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RESUMO

O Aedes aegypti ¢ um dos principais vetores de arboviroses no Brasil e seu controle enfrenta
dificuldades devido a resisténcia aos inseticidas sintéticos e aos impactos ambientais desses
produtos. Este estudo avaliou a atividade larvicida de extratos hidroalcodlicos das raizes
frescas e secas de Tagetes patula sobre larvas de quarto instar de A. aegypti. O objetivo foi
verificar o potencial larvicida dos extratos radiculares em A. aegypti. O experimento foi
conduzido a partir do cultivo de coleta e do preparo das raizes, seguidos da maceracdo em
solugdo hidroalcodlica. Foram testadas trés concentragdes (10, 50 e 100 mg/mL) em
bioensaios com grupos de larvas, utilizando controles positivo (Bacillus thuringiensis
israelensis) e negativo (agua destilada). As larvas foram expostas por 48 horas e avaliadas em
intervalos pré-definidos, considerando-se mortas as que atenderam aos critérios estabelecidos
pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS). Os dados foram analisados pelo Modelo Linear
Generalizado Misto (GLMM), com estimativas de CLso € CLso. Os resultados demonstraram
que a mortalidade larval foi dependente do tempo e da concentragdo dos extratos. A
concentragdo de 100 mg/mL atingiu 100% de mortalidade em menos de 10 horas para o
extrato de raizes frescas e em até 24 horas para o de raizes secas. Em concentragdes
intermediarias (50 mg/mL), o extrato de raizes frescas apresentou melhor desempenho
(96,7%) em comparacdo ao de raizes secas (80,5%). Ja em baixas concentragdes (10 mg/mL),
ambos os extratos mostraram baixa eficacia, com variagdes significativas entre repeticoes. A
andlise das CLso evidenciou maior poténcia do extrato de raizes frescas (= 9—10 mg/mL em
24-48h), em contraste com valores mais elevados para as raizes secas (= 37-85 mg/mL).
Conclui-se que as raizes de 7. patula possuem compostos com atividade larvicida, mas
estudos complementares sao necessarios para determinar quais sao 0s compostos responsaveis
por tais efeitos, além de estudos futuros para determinar se o efeito toxico também ¢

observado em organismos ndo-alvo.

Palavras chave: Aedes aegypti; Tagetes patula; extrato hidroalcodlico; larvicida; controle

biologico.



ABSTRACT
Aedes aegypti is one of the main vectors of arboviruses in Brazil, and its control faces
challenges due to resistance to synthetic insecticides and the environmental impacts of these
products. This study evaluated the larvicidal activity of hydroalcoholic extracts from fresh and
dried roots of Tagetes patula against fourth-instar larvae of A. aegypti. The objective was to
assess the larvicidal potential of root extracts on 4. aegypti.
The experiment was carried out through the cultivation, collection, and preparation of roots,
followed by maceration in a hydroalcoholic solution. Three concentrations (10, 50, and 100
mg/mL) were tested in bioassays with larval groups, using positive (Bacillus thuringiensis
israelensis) and negative (distilled water) controls. Larvae were exposed for 48 hours and
evaluated at predefined intervals, considering as dead those that met the criteria established by
the World Health Organization (WHO). Data were analyzed using a Generalized Linear
Mixed Model (GLMM), with CLs and CLso estimates.
The results showed that larval mortality depended on both time and extract concentration. At
100 mg/mL, the fresh root extract reached 100% mortality in less than 10 hours, while the
dried root extract required up to 24 hours. At intermediate concentrations (50 mg/mL), the
fresh root extract performed better (96,7%) compared to the dried root extract (80,5%). At
lower concentrations (10 mg/mL), both extracts showed low effectiveness, with significant
variation among replicates. CLso analysis indicated greater potency of the fresh root extract (=
9-10 mg/mL at 24-48h), in contrast to higher values for the dried roots (= 37-85 mg/mL).
It is concluded that 7. patula roots contain compounds with larvicidal activity, but further
studies are needed to identify the compounds responsible for these effects, as well as to

determine whether toxic effects are also observed in non-target organisms.

