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ALVES DE LIMA, Yuri Renan. Efeito letal de fracao hexanica de Ricinus
communis e de produtos comerciais a base de Bacillus thuringiensis israelenses
sobre Aedes spp. L. (Diptera: culicidae) em condi¢gées de laboratério. 2024. 43 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2024.

RESUMO GERAL

Vetor de arboviroses como Febre amarela urbana, Dengue, Chicungunya e Zika, o Aedes
aegypti € um problema complexo na saude publica mundial. No Brasil a partir de 2002 foi
introduzido o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), tendo como principal
ferramenta o Levantamento Rapido de indices de Infestacdo pelo A. aegypti (LIRAa)
medindo o grau de infestagdo pelo A. aegypti em todos os municipios brasileiros, e
empregando concomitantemente estratégias de controle quimico e mecanico visando
reducao populacional desse vetor. Entretanto, o controle quimico tem ocasionado a
selecédo de populacdes de Aedes spp. resistentes. Por esse motivo, se faz necessario a
busca por patdgenos e produtos naturais que exergam controle populacional desse vetor.
Assim, o presente estudo objetiva avaliar os efeitos letais em laboratério de fracoes
purificadas de Ricinus communis e formulados a base de Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis BR101 para o controle do Aedes spp.. Ovos de Aedes spp. foram coletados
por meio de ovitrampas, alocadas no Campus da UTFPR — Dois Vizinhos. A produg¢ao do
formulado em pdé de fermentado a base dessa linhagem ocorreu no Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica, do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do
Parana (UFPR), sendo testadas cinco dissolu¢gdes diferentes, 0,00001 mg/L,
0,00005mg/L, 0,0001 mg/L, 0,0005 mg/L e 0,001 mg/L, respectivamentes e um cotrole
agua. Foi testado tambem o formulado bacteriano comercial VectoBac® WG nas
seguintes dissolu¢dées 0,005; 0,008; 0,01; 0,02 e 0,04 mg/L e um controle agua. Além
desses formulados, foi testado a fragao hexanica de R. communis a uma concentragao de
500mg/L e uma testemunha agua e outra alcool. Todos os tratamentos foram avaliados
em um periodo de 24, 48 e 72 horas respectivamente. O produto comercial
VectoBac®WG apresentou eficacia na mortalidade sobre larvas de Aedes spp., com uma
CL50 de 0,0005 e CL90 de 0,040, nao apresentando mortalidade acima de 5% para
testemunha apdés 72 h de avaliagdo. O formulado em p6 BR101 apresentou uma
porcentagem de mortalidade de 100% em todas as concentragdes, apés 24 horas de
avaliagdo. Ja o extrato hexanico de R. communis tambem demonstrou alta efetividade
com 100% de mortalidade ja em 24 h de exposi¢cao e zero mortalidade das testemuhas
agua e alcool apos as 72 h de avaliagdo. Esses resultados demonstram que tanto o
formulado BR 101 quanto a fracdo hexanica possuem letalidade equiparada ao produto
comercial Vectobac ® WG rotineiramente utilizado no controle do vetor Aedes spp., e
podem configurar uma alternativa economicamente viavel para este fim.

Palavras-chave: Alternativas de controle; Ricina; Formulados Bfti; Economicamente

viavel.



ALVES DE LIMA, Yuri Renan. Lethal effect of hexane fraction of Ricinus
communis and commercial products based on Bacillus thuringiensis israelensis on
Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) under laboratory conditions. 2024. 43 f.
Dissertation (Master's degree in Biological Sciencies) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2024.

GENERAL ABSTRACT

Vector of arboviruses such as Urban Yellow Fever, Dengue, Chicungunya and Zika,
Aedes aegypti is a complex problem in global public health. In Brazil, from 2002 onwards,
the National Dengue Control Program (PNCD) was introduced, with the main tool being
the Rapid Survey of Infestation Indexes by A. aegypti (LIRAa), measuring the degree of
infestation by A. aegypti in all municipalities Brazilians, and simultaneously employing
chemical and mechanical control strategies aimed at reducing the population of this vector.
However, chemical control has led to the selection of resistant A. aegypti populations. For
this reason, it is necessary to search for pathogens and natural products that exert
population control of this vector. Thus, the present study aims to evaluate the lethal effects
in the laboratory of purified fractions of Ricinus communis and formulated based on
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis BR101 for the control of A. aegypti. A. aegypti
eggs were collected using ovitraps, located on the UTFPR Campus — Dois Vizinhos. The
production of the powder formula of fermented Bti took place in the Pharmaceutical
Technology Laboratory, of the Pharmacy Department of the Federal University of Parana
(UFPR), five different dissolutions being tested, 0.00001 mg/L, 0.00005mg/ L, 0.0001
mg/L, 0.0005 mg/L and 0.001 mg/L respectively and a water control. The commercial
bacterial formula VectoBac® WG was also tested in the following dissolutions 0.005;
0.008; 0.01; 0.02 and 0.04 mg/L and a water control. In addition to these formulates, the
hexane fraction of R. communis was tested at a concentration of 500mg/L and a control
was water and another alcohol. All treatments were evaluated over a period of 24, 48 and
72 hours respectively. The commercial product VectoBac®WG was effective in mortality
on A. aegypti larvae, with an LCso of -0.0005 and LCgo of 0.040, with no mortality above
5% for controls after 72 h of evaluation. The BR101 powder formula showed a mortality
rate of 100% in all concentrations, after 24 hours of evaluation and no mortality after 72
hours of evaluation. The hexane extract of R. communis also demonstrated high
effectiveness with 100% mortality within 24 hours of exposure and zero mortality in water
and alcohol controls after 72 hours of evaluation. These results demonstrate that both the
BR101 formula and the hexane fraction have lethality equivalent to the commercial product
Vectobac ® WG routinely used to control the A. aegypti vector, and can represent an
economically viable alternative for this purpose.

Keywords: Control alternatives; Ricin; Bti formulas; Economically viable.
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INTRODUCAO

Biologia Geral Aedes spp.

Originario da Africa, o Aedes spp. (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) foi
primariamente descrito no Egito, mas atualmente & considerado cosmopolita sendo
abundantemente encontrado em regides tropicais e subtropicais (Nelson, 1986; Brasil,
2020), sendo os fatores climaticos como variagao de temperatura, umidade, pluviométrica,
pressdo atmosférica e velocidade do vento, contribuites em seu sucesso reprodutivo
(Nelson, 1986).

Este organismo é vetor de arboviroses, como Febre amarela urbana, Chicungunya,
Zika e Dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) (Black et al.,2002). O A. aegypti
geralmente € encontrado em ambientes urbanos, e possui habito diurno, utilizando-se de
reservatorios naturais de agua como buracos em arvores ou bromélias (Forattini &
Marques, 2000), podendo utilizar também reservatorios artificiais como, tampas de
garrafas, vasos de plantas e pneus para sua oviposigao (Tauil, 2002).

