foram mantidas a baixa temperatura (x4°C) por 24h, coadas e diluidas (v/v extrato/agua
destilada): 40:10, 20:30 e 10:40. Ovitrampas foram construidas e instaladas para coleta de ovos.
O Departamento de Endemias disponibilizou as larvas, selecionadas 3° e 4° estagio (20 por
placa de petri) para os bioensaios. A média dos dados observada foi tratada estatisticamente por
analise de variancia (ANOVA) e pelo teste t de Studant com nivel de significancia de 95%. Nas
ovitrampas 12 ovos foram recolhidos e armazenados em coletores especificos. Em cada
bioensaio utilizadas 240 larvas, totalizando 480 larvas de Aedes aegypti. Conclui-se que tanto
a folha quanto o caule de R. communis apresenta um forte efeito larvicida, no entanto
independente da diluig&o testada o extrato do caule levou a 100% a mortalidade em 72h, sendo
indicado seu uso por secretarias de salde de regides endémicas para controle das larvas.

Palavras-chave: extrato vegetal, mamona, inseticida, controle, dengue.

ABSTRACT

Dengue is a disease whose causative agent is a virus (DENV) and one of its vectors is the female
Aedes aegypti mosquito. In 2022 there was an increase in the cases of the disease in Brazil.
Substances of plant origin emerge as a promising alternative. The objective was to evaluate the
larvicidal effect of the aqueous extract of the leaf and stem of castor oil plant (Ricinus
communis) on Aedes aegypti, as well as to verify whether there is a significant difference
between the extracts. This research is justified because the plant organs used are available
throughout the year and the need to seek easily accessible alternatives for the sustainable control
of this insect. The experiment was conducted in the Biology laboratory of an educational
institution, at an ambient temperature of 24°C, water temperature of 21°C and humidity of 82%.
The plant material was collected, washed, weighed, dried, crushed, and extraction occurred by
static maceration in distilled water at the following concentrations: leaf 0.14 g/ml and stem 0.2
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g/ml. The solutions were kept at low temperature (4°C) for 24h, strained and diluted (v/v
extract/distilled water): 40:10, 20:30 and 10:40. Ovitramps were constructed and installed for
egg collection. The Endemic Diseases Department provided the selected 3rd and 4th stage
larvae (20 per petri dish) for the bioassays. The mean of the observed data was statistically
treated by analysis of variance (ANOVA) and Studant's t-test at 95% significance level. In the
ovitramps 12 eggs were collected and stored in specific collectors. In each bioassay 240 larvae
were used, totaling 480 Aedes aegypti larvae. We conclude that both the leaf and the stem of
R. communis have a strong larvicidal effect, however, regardless of the dilution tested, the
extract of the stem led to 100% mortality in 72h, being indicated for use by health secretaries
of endemic regions for larval control.

Keywords: plant extract, castor bean, insecticide, control, dengue.

1 INTRODUCAO

No primeiro trimestre de 2022 Itumbiara ficou entre os municipios brasileiros com mais
registros de casos provaveis de dengue (1.928) e incidéncia (casos/100 mil hab) de 1.804,5,
superando a incidéncia da capital do estado, Goiania (1.448,4), considerado 0 municipio com
maiores registros de casos do pais (BRASIL, 2022).

O agente causador da dengue é um virus (DENV), pertencente a familia Flaviviridae,
apresenta quatro sorotipos e um de seus vetores é a fémea do mosquito Aedes aegypti (PARK;
KIM; JANG, 2022, p. 247). Essa espéecie também é transmissora dos virus Chikungunya
(CHIKV) e Zika (ZIKV), viroses que despertam interesse de pesquisadores por se tratarem de
doencas severas que causam sérios impactos de morbidade e mortalidade (ROSA et al., 2016).

N&o ha vacinas disponibilizadas para comunidade que previnam essas doencas € 0
controle consiste principalmente na eliminacao dos vetores, seja por inseticidas inorganicos ou
organicos sintéticos, porém estes apresentam amplo espectro e efeito residual prolongado,
fatores capazes de causar problemas ambientais e toxicologicos (ROSA et al., 2016).

Lima et al. (2003) afirmam que o método mais utilizado no Brasil para combater o Aedes
aegypti é o uso de inseticidas quimicos, como piretroides, fosforados e os organoclorados, como
resultado mosquitos mais resistentes devido a pressao de selec@o, sendo necessario 0 aumento
da dosagem desses produtos e consequentemente maiores danos ao meio ambiente.