Keywords: Aedes aegypti; Tagetes patula; hydroalcoholic extract; larvicide; biological

control.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Ministério da Saude, o Aedes aegypti ¢ um mosquito de habitos
predominantemente diurnos, com listras brancas no toérax, cabeca e pernas, encontrado
principalmente em d4reas urbanas. Esse inseto ¢ vetor de importantes arboviroses como
dengue, zika e chikungunya, que representam um desafio constante para a satde publica,
sobretudo por sua alta taxa de mutagdes resultando a adaptagdes a diferentes hospedeiros
(Donalisio; Freitas; Zuben, 2017, p. 2)

Tais doencas causam problemas econdmicos e de satide publica no Brasil todos os
anos, pois as tentativas de combate ao mosquito transmissor sdo pouco eficazes e os casos
continuam a aparecer frequentemente. Os métodos utilizados para controle do vetor dessas
doencas vao desde a utilizagdo de componentes quimicos, geralmente da classe dos
piretroides, organofosforados e carbamatos, at¢ o uso de agentes bioldgicos como o
bioinseticida Bacillus thuringiensis israelensis H-14 (Bti), peixes larvofagos das espécies
Gambusia affinis e Poecilia spp., além da melhoria no saneamento (Garcez et al., 2013, p.
365).

Segundo Braga (2007), pelo fato de inseticidas quimicos serem uma importante
ferramenta no controle do vetor eles ainda continuam sendo utilizados. No entanto, o uso
prolongado de inseticidas tem levado ao desenvolvimento de resisténcia por parte das
populagdes de A. aegypti, além da continuidade dessa resisténcia ser passada para futuras
geracdes, o que reduz a eficicia dessas substincias e favorece a reemergéncia de surtos
(Vargas et al., 2022, p. 99).

Estudos feitos ha quase vinte anos como os de Lima ef al. (2006) e Beserra et al.
(2007) demonstraram a resisténcia de larvas do mosquito ao Temefos (larvicida
organofosforado) em municipios do Ceara e da Paraiba. Além disso, outro problema em
relacdo aos inseticidas sintéticos ¢ que eles podem contaminar solo, dgua e ar, afetando
também organismos ndo alvo e a saide humana (Dharmagadda et al., 2005, p. 1235).

Diante disso, cresce o interesse por alternativas menos agressivas ao meio ambiente,
como o uso de compostos bioativos de origem vegetal com potencial inseticida. Espécies
vegetais tém demonstrado atividade larvicida significativa, sendo investigadas como fontes
promissoras para o controle do 4. aegypti (Krzyzaniak et al., 2017).

A planta Tagetes patula, pertencente a familia Asteraceae, ¢ conhecida por suas
propriedades larvicidas, fungicidas, antivirais, nematicidas e inseticidas (Cornelius; Wycliffe,

2016). Embora estudos ja tenham comprovado a eficicia de extratos preparados a partir de
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folhas e flores da planta contra larvas de insetos (Dharmagadda et al., 2005; Krzyzaniak et al.,
2017), o potencial larvicida das raizes da espécie em 4. aegypti ndo foi muito explorado. Essa
lacuna torna-se relevante, uma vez que estudos demonstram a presenca de substancias
nematicidas e larvicidas presentes na raiz (Kubo; Machado; Oliveira, 2013, p. 150).
Considerando os impactos ambientais dos inseticidas sintéticos, a resisténcia crescente
do vetor e o potencial pouco explorado das raizes de T. patula, este trabalho buscou avaliar o
potencial larvicida de extratos hidroalcoolicos das raizes secas e frescas da planta sobre larvas

de 4. aegypti.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE Aedes aegypti

De acordo com informagdes do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), instituicao
vinculada ao (MS) o mosquito Aedes aegypti é originario do Egito, na Africa, e foi descrito
cientificamente pela primeira vez em 1762, com o nome Culex aegypti, que significa
"mosquito egipcio”. Até entdo, o género Aedes ainda ndo havia sido descrito, o que s ocorreu
em 1818. Logo foi observado que o mosquito apresentava caracteristicas morfologicas e
biologicas mais semelhantes ao recente género Aedes, € nao com o conhecido género Culex.
Assim, foi instituido o nome Aedes aegypti.

Esse inseto se espalhou pelo mundo durante as migra¢des humanas entre continentes,
permanecendo nas regides tropicais e subtropicais onde o clima e as alteragdes antrdpicas
propiciaram a sua proliferagdo. No Brasil, ele foi introduzido durante o periodo colonial,
provavelmente na época do trafico de escravos. E importante ressaltar que esse vetor ja foi
erradicado do territdrio brasileiro no ano de 1955, como resultado de medidas para controle da
febre amarela. Entretanto, o relaxamento das medidas adotadas juntamente com a nao
erradicagdo da espécie pelos paises vizinhos ocasionaram a reintrodu¢do do mosquito no pais.
Atualmente, o 4. aegypti ¢ encontrado em todos os estados brasileiros (Consoli, 1994).