A fémea do Aedes spp. € hematofaga, ou seja, alimenta-se de sangue, que é
necessario para maturacao dos ovos. Devido essa necessidade, uma fémea pode voar
por até 800 metros, e tém a capacidade de ingestdo de 3,0 a 3,5 mg de sangue por
alimentacao (Forattini, 2002). Apds a alimentagdo, ha a procura por parte da fémea de
lugares propicios a oviposi¢do, com muita umidade, que seja acima da linha d’agua
(Forattini, 2002; Madeira et al., 2002).

Ovos

Em geral apés 3 dias do ingurgitamento, as fémeas podem ovipositar entre 60 e
200 ovos de cada vez (Christophers, 1960; Jezus et al., 2020), medindo cerca de 1 mm
de comprimento, com contorno alongado e fusiforme e valor médio de centro de massa de
0,012+0,002 mm?3 (Forattini, 1962; Morais et al., 2019). Logo apds a postura, os ovos tém
coloragao esbranquigada, e quando em contato com o oxigénio apresenta coloragao preta
(Morais et al., 2019).

O desenvolvimento embrionario ocorre apds 48h, quando em condigoes favoraveis
de temperatura e umidade. Uma vez concluido o desenvolvimento embrionario, os ovos
adquirem resisténcia a longos periodos de dessecacdo. Tal resisténcia, permite que
sejam transportados a longas distancias, em diferentes recipientes, caracterizando o

principal meio de disperséo do inseto (dispersao passiva) (Brasil, 2001).
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Larva

Por ser holometabdlico (sofre metamorfose completa), o estagio larval do Aedes
spp. € caracterizado por ser o periodo de alimentagdo e crescimento, onde alimenta-se
sobretudo de matéria organica acumulada no fundo e nas paredes dos depdsitos (Brasil,
2001).

Dependente da temperatura, quantidade de alimento e densidade larval nos
criadouros, as larvas de Aedes spp. passam por quatro estadios evolutivos, e o periodo
entre a eclosdo e o empupamento, que em geral dura cinco dias. A larva € composta de
cabeca, torax e abdémen (Figura 1), que é subdividido em nove segmentos (Brasil, 2001;
ABED et al. 2007).

O segmento posterior (segmento anal) do abdémen contém quatro branquias
lobuladas utilizadas na regulagdo somaética. Possui também um sifao para a respiragéo na
superficie da agua (Figura 1). Possui uma maior sensibilidade a feixes de luz/ claridade ou
movimentos bruscos na agua, movimentando-se rapidamente ao fundo do recipiente
buscando refugio (Fotofobia) (Brasil, 2001).
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Figura 1. llustragdo anatémica da larva de Aedes spp.

Abdoémen

Cabeca !

Pluma da antena

Fonte: Autor, 2022.

Pupa

No periodo pupal ndo ocorre a alimentagcdo, é neste estagio que ocorre a
metamorfose da larva para o adulto, que dura em média de dois a tres dias. Quando em
repouso se mantém em suspensao na superficie da agua, facilitando a emergéncia do
adulto. A divisao corporal da pupa se da em cefalotérax (cabega e térax unidos), o qual
contém um par de tubulos respiratérios que perpassam a linha da agua permitindo a
respiragdo e abdémen, onde no ultimo segmento apresenta um par de pas que auxiliam

na locomogao (Figura 2) (Consoli & Oliveira, 1994; Brasil, 2001).
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_Figura 2. llustracdo anatdmica da pupa de Aedes spp.

Trompetas
respiratorias

Cefalotorax :

Abdomen

Paletas natatorias

Fonte: Autor, 2022.

Adulto

O Aedes spp. adulto, € o estagio de reprodugdo do inseto. Apdés emergir como
adulto da fase pupal, o inseto geralmente pousa nas paredes do recipiente, onde
permanece por varias horas, permitindo o endurecimento das asas e do exoesqueleto.
Estes podem viver entre 30 e 35 dias (Consoli & Oliveira, 1994).

No adulto o corpo é subdividido em cabeca, térax e abdémen. A cabeca possui 0s
orgaos do sentidos, como os palpos, olhos e antenas. As antenas do Aedes spp. séo
alongadas e estruturadas com 15 a 16 segmentos, o primeiro destes é afunilado e forma
um anel, enquanto que o segundo é globoso (pedicelo), e os segmentos restantes,
normalmente alongados, sdo chamados de flagelares (Figura 3) (Consoli & Oliveira,
1994).

Esta porgéo flagelar da antena pode variar de acordo com o sexo do mosquito. Os
machos possuem nesses segmentos, pélos em maior numero e mais alongados que as
fémeas. Assim pode-se diferenciar os sexos através dessas carcteristicas morfologicas
(Figura 3) (Consoli & Oliveira, 1994).
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No primeiro ou segundo dia apds tornarem-se adultos, ocorre a copula, que se
da em pleno véo, com o macho sendo atraido pela fémea por conta das batidas das asas
(Silva et al., 1994; Anjolette, 2016). Na natureza os culicideos se alimentam de néctar
floral e sucos ricos em carboidratos de diferentes frutos, o que é essencial a sua
sobrevivéncia (Leandro, 2012). No entanto a fémea do A. aegypti precisa de sangue para
concluir o processo de maturagado do foliculo ovariano, estando apta a ovipositar apés

alguns dias completando o ciclo da espécie (Annies, 2017).

Figura 3. llustragdo anatémica da fémea de Aedes aegypti, totalmente ingurgitada.

;__._ e S S L s S S _._._._._.T ........ : ____________________________________________________________ Probésc1de

Cabeca Palpg maglar N\ - \ : = Antena

ZEIOL

i Perna anterior

Fémur

)
Abdémen Perna média }\

ingurgitado |

Tarsos

Perna }_’_//
posterior p

2.0 mm

Fonte: Autor, 2022.

Os criadouros de Aedes spp. sao locais que podem acumular dgua e que estéo
dispostos geralmente em ambiente urbano (Do Nascimento et al., 2022), fator essencial
para a transmissdo de agentes etiolégicos a humanos e animais (Gubler, 1998). A
oviposicdo das fémeas ocorre em “saltos” (depositam varios ovos em diferentes
criadouros) visando garantir sucesso reprodutivo, podendo permanecer viaveis por mais
de um ano. E uma vez infectada, pode transmitir o arbovirus durante toda sua vida
(Carvalho & Moreira 2017; Powell & Tabachnick, 2013).
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Epidemiologia e monitoramento do A. aegypti

Este mosquito € o principal vetor de importantes arboviroses como a Febre
Amarela Urbana, Dengue, Chicungunya e Zika, que atualmente representam um dos
problemas mais complexos da saude publica brasileira, pois 0 A. aegypti tem ampla
disseminagéo em territorio nacional (Bardach et al., 2019).