Desta forma, enfatiza-se que substancias de origem vegetal surgem como alternativa
promissora para controle de vetores, pois sabe-se que as plantas sdo fontes naturais de
substancias bioativas, principalmente metabdlicos secundarios que sdo produzidos em resposta
a um ataque patogénico, podendo apresentar acdes inseticidas e/ou larvicidas (SIMAS et al.,
2004; RODRIGUES, 2012; ROSA et al., 2016).
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Neves et al. (2014) avaliaram o potencial larvicida em Aedes aegypti do extrato da folha
e do 6leo do fruto de mamona (Ricinus communis) e os resultados mostraram a mortalidade
total das larvas independente da concentragdo. Besson (2021) avaliou o efeito do extrato da
folha de mamona no controle de Dalbulus maidis na cultura do milho (Zea mays) e observou
reducdo na populacdo do inseto-praga. Ambos os autores confirmam a atividade inseticida da
espécie vegetal.

Mediante 0 exposto questiona-se: o caule de mamona (Ricinus communis) apresenta
acao larvicida em Aedes aegypti? Havera diferenca significativa entre os extratos aquosos da
folha e do caule? Acredita-se que o extrato do caule apresente atividade larvicida, pois alguns
pesquisadores afirmam que a concentracdo de metabdlicos secundarios é maior nas folhas
novas, ramos e sementes (BRAZ-FILHO, 1994; STILING, 1996; RALPHS; GARDNER;
PFISTER, 2000; BARBOSA; RIBEIRO FILHO, 2007).

O objetivo da pesquisa foi avaliar o efeito larvicida do extrato aquoso da folha e caule
de mamona (Ricinus communis) em Aedes aegypti, bem como verificar se ha diferenca
significativa entre os extratos. Esta se justifica devido as folhas e caules serem 6rgéaos acessiveis
durante todo ano, o que ndo ocorre com as sementes, além da severidade das doengas
propagadas pelo mosquito, sendo uma delas a dengue, considerada uma das viroses vetoriais
mais importantes do mundo, da toxicidade e 0s riscos ambientais dos produtos sintéticos
comumente utilizados. Assim, a necessidade de buscar alternativas de facil acesso para o

controle sustentavel desse inseto.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DE EXECUC;AO DA PESQUISA
O experimento foi conduzido no laboratério de Biologia de uma instituicdo pablica de

ensino, a temperatura ambiente de 24°C, temperatura da agua de 21°C e umidade de 82%.

2.2 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

Folhas e caules novos de mamona (Ricinus communis) foram adquiridos de uma area
verde situada no bairro Residencial Alto do Trindade em Itumbiara-GO em abril de 2022
(FIGURA 1). A identificagdo taxondmica foi obtida através do aplicativo PlantNet@. O
material fresco foi lavado em agua corrente para retirada de impurezas (FIGURA 2), o caule
foi cortado em pedacos de 3 cm, posteriormente foram pesados em balanca (FIGURAS 3 e 4)

e submetidos ao processo de secagem em estufa a = 65°C até obtencdo da massa seca constante
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(FIGURA 5). O material seco foi triturado manualmente (folha) e no liquidificador industrial

(caule), para obtencdo de um pé fino, destinado a extragdo (FIGURA 6).

FIGURA 1 — A planta (Ricinus communis)

Fonte: os autores

FIGURA 2 — Material vegetal limpo

Fonte: os autores

FIGURA 3 — Pesagem folhas

Fonte: os autores
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FIGURA 4 — Pesagem do g.alule_

Fonte: os autores

FIGURA 5 — Secagem em estufa

Fonte: os autores

FIGURA 6 — P6 do material vegetal apés trituracéo
—

Fonte: os autores
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2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS, DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES E
PREPARACAO DAS DILUICOES

Uma fragéo de 145 g de po vegetal da folha foi adicionado a 1000 ml de &gua destilada
para extracdo por maceracao estatica na concentracdo de 0,14 g/ml e uma fracao de 20 g de po
vegetal do caule foi adicionado a 100 ml de 4gua destilada também para extracdo por maceragédo
estatica e a concentracéo foi de 0,2 g/ml.

As solucbes obtidas foram homogeneizadas mecanicamente, 0s recipientes
identificados e mantidos em ambiente a baixa temperatura (x4°C), ficando em repouso por 24h.
Esse tempo foi necessario para extracdo das substancias hidrossoltveis. Apds este periodo, 0s
extratos foram agitados e filtrados (papel filtro). Em seguida, o material foi ressuspendido em
100 ml de agua destilada com o objetivo de retirar quaisquer microrganismos que poderiam
interferir no resultado do experimento. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com Machado et al. (2018) e Souza et al. (s.d.). Os extratos brutos (FIGURA 7) foram
armazenados a +4°C até seu uso, momento no qual foram preparadas diferentes dilui¢cdes (v/v
extrato/agua destilada): 40:10, 20:30 e 10:40. Estas foram selecionadas mediante os resultados
de Pereira et al. 20009.