A fémea desse mosquito tem habito hematdéfago, portanto, ¢ a responsavel por
transmitir dengue, zika e chikungunya através da picada, quando contaminada. Os habitos
hematofagos das fémeas sdo preferencialmente diurnos, com maior pico de atividade ao
amanhecer e pouco antes do anoitecer, mas podem atacar a qualquer hora do dia. Em relagao
aos criadouros, sdo preferencialmente artificiais com agua acumulada em locais sombreados e
em recipientes de fundo ou paredes escuras. (Consoli, 1994, p. 116).

Em geral os ovos que sdo postos na linha d"agua eclodem assim que completam o
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desenvolvimento embriondrio que dura entre 30 a 40 horas. Esse desenvolvimento em
ambiente umido garante a resisténcia em ambiente seco por longos periodos que podem
chegar a mais de um ano. As larvas de mosquitos possuem 4 fases antes de se tornarem pupa
e apesar de viverem em ambiente aquatico, dependem do oxigénio atmosférico para
sobreviver, alcangando a superficie da dgua ou utilizando um sifao respiratorio. Além disso, a
dieta larval € pouco seletiva, o que favorece a eficacia de larvicidas que atuam por ingestao

(Consoli, 1994).

2.2 METODOS DE CONTROLE VETORIAL

O fumace, também chamado de nebulizagdo do Malation, ¢ uma técnica que foi
introduzida no Brasil por volta de 1960 e acontece por meio da dilui¢ao do organofosforado
Malathion em o6leo de soja ou agua, disperso no ambiente com ajuda equipamentos de
nebulizacdo acoplado a veiculos (Coleone; Paganini, 2017). Essa pratica ainda existe e pode
acarretar na contaminacdo da 4dgua e consequentemente intoxicacdo de espécies aquaticas
ndo-alvo. O que ¢ exemplificado no trabalho de Mello et al., (2021), onde o Malathion foi
extremamente toxico para Daphnia magna (crustdceo), moderadamente tdxico para
Oreochromis niloticus (peixe) e ligeiramente toxico e Lemna minor (macrofita). Mas esse
composto ndo ¢ o unico organofosforado usado no controle do mosquito.

O Temefos também ¢ da classe dos organofosforados, sendo o tnico larvicida desse
grupo recomendado pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) para ser utilizado em agua
potavel (Braga; Valle, 2007, p. 284). Entretanto, o problema ¢ a resisténcia do vetor a essa
substancia. Trabalhos de 2006 j& comprovaram essa questdo como o de Lima et al., (2006).
Os organofosforados surgiram como uma alternativa para substituir os organoclorados (Zara
et al, 2016). Os organoclorados como Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT),
Hexaclorobenzeno (BHC), Aldrin, Dieldrin e Clordano foram muito utilizados no periodo de
1950 a 1970 (Garcez et al., 2013 p.365). Entretanto, foram proibidos em vérios paises devido
a persisténcia de residuos no ambiente, além do acimulo em organismo de animais, inclusive
humanos (Braga; Valle, 2007, p. 284).

Existem outros grupos de substancias quimicas também comumente utilizadas, entre
elas os piretroides (cipermetrina e deltametrina). Estes, t€ém sido usados como alternativa para
substituicdo dos organofosforados, devido a sua eficiéncia e menores quantidades. Entretanto

a desvantagem destes esta no alto custo (Zara ef al., 2016).