No ano de 2022, no teritério brasileiro, ocorreram 174.517 casos provaveis de
chikungunya (taxa de incidéncia de 81,8 casos por 100 mil hab.). Se comparado ao
mesmo perido de 2021, houve um aumento de 78,9% dos casos, tendo a Regido
Nordeste apresentado a maior incidéncia (257,4 casos/100 mil hab.), seguida das
Regides Centro-Oeste (36,6 casos/100 mil hab.) e Norte (26,4 casos/100 mil hab.) (Brasil,
2022).

Em 2023, o pico de casos provaveis registrados se deu nos meses de fevereiro,
margo e abril com 24.140, 29.786 e 27.282 casos registrados respectivamente,
totalizando ao final de 2023, 158.061 ocorréncias, evidenciando uma pequena diminuigao
em relagdo ao ano anterior. Em 2024, o pico de registro de casos provaveis de
chikungunya aconteceu no més de fevereiro, apresentando 51.132 registros, com um
total de 144.985 casos em todo o territério brasileiro, até a segunda semana de abril
(Brasil, 2024).

Em relacdo aos indices de Zika, até o més de novembro de 2022, verificou-se uma
taxa de ocorréncia de 4,3 casos por mil hab. no pais, apresentando um aumento de
98,8% no numero de casos se comparado ao mesmo perido em 2021, totalizando 9.204
casos (Brasil, 2022).

Em 2023, o pico de ocorréncia de casos dessa doenga ocorreu entre os meses de
margo, abril e maio apresentando 2.127, 1.869 e 1.784 registros, totalizando até a
semana epidemiologica 52, 11.534 casos. Em contrapartida, em 2024 o numero total de
casos até a segunda semana de abril foi de 3.600 casos provaveis registrados,
demonstrando uma diminuigdo significativa, quando comparada ao mesmo periodo do
ano anterior (Brasil, 2024).

Até a semana epidemioldgica 52 de 2022, foram registrados 1.450.270 casos
provaveis de dengue (Taxa de incidéncia de 679,9 casos por 100 mil hab.) no Brasil. Em
comparagao com o mesmo periodo de 2021, houve um aumento de 162,5% dos casos
registrados, sendo a Regidao Centro-Oeste com maior incidéncia de dengue, com 2.086,9
casos/100 mil hab., seguida da Regido Sul (1.050,5 casos/100 mil hab.), Sudeste (536,6
casos/100 mil hab.), Nordeste (431,5 casos/100 mil hab.) e Norte (277,2 casos/100 mil
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hab.) (Brasil, 2022).

No ano de 2023, o pico de numero de casos provaveis de Dengue em territorio
brasileiro transcorreu entre os meses de marco e abril com 340 e 424 mil ocorrécias
respectivamente, totatilzando em conjunto com os outros meses a marca de 1.649,144
registros. Ja em 2024, uma situacdo mais alarmante vem se delineando, com o pico de
ocorréncias de casos provaveis de Dengue, nos meses de fevereiro e margo com
1.117,885 e 1.583,726 de casos registrados respectivamente, enquanto o total de casos
provaveis registrados no pais até a segunda semana de abril ultrapassa a marca de
3.530,000 casos, numero esse que € quase o dobro do que os registros de casos
provaveis do ano de 2023 inteiro, demonstrando um aumento preocupante dessas
arboviroses em territério brasileiro (Brasil, 2024).

Diante do registro de grande numero de casos dessas arboviroses ao longo dos
anos, a reducdo do numero populacional do vetor tém se tornado uma alternativa eficaz
na reducdo do impacto das mesmas (Bardach et al., 2019; Brasil, 2020). Com esse
objetivo posto, em 2002 foi criado pelo Ministério da Saude o Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD), que previa dentro de seu componente Vigildncia
Epidemiolégica, o desenvolvimento de um método capaz de fornecer dados em tempo
habil (Ministério da Saude, 2013).

Sua principal ferramenta de monitoramento é o Levantamento Rapido de indices de
Infestagdo pelo Aedes aegypti (LIRAa), que se baseia em niveis de infestagdes
resultantes de célculos do indice de Infestagédo Predial (IIP) (Relagdo em porcentagem
entre o nimero de imdveis positivos e 0 nimero de iméveis pesquisados) e do indice de
Breteau (IB) (Avaliagdo da densidade larvaria de A. aegypti em relagdo aos imoéveis
existentes na area urbana infestada; e o tipo de recipiente em relagdo a existéncia de
larvas, promovendo ao mesmo tempo um controle mecanico através da eliminagao do
criadouro) (Brasil, 2005; Braga & Valle, 2007).

Nesse cenario, as estratégias de combate mais difundidas, sdo de controle
quimico e mecanico, muitas vezes, empregadas por agentes de endemias em locais
publicos e nas residéncias. O controle mecanico se baseia na eliminagdo de possiveis
criadouros ou focos larvais, visando interromper o ciclo de vida desse vetor. Enquanto que
no controle quimico é utilizado inseticidas (principlamente larvicidas) com objetivo
reducional da populagdo de adultos e larvas em possiveis focos de oviposigao (Santos &
Rocha, 2018; Zara et al., 2016).

Entretanto, o uso de substancias quimicas de origem sintética tem ocasionado a
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selecdo de mosquitos resistentes a esses biocidas, assim, as atuais tendéncias,
valorizam o uso de técnicas de baixo impacto ambiental, como o emprego de controle
biolégico e compostos naturais (Funasa, 2001; Lorenz, 2018; Santos & Rocha, 2018).
Essas questdes tém fomentado o desenvolvimento de estratégias mais efetivas de
controle através de armadilhas, bem como sua vigilancia (Gois & Rocha, 2021; Santos &
Rocha, 2018).

Em sua grande maioria, as armadilhas sdo de baixo custo e possuem diferentes
formas, consistindo em dispositivos com funcéo atrativa para que os adultos permanegam
capturados (Adultrap), para depositarem seus ovos ou serem mortos, por exemplo, com
intoxicagdo ou eletrocussdo. Ja no caso de dispositivos destinados a oviposigao
(Ovitrampas), os ovos e fases larvais podem morrer no local, ter seu desenvolvimento
atrasado ou barrado, ou ainda, serem descartados antes mesmo que esse
desenvolvimento aconte¢ga, com o0 emprego ou ndo, de ovicida ou larvicida, estes,
quimicos ou bioldgicos (I0OC, 2013; IOC, 2014; FUNASA, 2001; Santos, 2008; Zara et al.,
2016).

Bacillus thuringiensis

A espécie Bacillus thuringiensis € considerada um dos entomopatégenos mais bem
sucedidos atualmente, apresentando inumeras vantagens no controle de insetos, quando
comparado ao controle quimico (Bravo et al., 2003; Soares-da-Silva et al., 2015), servindo
como matéria prima para produgdo de inseticida biolégico contra insetos por todo o
mundo (Polanczyk & Alves, 2003; Galzer e Azevedo Filho, 2016; Liu et al., 2016).