FIGURA 7 — Extratos vegetais

Fonte: os autores

2.4 AQUISICAO DAS AMOSTRAS DO AEDES AEGYPTI
Ovos de Aedes aegypti foram obtidos atraves de armadilhas denominadas ovitrampas
(FIGURA 8) conforme metodologia sugerida por Brasil (2017).
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FIGURA 8 — Modelo ovitrampa

OVITRAMPA
Ne 17

Fonte: https://portal.fiocruz.br/video/metodologia-para-coleta-de-ovos-aedes-aegypti

Para construcdo de 15 ovitrampas foram utilizados 15 recipientes com capacidade de
800 ml, 30 palhetas de eucatex (16x3 cm) que ficaram imersas por 24h em agua comum, para
retirar o resto de serragem que por ventura possa ter ficado aderida (FIGURA 9) e mais 24 h
em processo de secagem sob papel filtro (FIGURA 10), recipientes e palhetas foram etiquetadas
com identificacdo numérica correspondentes. Na primeira semana foram utilizadas 15 palhetas,
sendo uma para cada ovitrampa presas por clipe metalico.

A solugdo “isca” foi feita diluindo 6 g de levedo de cerveja em 50 ml de &gua comum,
correspondendo a concentracao de 0,04% (FIGURAZ11). Em cada ovitrampa adicionou-se 1 ml
da solucdo isca, utilizando uma pipeta em 300 ml de 4gua (FIGURA 12). As armadilhas foram
instaladas em locais longe de animais e criangas e protegidos do sol e da chuva (FIGURA 13).

Registros foram feitos em uma planilha tais como: localizacdo da armadilha, nimero da
ovitrampa, data da instalacdo e observacdes (1 - intervalo entre instalacdo e coleta maior que
previsto, 2 - ovitrampa ou palheta desaparecida, 3 — ovitrampa ou palheta quebrada, 4 —
ovitrampa ou palheta removida, 5 — ovitrampa seca, 6 — ovitrampa cheia de agua, 7 — ovitrampa
com pouca agua e 8 — presenca de insetos invasores) e quantidade de ovos encontrados.

Ap0s 7 dias as ovitrampas foram recolhidas, houve a contagem dos ovos (FIGURA 14
e 15) e as palhetas com ovos armazenadas em uma caixa de isopor (FIGURA 16). Os recipientes
foram lavados e as outras 15 palhetas utilizadas para reinstalagdo das armadilhas que
permaneceram instaladas por mais 7 dias, seguindo 0 mesmo procedimento da primeira semana.

Ao final do periodo de coleta (14 dias) houve o registro do quantitativo de ovos.
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FIGURA 9 — Palhetas imersas em agua
- S AL g

Fonte: os autores

FIGURA 10 — Secagem palhetas

Fonte: os autores

FIGURA 11 — Prepara a0 da isca

B

Fonte: os autores

FIGURA 13 N Ovitrampas
I

o R
Fonte: os autores
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FIGURA 13 — Instalacdo das ovitrampas

Fonte: os autores

FIGURA 14 — Contagem dos ovos

Fonte: os autores

FIGURA 15 — Ovos de Aees aegypti

Fonte: os autores
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FIGURA 16 — Palhetas armazenadas

Fonte: os autores
O Departamento de Endemias do municipio de ltumbiara fez a doacdo de larvas em
diferentes estagios para os bioensaios (FIGURAS 17, 18 e 19).

FIGURA 17 — Larvas de Aedes aegypti

R

Fonte: os autores

FIGURA 18 — Larvas em estagio 1 e 2

Fonte: os autores
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FIGURA 19 - L

arvas em estagio 3 e 4
> _

TR
Tt

Fonte: os autores

2.5 AVALIAC;AO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DOS EXTRATOS SOBRE LARVAS DE
AEDES AEGYPTI

Os ensaios bioldgicos foram realizados segundo metodologia preconizada pela World
Health Organization (WHO) (2009) com adaptacdes.

As larvas do mosquito foram alimentadas com rag&o canina. Para facilitar o seu uso, a
racdo foi triturada manualmente até atingir a consisténcia de um p6 (FIGURA 20). A
identificacdo das larvas foi feita de acordo com caracteristicas encontradas na literatura
(CONSOLI e OLIVEIRA, 1994; SANTOS, 2008; COSTA, 2019). Apos a recepcao as larvas
foram separadas de acordo com os estagios (1°, 2°, 3°, 4° e pupa) (FIGURA 21).

Fonte: os autores

FIGURA 21 — Separacdo dos estagios.

Fonte: os autores
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Os testes in vivo foram realizados separando larvas de 3° e 4° estagios em placas de petri
em grupos de 20 (vinte) com o auxilio de uma pipeta.