Essa relevancia dos estudos sobre B. thuringiensis se da pela alta patogenicidade
e toxidade a inumeros insetos transmissores de agentes patogénicos e pragas agricolas
(Marrone, 2019;
Saraiva et al., 2019). Assim, varias pesquisas em diferentes partes do planeta sao
realizadas objetivando avaliar a mortalidade e isolar novas linhagens de B. thuringiensis
(Soares-da-Silva et al., 2017; Lobo et al., 2018).

Bacillus thuringiensis pode ser encontrado em diferentes locais como gréos
estocados, plantas, solo, agua e insetos mortos (Konecka et al.,, 2012; Argdlo-Filho &
Loguercio, 2014; Reyaz et al., 2017), estes ultimos, servindo de fonte de alimento para
essa especie no ambiente, e aproveitados como matriz natural dos esporos. Essa grande
disponibilidade de substrato para reproducéo de B. thuringiensis tém potencial gerador de

variabilidade genética desse procarioto em condi¢des naturais (Alves, 1998; Ben-Dov,
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2014; Raymond, 2017; Viana et al., 2021).

Linhagens de B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti), apresentam toxicidade para
insetos pertencentes a ordem Diptera e, por isso sao indicadas no controle de inumeros
vetores em varias regides do planeta (Damgaard, 2000; Delécluse, Juarez-Pérez e Berry,
2000; Saraswathy e Kumar, 2004; Sanchis, 2011; Deng et al., 2014; Zogo et al., 2019;
Onofre et al., 2020). Assim, diante do aumento de casos das doengas supracitadas,
relacionadas ao sucesso evolutivo do A. aegypti, uma opcgado para o controle dessa
especie bastante difundida dentro do controle biolégico, € o uso de uma linhagem de B.

thuringiensis subsp. israelensis (Bti) (Boyce et al., 2013; Land et al., 2019).

Mecanismo de acao das proteinas Cry e Cyt

A acao biocida de B. thuringiensis ocorre através da presencga de cristais proteicos
sintetizados na fase esporolitica da bactéria, em condi¢des limitadas de crescimento, que
apresentam acao téxica. Esses cristais sdo formados principalmente por proteinas,
denominadas Cry (Crystal) e as proteinas Cyt (Citoliticas) (Polanczyk & Alves, 2003;
Fernandez-Chapa et al., 2019; Zogo et al., 2019; Onofre et al., 2020).

Apds a ingestdo dos esporos e cristais pelas larvas do inseto, ocorre a
solubilizacdo dos cristais no intestino médio e posterior liberacdo de protoxinas (toxina
inativa). Em contato com meio alcalino intestinal ou em solugado de enzimas proteoliticas,
ocorre a fragmentagédo destas toxinas inativas, dando origem a moléculas de tamanhos
variados de proteinas Cry e Cyt (proteinas/ toxinas ativas) (Bravo et al., 2005; Zhong et
al., 2007; Vachon et al., 2012).

Seguidamente essa proteina ativada se liga a recptores do intestino médio,
adentram as membranas levando a formagao de poros, nas membrnas dessas células do
inseto, 0 que provoca a parada de funcionamento do aparelho digestério do inseto. Em
seguida, dependendo da espécie de inseto, pode ocorrer a germinacdo dos esporos,
formacgado de células vegetativas, as quais acessam a hemolinfa do insetos e levam o
mesmo a morte por sepse. Assim, 0s esporos bacterianos também podem auxiliar na
atividade patogénica através da sinergia com proteinas com atividade inseticida (Johnson
& McGaughey, 1996). Desta forma , o uso de Bti no controle de larvas de insetos pode
provocar diminui¢cdo populacional de vetores de diferentes patégenos, com baixo impacto
ambiental (Irac, 2019).

As proteinas Cry sao classificadas em grupos reunidos em inumeros subgrupos

com inumeros genes identificados. Da mesma forma, as proteinas Cyt estdo agrupadas
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também em grupos, embora apresentem um menor numero de genes ja identificados.
Outras proteinas com atividade inseticida, bem como a outras classes animais sao
produzidas por linhagens de B. thuringiensis e, por isso, um banco de toxinas com
atividade toxica € mantido sempre atualizado (Crickmore et al., 2020).

Outra opcao ao uso de inseticidas sintéticos € o uso de produtos naturais que tem
como base a aplicagdo de formulados botanicos naturais com acéo repelente,
fagoinibidora, inseticida e capaz de desregular o crescimento do inseto (Costa et al.,
2005).

Em razao disso, a producdo de extratos botanicos para o combate eficiente de
insetos vetores de patdogenos que nao apresentem toxicidade ao ambiente, vem
ganhando forga nos ultimos anos (Simas et al., 2004), pelo fato de as plantas serem fonte
de inumeras substancias inseticidas produzidas em seu metabolismo (Rodrigues et al.,
2005).

As plantas possuem defesas bioquimicas, em que produzem metabdlitos
secundarios que possuem capacidade inseticida e grande potencial de utilizacdo como
método alternativo no controle de insetos vetores, por apresentarem acdo especifica
sobre o inseto alvo, agindo em baixas concentra¢cdes além de ndo apresentarem
toxicidade ao ser humano (Pinto et al., 2012).

Dentre as inumeras espécies de plantas com tal capacidade, € possivel citar a
mamoneira (Ricinus communis), cujas folhas e sementes possuem substéncias que
podem atuar sobre uma enorme gama de insetos, impedindo a produgao de proteinas e o
processo de digestibilidade (Pantoja-Uceda et al., 2003).

Podemos citar como principais compostos da mamona, a ricina e a ricinina, que
tem apresentado alta efetividade bioinseticida (Audi et al., 2005; Cazal et al., 2009), sobre
espécies Callosobruchus maculatus (Almeida et al.,2005), formigas cortadeiras (Hebling,
1996), Spodoptera frugiperda (Santiago et al., 2008), Aedes aegypti (Lima et al., 2019),
Bemisia tabaci, Coccinella, Euschistus spp., Schistcerca spp (Mampasi et al., 2023)

dentre outros.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
o  Verificar os efeitos letais de formulados bacterianos contendo esporos e cristais
proteicos de Bti e fracdo hexanica de R. communis para o controle de larvas de A.

aegypti, em condi¢des de laboratorio.

Objetivos Especificos
o  Avaliar efeitos letais do extrato hexanico sobre larvas de Aedes spp.;
o  Avaliar efeitos deletérios (toxicidade) de diferentes formulados a base de Bti sobre

larvas de Aedes spp.;

Hipoétese

Tanto o novo formulado a base de Bti quanto o extrato hexanico de R. communis
apresentam alta taxa de mortalidade comparavel ao produto comercial Vectobac® WG,
sobre larvas de Aedes spp. em condicdo de laboratério, configurando bioinseticidas

eficazes.
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MATERIAL E METODOS

Condic¢oes abioéticas dos Bioensaios e Obtencao de Aedes spp.

O projeto foi realizado na Universidade Estadual de Londrina (UEL) e Universidade
Tecnologica Federal do Parana (UTFPR). Para a realizagdo dos bioensaios, foram
controladas e adaptadas as condi¢des de: umidade (70 £ 5%), temperatura (27 + 2°C) e
fotofase (12h), conforme a necessidade de Aedes spp., sendo o acondicionamento feito
em camaras climatizadas controladas.

Ovos de Aedes spp. foram obtidos através de Armadilhas de Oviposicao
(Ovitrampas), dispostas no Campus da UTFPR — Dois Vizinhos, estas, compostas por um
recipiente plastico de coloragao preta com capacidade de 500 mL, medindo 10 cm de
altura por 08 cm de didmetro, contendo em seu interior 300 mL de mistura atrativa
(solucado de levedo de cerveja a 0,4 g/L de agua) para as fémeas de Aedes e palhetas de
madeira duratree de 15x3x0,5 cm com uma face aspera para oviposicdo voltada para
cima. Para que as armadilhas nao se tornem criadouros, estas foram retiradas e
substituidas para que ndo houvesse a eclosdo dos ovos, a cada trés dias (Depoli et al.,
2016; Silva et al., 2017).

Os ovos de Aedes spp. coletados nas armadilhas foram acondicionados no
laboratério de Controle Bioldgico | da Universidade Tecnolégica Federal do Parana — Dois
Vizinhos. As palhetas com ovos foram submersas em bandejas plasticas com 1 litro de
agua destilada para sua ecloséo, ocorridos geralmente apdés 24 h. As larvas foram
alimentadas com ragao para gato, autoclavada (30% de proteina bruta, 10% de extrato
etéreo, 4% de matéria fibrosa, 8% de matéria mineral), moidas em particulas de 1 mm.
Estas larvas foram mantidas em incubadora BOD a 25° C £ 2° C, umidade de 80 + 5%
controlados a partir de um termo-higrémetro digital (Center 342), e fotoperiodo de 14
horas de luz para 10 horas de escuro até atingirem terceiro instar inicial, para posterior

uso nos bioensaios (Silva et al., 1998; Zequi et al., 2011).

Obtencao do formulado BR101 contendo B. thuringiensis israelenses e bioensaio

sobre larvas de Aedes spp.

A linhagem BR101 de B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti) € mantida na forma
esporulada no banco de linhagens de B. thuringiensis do Laboratério de Genética e

Taxonomia de Bactérias da UEL.
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Para elaboracédo do fermentado, o Bti foi recuperado através de hidratacao e
inoculado em meio sdlido Luria-Bertani (LB). Posteriormente, um pré-inbculo em meio de
cultura NYSM foi preparado (Myers & Yousten, 1980) em Erlenmeyer com capacidade de
1 L contendo 200 mL de meio, e inoculado através de alca de platina do Bti recuperado, o
qual foi mantido em estufa para crecimento a 30°C por 48 h. Apds crescimento, aliquotas
da amostra foram acondicionadas em microtubos de 2 ml e mantidas a 2°C £ 2 para uso
posterior.

A partir dessa fonte de bactéria, um in6culo de fermentado foi preparado. Em dois
frascos de rosca de 100 mL com 30 mL de meio liquido LB, foi inoculado 600 pL (2% de
seu volume) do pré- inéculo. Os recipientes foram mantidos por 6 horas em agitacéo a
120 rotagdes por minuto a 30°C.

Ao término de seu crecimento, os indculos foram introduzidos ao biorreator (Allbiom
- AllMic LAB SCRO07 - twin) contendo 6 litros de meio NYSM e mantido a 30°C = 2, 300
rom, pH 7,0 e com o provimento de ar constante de 1 L/min para a cada litro de meio, por
40 h até se completar a esporulagao. O fermentado resultante, foi centrifugado a 13,700 x
g RCF, entre 12 e 15° C, por 15 minutos (Sorvall - RC-5C), descartando-se o
sobrenadante. Apds, o conteudo sélido foi congelado a -20°C, e submetido a liofilizagcao
(Liotop - L101) por 24 h.

A producdo do formulado em pd, ocorreu no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica, do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana
(UFPR), em que o Bti fermentado liofilizado e o excipiente de interesse foram pesados e
misturados em almofariz de porcelana, sendo em seguida adicionado agua. A massa
resultante, foi passada em peneira granulométrica 24 mesh, posta em estufa 35°C por 30
minutos. Decorrido o tempo necessario, a mistura foi transpassada em peneira
granulométrica de 60 mesh, resultando no granulo dispersivel em agua.

Para a realizacdo dos bioensaios avaliando o efeito larvicida do formulado
produzido (2700 UTIl/mg), foram utilizadas 6 larvas de terceiro instar inicial, para as
diferentes concentracoées, 0,00001 mg/L, 0,00005mg/L, 0,0001 mg/L, 0,0005 mg/L e 0,001
mg/L respectivamente, e para a testemunha agua, que foram alocadas em potes de
polietileno circular transparente de 11 cm de didmetro com 7 cm de profundidade,
contendo 300 mL de agua destilada, cada um deles com trés réplicas. Os recipientes
foram alocados em sala com temperatura (25° C + 2° C ) e umidade (80 = 5%)
controladas.

A avaliagdo do bioensaio ocorreu nos periodos de 24, 48 e 72 horas
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respectivamente, quantificando-se o numero de insetos mortos. As larvas foram
consideradas mortas quando ndo emergiram a superficie ou se ndo responderam ao
estimulo de agitacdo da agua (Zequi et al., 2011).

Os dados obtidos foram submetidos a verificagao de distriuicdo normal de Shapiro-
Wilk e ndo apresentaram normalidade. Deste modo, os resultados obrigatériamente foram
subordinados a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis a 5%, através do programa
Assistat 7.7 (Silva e Azevedo, 2016).

Bioensaio com formulado VectoBac® WG (3,000 UTI/mg) sobre larvas de Aedes

spp.

O formulado comercial VectoBac ® WG foi adquirido através da Secretaria
Municipal de Saude de Londrina. Para realizagdo desses bioensaios foram utilizadas 25
larvas de terceiro instar inicial, alocadas em potes de polietileno circular transparente de
11 cm de didmetro com 7 cm de profundidade, contendo 150 mL de agua destilada. O
efeito larvicida do Vectobac® WG foi avaliado em cinco concentragdes diferentes (0,005;
0,008; 0,01; 0,02 e 0,04 mg/L) e um controle (H20), com 5 réplicas cada uma. Os
recipientes foram alocados em sala com temperatura (25° C + 2° C) e umidade (80 + 5%)
controladas. A avaliacdo das diferentes concentragdes e testemunha ocorreu apés 24, 48
e 72 horas de exposi¢gdo, mesurando o numero de insetos mortos, que ndo emergiram a
superficie e que nao responderam aos estimulos de agitagdo do meio (Zequi et al., 2011).