Aliquotas dos extratos foram devidamente homogeneizadas a 4gua, nas concentragoes
previamente definidas e posteriormente adicionadas as placas de petri, em triplicatas, conforme
0 delineamento experimental (FIGURA 22). No grupo controle utilizou-se 50 ml de agua
comum.

Depois foram feitas as leituras das larvas sobreviventes em 24, 48 e 72 h apds o inicio
dos testes (FIGURA 23) (PEREIRA et al. 2009; PAULINO, 2016; ROSA et al., 2016).

FIGURA 22 — Delineamento experimental

MAMONA (FOLHA) MAMONA (CAULE)
(Ricinus communis) {Ricinus communis)
GRUPOS/DILUICOES GRUPOS/DILUICOES

40:10 | 20:30 | 10:40 C 40:10 | 20:30 | 10:40

Fonte: os autores

FIGURA 23 — Bioensaio com os extratos da folha e caule de mamona

S
P

Fonte: os autores
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2.6 ANALISE DOS DADOS
A média dos dados observada foi tratada estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) pelo teste t de Studant com nivel de significancia de 95%. (PEREIRA et al., 2009).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nas ovitrampas 12 ovos foram recolhidos e armazenados em coletores especificos. Em

cada bioensaio utilizadas 240 larvas em 3° e 4° estagios, totalizando 480 larvas de Aedes
aegypti.

Os resultados do bioensaio com o extrato das folhas de mamona demonstraram que as
diluicdes 40:10 e 20:30 alcancaram a CL50 no intervalo de 48h (66,7% e 76,7%,
respectivamente), destacando a 40:10 que aumentou a porcentagem de mortas apds 72h (98,3%)
(FIGURA 24), sendo que as demais diluicBes permaneceram inalteradas. Segundo Queiroz
(2015), “a concentragdo letal média refere-se a concentracdo de um produto quimico no ar ou

na agua que leva a morte de 50% dos individuos num tempo pre-estabelecido”.

FIGURA 24 — Porcentagem de larvas mortas expostas a 4gua destilada (controle) e as diferentes dilui¢es do
extrato das folhas de mamona apresentando diferenga significativa entre os tratamentos e o grupo controle
(p<0,05) em todos os intervalos de tempo.

Mortalidade - FOLHA MAMONA

120

98,3
100

76,7 76,7
80 66,7

60

40
23,4 23,3

20

83 13,3 13,4
1,7 1,7

5,1
. ] [] []

24h 48h 72h

CONTROLE 40.10 m20.30 m10.40

Os resultados do bioensaio realizado com o extrato aquoso do caule da mamona
alcancaram a CL50 a partir de 24h nas dilui¢cbes 40:10 e 20:30, sendo que apds 48h as trés
diluicdes testadas apresentaram a CL50, destacando 100% de mortalidade na 40:10 e 20:30.
Apobs o intervalo de 72h todas as larvas estavam mortas com exce¢do do grupo controle
(FIGURA 25).
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FIGURA 25 — Porcentagem de larvas mortas expostas a agua destilada (controle) e as diferentes dilui¢cGes do
extrato do caule de mamona apresentando diferenca significativa entre os tratamentos e o grupo controle
(p<0,05) em todos os intervalos de tempo.

Mortalidade - CAULE MAMONA

m CONTROLE 40.10 m20.30 m10.40

120
100 100 100 100 100

100 88,4

85
80

60
40

20
20

24h 48h 72h

Neves et al. (2014) obtiveram o mesmo resultado utilizando extrato de folha e sementes
de Ricinus communis sobre as larvas de Aedes aegypti.

Ao comparar os resultados dos diferentes extratos vegetais testados, observa-se que as
maiores médias de mortalidade foram do extrato do caule que demonstrou CL50 em todas as

diluicdes e apresentou letalidade de 100% ap06s 72h em todos os tratamentos (FIGURA 26).

FIGURA 26 — Porcentagem de larvas mortas expostas a dgua destilada (controle) e aos diferentes extratos
vegetais e respectivas dilui¢fes. Os resultados apresentam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Mortalidade das larvas de Aedes aegypti
nos diferentes extratos vegetais e diluigbes

B CONTROLE m40.10 (F) m40.10 (C) m20.30 (F) m20.30 (C) m 10.40 (F) m10.40 (C)

120
100 100 98,400 100 100

100 83,4

6,

80

60

40

20

24h 48h 72h

Os bioensaios demonstraram eficiéncia do extrato do caule da mamona assim como

obtiveram Neves et al. (2014), 100% de mortalidade ao utilizarem as folhas e sementes.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que tanto a folha quanto o caule de R. communis apresenta um forte efeito
larvicida, no entanto independente da diluicdo testada o extrato do caule levou a 100% a
mortalidade em 72h, sendo indicado seu uso por secretarias de satde de regides endémicas para

controle das larvas.
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