Foi realizado a analise estatistica de Probit (Finney, 1971), através do Programa
Statgraphics Centurion (Polhemus, 1980), sendo calculadas as Concentragdes Letais
(CLso e CLgo) com seus intervalos de confianga. Apds, os dados foram submetidos ao (r)
Teste de Bartlett de homogeneidade e (w) Shapiro-Wilk de normalidade para poderem ser
submetidos ao teste de comparacdo de médias (Teste de Tukey), demonstrando se as
diferentes concentracbes diferem ou nao significativamente entre si e a testemunha,

através do programa estatistico Assistat 7.7 (Silva e Azevedo, 2016).

Obtencao da fragao purificada de R. communis e bioensaio com larvas de Aedes
spp.

O extrato vegetal alcodlico foi obtido a partir de exemplares de R. communis,

previamente
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selecionadas por apresentarem potencial inseticida, baseado em pesquisa

bibliografica (Tabela 1).

Tabela 1. Nome cientifico, familia, nome popular e partes da Ricinus communis que foram utilizadas na
preparacao do extrato alcodlico a 10%, data, horario e local de coleta.

Nome - Partes Data de Horario de Local de Latitude Longitude
. Familia s

cientifico utilizadas coleta coleta coleta
Ricinus Euphorbiac Fruto com 10/ novembro/ = Dois

communis eae semente 2021 Manha Vizinhos/PR -25.73697  -53.06829

A coleta de todo material vegetal foi realizada em periodo matutino, sendo estes
pré-selecionados, deixando-se somente as partes de interesse (Tabela 1). Em seguida, o
material vegetal foi alocado em estufa de secagem (60° C) por 48 h. Uma exsicata do
espécime foi montada e enviada ao Herbario da UEL para a identificagdo botanica e
registro dos
exemplares. Apds a secagem, o material foi triturado em moinho de facas tipo Willey, com
granulometria de 0,5 mm, formando um po fino. Para preparagao do extrato a 10%, foi
utilizado como solvente extrator uma mistura de etanol: agua (80:20 v/v), posteriormente
colocados em banho de agua termostatizado a 60 °C, por 30 min.

Na sequéncia o extrato foi filtrado utilizando-se uma bomba a vacuo, com pressao
constante de 1,2 kgf/ cm?, acoplada a um Kitasato com membrana filtrante de 8um. Apds
o processo de filtragem, o extrato vegetal de R. communis foi fracionado através do
solvente hexanico pela técnica de extracao liquido-liquido. Para isso, foi adicionado a um
funil de separacao de 1L, 250 mL de extrato bruto de R. communis e 250 mL de hexano.
Essa substancia foi agitada de maneira manual por dois minutos para completa
homogeneizagdo. Em seguida, a mistura ficou por 15 minutos repousando para que
ocorresse completa separacao em duas fases diferentes, e a fase inferior era composto
de extrato bruto e a superior de fracao hexanica, que foi coletada a partir da torneira do
funil de separacéo.

A fragao obtida foi concentrada em evaporador rotativo a 50° C e apds completa
remocao do solvente, os compostos foram dissolvidos em alcool 90%, para obtengao da
concentracao 500 mg/L a 10% e posterior analise da atividade larvicida.

Em laboratério, 25 larvas de terceiro instar inicial em quintuplicata (Para cada
extrato e testemunhas (H20 e Alcool 90%)) foram alocadas em recipientes de polietileno
transparente, com 11 cm de didmetro e 7 cm de profundidade, contendo 150 mL de agua
destilada (OMS, 2005). Em seguida, os bioensaios foram acondicionados em sala de
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criacdo. A avaliacéo foi realizada 24, 48 e 72 h apos a aplicagéo dos tratamentos,
quantificando-se o numero de insetos mortos.

Os dados de mortalidade foram analisados quanto a distribuicdo normal, utilizando-
se o teste de Shapiro-Wilk, ndo apresentando normalidade. Assim, os dados foram
submetidos a analise estatistica nado paramétrica de Kruskal-Wallis a 5% com auxilio do

programa estatistico Assistat 7.7 (Silva & Azevedo, 2016).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito letal de VectoBac®WG (Bacillus thuringiensis israelensis) sobre larvas de

Aedes spp.

Verificou-se nos bioensaios com diferentes concentragdes do produto
Vectobac® WG que este apresentou acgao inseticida sobre larvas de Aedes spp., causando
mortalidade maior que a ocorrida na testemunha (Tabela 2). Nota-se que o percentual de
mortalidade, apds 24h, apresentou diferenca significativa para os tratamentos T2, T3, T4
e T5 quando comparados a testemunha, diferindo do tratamento T1 que nao apresentou
essa diferenca significativa (Tabela 2).

Quando analisa-se a avaliagdo, apés 48h e 72h, observa-se que todos os
tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5 diferiram significativamente da testemunha, com T5
apresentando o maior percentual de mortalidade. Observa-se que todos os tratamentos,
apos 72h, apresentaram um percentual de mortalidade acima de 50% (Tabela 2).

Analisando-se o percentual de mortalidade em 24, 48 e 72h respectivamente,
percebe-se que o aumento da taxa de mortalidade foi diretamente proporcional ao
aumento das concentragdes, com igual comportamento para todos os periodos de

exposi¢cao ao bioinseticida (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados de mortalidade com VectoBac®WG (Bacillus thuringiensis israelensis) sobre larvas de
terceiro instar de Aedes spp. em condi¢des de laboratério.

Tratamentos Concentragoes % de Mortalidade % de Mortalidade % de Mortalidade
24h 48h 72h

T 0,005 mg/L 14,4% cd 33,6% b 52% b

T2 0,008 mg/L 24.8% c 44.8% b 60% b

T3 0,01 mg/L 30,4% bc 57,6% ab 70,4% ab

T4 0,02 mg/L 43,2% ab 60% ab 72% ab

T5 0,04 mg/L 50,4% a 75,2% a 89,6% a
Testemunha H20 0,8% d 32% ¢ 4,8% c

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna n&o diferem significativamente entre si pelo Teste
de Tukey (p < 0,05). Os resultados seguem a homogeneidade (Bartlett — p < 0,05) e normalidade (Shapiro-
Wilk — p < 0,05) respectivamente.

Em estudo semelhante, Hitipeuw et al. (2023) avaliaram diferentes concentragdes
do formulado Vectobac®WG (0,001g/L; 0,002g/L; 0,004g/L; 0,006g/L e 0,008g/L) sobre
larvas de A. aegypti, e verificaram que estas provocaram percentual de mortalidade de 93;
98; 100; 100; 100% respectivamente, demonstrando assim, uma relagdo diretamente
proporcional entre 0 aumento das concentragdes e da mortalidade e o efeito positivo do
Vectobac®WG sobre larvas de A. aegypti.
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Com isso, no trabalho de Busato et al. (2018), estes sugerem que o
Vectobac®WG deve ser considerada um forte formulado a base de Bti no controle de
larvas de A. aegypti, uma vez que ao testarem cinco diferentes concentragdes do produto
0,0005g/L; 0,001g/L; 0,0015 g/L; 0,002 g/L; 0,0025 g/L, verificaram 100% de mortalidade
em todas as concentracbes e periodos de exposicdo, apresentando efetiva atividade
larvicida ja nas primeiras 24 horas de exposigao.

Em outro trabalho realizaram testes com Vectobac®WG sobre larvas de dipteros
(Culex quinquefasciatus Say (1823) e Chironomus calligraphus Goeldi (1905)) em quatro
diferentes concentragées 0,031 mg/L, 0,063 mg/L, 0,125 mg/L, 0,250 mg/L, e verificaram
que apos 24 h os percentuais de mortalidade foram de 18,8; 32,5; 66,3; 85,0% para C.
calligraphus e 15; 26,3; 56,3; 76,3% para C. calligraphus, respectivamente, tendo apos
48h percentuais de mortalidade de 30,0; 50,0; 80,0; 98,8% para C. quinquefasciatus e
22,5; 36,3; 67,5; 87,5% para C. calligraphus. (Ayala & Badajoz, 2018). Comparando-se
tais resultados aos do presente estudo, nota-se que Ayala e Badajoz (2018) utilizaram
concentragdes mais elevadas para obter resultados semelhantes dentro da mesma ordem
de insetos. Entretanto, elucida-se o efeito positivo do formulado Vectobac®WG para
controle de larvas de mosquitos.

Além disso, Viana et al. (2021) testaram a eficiéncia do Vectobac®WG sobre larvas
de A. aegypti em condigcbes de campo e verificaram que este apresentou 100% de
mortalidade e possui capacidade de reciclagem de 77 dias, mostrando a persisténcia da
atividade do produto no ambiente, o que denota sua eficacia no controle de larvas do
mosquito.

Ja Tadei e Araujo (2022) testaram em seu trabalho o efeito larvicida do
Vectobac® WG sobre larvas de A. aegypti em seis concentragdes diferentes: 0,1mg/L;
0,08mg/L; 0,05mg/L; 0,03mg/L; 0,01mg/L; 0,008mg/L. Os bioensaios foram em trés salas
com diferentes temperaturas e niveis de gas carbdnico, visando entender se o mosquito
se mostrava mais sensivel as mudangas de concentracdo de CO2. Obtiveram em 24 h,
para todas as salas avaliadas, mortalidade acima de 70% para a concentragao 0,1 mg/L e
apos 48 h de avaliagcédo, mortalidade de 90% para as concentragdes 0,1 mg/L; 0,08 mg/L e
0,05 mg/L.

A partir dos resultados obtidos e da andlise e discussdo com diferentes autores,
pode-se notar que o Vectobac®WG ¢ um produto promissor e de efeitos positivos para o

controle de larvas de Aedes spp. em condigdes de laboratdrio.
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Concentragao Letal Média (CLso e CLgo) do produto comercial Vectobac®WG

A Tabela 3, 4 e 5 e o Grafico 1, mostram a Concentracdo Letal Média (CLso e
CLoo), do produto comercial Vectobac®WG, com p-valor menor que 0,05 (CLso e Cloo
diferem significativamente). Pode-se inferir que existe uma associagao significativa entre
as variaveis analisadas (concentragdo e mortalidade), mostrando que quanto maior a
concentragdo maior a mortalidade. A ClLso apresentada foi de -0,0005 (50000ppm)
variando entre -0,0082 (820000ppm) e 0,0040 (40000ppm), enquanto a CLgo apresenta
um valor de 0,040 (40000ppm) variando entre 0,033 (33000ppm) e 0,052 (520000ppm).

Tabela 3. Resultado da CLso € CLoo do produto comercial VectoBac®WG (Bacillus thuringiensis israelensis)
pela analise de Probit, com 24, 48 €72 horas de exposigao.

CLso(ppm) CLoo(ppm) CL inferior 95% Cl superior

Exposigao 95% Qui-quadrado p-valor
0,035 0,029 0,045
24h 0,086 0,069 0,119 38,06 0,00
0,010 0,004 0,014
48 h 0,063 0,050 0,089 34,17 0,00
-0,0005 -0,0082 0,0040
72h 0,040 0,033 0,052 46,41 0,00

Fonte: Autor, 2023.
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Grafico 1. Graficos da Concentragéo Letal Média (CLso) do produto comercial VectoBac®WG apéds 24,

48 e 72 horas de exposi¢ao.
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Comparando ao trabalho de Ayala e Badajoz (2018), estes encontraram
concentracéo letal média (CLso), apés 24h e 48h de exposi¢do, para o formulado
Vectobac® WG, médias de 0,1175 e 0,0721 mg/L, respectivamente, sobre larvas de C.
quinquefasciatus e 0,1414 e 0,1052 mg/L, respectivamente, sobre larvas de C.
calligraphus. Zequi, Lopes e Santos (2011) encontraram concentracao letal média (CLso)
para o formulado Vectobac®WG sobre larvas de A. aegypti de 0,10mg/L. Ja Tadei e
Araujo (2022) obtiveram diferentes concentragdes letais média (CLso) para os diferentes
bioensaios com Vectobac®WG, sobre larvas de A. aegypti, com variagdo de temperatura e
niveis de gas carbdnico. Nas condi¢gbes da Sala 1, apds 24 e 48h de exposigao a CLso foi
de 0,09mg/L, para Sala 3 e 4 foi de 0,02mg/L. E a CLgo apds 24 e 48h para a Sala 1 foi de
0,53mgl/L.

Efeito letal de BR101 (Bacillus thuringiensis israelensis) sobre larvas de Aedes spp.

Os dados dos bioensaios com o produto BR101 ndo seguiram uma distribuicdo de
normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. Portanto foram submetidos a analise nao
paramétrica de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, onde o p-valor foi de 0,004,
apontando que existe uma diferencga significativa entre as cinco diferentes concentragées
e a testemunha.

Assim, ao analisarmos a tabela 4, podemos inferir que os tratamentos T1, T2, T3,
T4 e T5 nao diferem estatisticamente entre si, apresentando todos, 100% de mortalidade
apos 24h de avaliagdo. Ao mesmo tempo, ao compararmos as cinco concentragées com
a testemunha, pode-se notar que houve diferenga estatistica entre elas. A testemunha

nao apresentou mortalidade apds 24, 48 e 72h de avaliacéao.

Tabela 4. Resultados de mortalidade de larvas de terceiro instar de Aedes spp. com produto formulado
(Bacillus thuringiensis subsp. israelenses BR101) em condi¢des de laboratério.

Tratamentos  Concentracoes % de % de % de p-valor
Mortalidade 24h Mortalidade 48h  Mortalidade 72h
T 0,00001 mg/L 100% b - -
T2 0,00005 mg/L 100% b - -
T3 0,0001 mg/L 100% b - - 0.004
T4 0,0005 mg/L 100% b - - ’
T5 0,001 mg/L 100% b - -
Testemunha H20 0% a 0% a 0% a

Os resultados ndo seguiram a normalidade (Shapiro-Wilk — p > 0,05). As médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna n&o diferem significativamente entre si pelo Teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05).
Fonte: Autor, 2024.

Em estudo realizado por Bocaleti (2020), comparando diferentes produtos de Bti
em situagcdo de campo, ao testar os formulados BR101 — C, a uma concentragdo de
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50mg/L, obteve uma taxa média de mortalidade de 82,6 %, taxa essa comparavel a
mortalidade apresentada por formulados comerciais como VectoBac®WG a 0,003g/L, que
apresentou porcentagem média de mortalidade de 91,5 %.

Ja Lopes et al. (2010), aplicando as diferentes concentragdes 0,50mg/L; 0,30mg/L;
0,23mg/L; 0,17mg/L; 0,10mg/L e 0,06mg/L do formulado BR101 sobre larvas de A.
aegypti determinou a CLso e CLgs com valores de 0,332 (+ 0,042) e 0,694 (+ 0,03)
respectivamente, determinando a efetividade do formulado que vem sendo desenvolvido,
nao somente com A. aegypti, mas com C. quinquefasciatus, também avaliado quanto a
mortalidade, quando exposto ao formulado BR101, tendo apresentado CLso 0,271 (x 0,39)
e CLg5 0,634 (+0,099).

Tais estudos, corroboram com o presente trabalho, uma vez que o mesmo também
apresentou alta taxa de mortalidade para Aedes spp., mesmo em concentracbées menores
do que aquelas recomendadas para a efetividade do formulado. Contudo, €& importante
salientar a importancia de se realizar novos estudos com menores concentragdes visando

determinar a CL50 e CL90 deste novo formulado.

Efeito Letal de Fragao Hexanica de Ricinus communis a 10% sobre larvas de Aedes
spp.

Os dados dos bioensaios com o extrato hexanico a 10% nao seguiram distribui¢ao
de normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. Portanto foram submetidos a analise nao
paramétrica de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, onde o p-valor foi de 0,021,
apontando diferenca significativa entre concentragao testada e as testemunhas.

Assim, analisando a tabela 5, podemos inferir que o tratamento T1 possui uma
diferenca significativa tanto da testemunha agua quanto da testemunha alcool,
apresentando taxa de mortalidade de 100% ja nas primeiras 24h de exposicdo. Ao
observarmos a testemunha agua e alcool, verica-se que estas nao divergiram de modo
sigificativo, e apresentam taxa de mortalidade zero, as 24, 48 e 72h de avaliagao, estando

exemplificado na Tabela 5 e Grafico 2.

Tabela 4. Resultados de mortalidade de larvas de terceiro instar de Aedes spp. com Fragdo Hexanica de
Ricinus. communis a 10% em condi¢des de laboratério.

Tratamentos  Concentracoes % de % de % de p-valor
Mortalidade 24h Mortalidade 48h  Mortalidade 72h
T1 500 mg/L 100% b - -
Testemunha Alcool 0% a 0% a 0% a 0,021
Testemunha H20 0% a 0% a 0% a

Os resultados ndo seguiram a normalidade (Shapiro-Wilk — p > 0,05). As médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna nao diferem significativamente entre si pelo Teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05).
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Fonte: Autor, 2024.

Grafico 2. Mortalidade de extrato hexanico a 10% de Ricinus communis sobre larvas de Aedes spp., e
testemunhas agua e alcool.
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Fonte: Autor, 2024.

Os resultados deste trabalho assemelham-se com os apresentados em estudo
realizado por Lima et al. (2019), que testaram a eficacia do extrato aquoso de Ricinus
communis (folhas e caule) em diferentes diluicdes sobre larvas de terceiro instar de
Aedes spp. em laboratério. As diluigdes v/v (extrato/agua) 40:10, 20:30 e 10:40
apresentaram 100% de mortalidade larval decorridos 72h.

Os efeitos obtidos nas analises de Neves et al. (2014), tambem estdo em
conssonancia com o presente trabalho, uma vez que analisaram extrato aquoso de folhas
e de frutos de R. communis sobre larvas de A. aegypti, apresentando uma taxa de 100%
de mortalidade decorridos 72h de avaliagao.

Assim, podemos inferir que ha suscetibilidade das larvas de Aedes spp. aos
extratos de R. communis. Entretanto, os trabalhos supracitados diferem parcialmente
deste estudo, uma vez que utilizamos o fracionamento hexanico para extrair diferentes
compostos do extrato de R. communis.

O hexano é capaz de extrair diferentes substancias dos extratos vegetais, como
lignoides, alcaloides e terpenos que sdo metabdlitos secundarios pontualmente
envolvidos na agao inseticida e defesa vegetal por sua alta toxicidade (Barbosa et al.,
2013).

Um dos alcaloides comumente extraidos pelo hexano da R. communis é a Ricina
(alcaloide), considerada uma potente citotoxina que inibe a sintese proteica ribossomal, e
normalmente encontrada no endorsperma da semente da mamona, uma vez que ali é
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sintetizada, possuindo enorme efeito letal em diferentes espécies de insetos
(Rondelli, 2010), bem como variados efeitos subletais, que incluem inibicdo de
desenvolvimento fisiolégico, retardamento no crescimento larval e decrescimento do peso
das pupas (Pessoa et al., 2014; Lima et al., 2011).

Diante desse viés, é possivel afirmar que o extrato hexanico de R. communis na
concentragdo de 500 mg/L possui alta efetividade larvicida sobre A. aegypti. Com uma
taxa de mortalidade comparavel a produtos comerciais e a novos formulados contendo B.

thuringiensis israelensis.
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CONCLUSAO

Diante do aumento preocupante no numero de casos de arboviroses e a selegao
de espécimes vetoriais resistentes, decorrente do uso de substancias quimicas de origem
sintética, ha a necessidade do desenvolvimento de técnicas de baixo impacto ambiental
para o controle dos vetores dessas arboviroses, principalmente com o emprego de
controle biolégico e compostos naturais, Nesse vies, o formulado bacteriano
Vectobac®WG, tem sido uma alternativa adotada como padr&o no controle de Aedes spp.,
por demonstrar alta efetividade na letalidade contra esse vetor.

Diante do contexto da necessidade de novas alternativas aos biocidas sintéticos, o
formulado em pd em desenvolvimento pela parceria da UEL e da UFPR se mostrou
eficaz no controle larval de Aedes spp. em condicbes de laboratério, mesmo em
dissolucbes menores do que o recomendado. Apresentando efetividade comparavel ao
VectoBac®WG. Esse resultado é importante na confirmacao da efetividade desse novo
formulado bacteriano a base de cristais proteicos.

Em concomitancia, o composto natural extrato hexanico de R. communis tambem
apresentou alta efetividade no controle larval de Aedes spp.condicionados em laboratério.
E isso representa um importante resultado na confirmacgao da efetividade de compostos
naturais derivados de R. communis, com potecial biocida para Aedes spp. que € o vetor
de diferentes arboviroses de importdncia em saude publica em territério brasileiro.
Contudo, vale salientar a necessidade novos testes vizando compreender o alcance real

dessa letalidade sobre esse vetor.
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