2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS COM POTENCIAL LARVICIDA
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O surgimento de pesquisas com foco na utilizagdo de compostos naturais que possuem
acdo inseticida, tém crescido significativamente nos ultimos anos. Isso porque essas
substancias bioativas possuem oOtimas propriedades, como elevada seletividade,
biodegradag¢dao e principalmente baixa toxicidade a organismos nao-alvos. Dessa forma, os
extratos e Oleos essenciais sdo estudados, a fim de ser uma alternativa para o controle de
insetos vetores (Viana; Sampaio; Martins, 2018). Esses 6leos e extratos possuem fitoquimicos
em sua composicao, que sao, predominantemente, metaboélitos secundarios sintetizados pelas
plantas para prote¢ao contra predadores, infeccdes microbianas, raios UV, além da atracao de
polinizadores e atuantes como agentes alelopaticos (Garcez et al., 2013, p.368; Viana;
Sampaio; Martins, 2018). Assim, existem trabalhos que buscam reunir o maior nimero
possivel de informagdes sobre esses componentes, a fim de ajudar no desenvolvimento de
novos inseticidas que sejam menos danosos. O trabalho de Garcez et al., (2013), destaca a
forte presenga de substancias larvicidas vindas dos metabolitos secundarios das plantas.
Dentre elas, as quinonas (maior numero de compostos bioativos), amidas, limonoides,
estilbenos, cumarinas e sesquiterpenos. Além dessas, também ha relatos de atividade larvicida
vindas de flavonoides, alcaloides, rotenoides, terpenoides, alquilfenois, saponinas, dentre
outras. O artigo destaca ainda que a baixa concentracdo de substancias da classe das amidas,
lactonas, flavonoides e rotenoides, ja possui poder suficiente para causar 50% de mortalidade
na populacdo de organismos submetidos aos testes.

O tiofeno ¢ um metabdlito secundario que tem efeito nematicida e inseticida. O estudo
de Hasspieler (1989) relatou que o tiofeno (a-tertienil) possui excelente propriedade contra
larvas de mosquitos dos géneros Culex, Anopheles e Aedes, conforme demonstrado em
ensaios de campo no Canadd e na Africa. J4 Rajasekaran et al. (2004) constataram que
culturas de raizes de T. patula produzem tal metabolito, (0,06% no 9° dia de cultivo) e que o
extrato das raizes de 7. patula teve resultados com valor muito préximo ao efeito dos tiofenos
puros. Além disso, Hasspieler (1988 p. 479), afirma ainda que o tiofeno (o-tertienil) tem
meia-vida de aproximadamente 4 horas, sendo rapidamente fotodegradado no ambiente. Isso
indica uma permanéncia pequena no meio ambiente, caracteristica essencial para compostos
com potencial toxico.

Em relagdo as informacdes sobre familias de plantas ja estudadas que possuem
atividade larvicida para o género Aedes, o trabalho de Viana; Sampaio; Martins, (2018) retine
familias de plantas onde j& foram encontrados tais componentes bioativos. As familias com
mais espécies potencialmente utilizdveis para extracao de substancias sdo: Lamiaceae (18

espécies), Lauraceae (10 espécies), Myrtaceae (21 espécies), Rutaceae (15 espécies), com
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destaque para Asteraceae (13 espécies), familia que inclui a espécie objeto de estudo deste
trabalho.
Considerando todos esses resultados, pode-se afirmar que as plantas t€m um enorme

potencial para fabricacao de larvicidas alternativos a serem usados no controle de larvas de 4.

aegypti.

2.4 USO E PROPRIEDADE DE Tagetes patula

A Tagetes patula, popularmente conhecida como cravo de defunto, cravo, rojdo, ou
caléndula francesa, possui flores em tons de amarelo, vermelho e laranja e ¢ nativa da
América, com aproximadamente 20 a 30 cm de altura (Riaz et al., 2020; Vieira; Terra, 2020).
Ela produz substancias, classificadas como metabolitos secundarios, que sao usadas na defesa
do vegetal (Vieira; Terra, 2020). Os metabolitos secundarios estdo presentes em varias partes
de uma planta, como folhas, flores e raizes (Correa; Fernanda Bortolini; Cristina Uber, 2017).
Dentre eles esta o a-tertienil, esse metabdlito ¢ um importante agente nematicida encontrado
nas raizes de T, patula. E produzido em concentragdes mais altas em culturas de raizes e é
responsavel por atividade nematicida significativa, sendo também eficaz no controle de outras
pragas e patdgenos, incluindo fungos, bactérias e insetos (Kyo et al., 1990). Por essa razdo ela
¢ também ¢ utilizada junto ao plantio de hortas, afastando nematoides e insetos (Braz; Terra,
2017). Os extratos de caléndula s3o caracterizados pela presenca de diversos compostos com
diferentes propriedades como fenilpropandides, carotendides, flavondides, tiofenos entre
outros, sendo os flavondides e tiofenos responsaveis por uma variedade de propriedades
biocidas (Salehi et al., 2018, p.2).

Com relagdo aos compostos que exibem propriedades larvicidas, especificamente
contra o Aedes aegypti, substancias como eugenol, limoneno, timol e cariofileno demonstram
essa eficacia (Sutthanont et al., 2010; Balbone' ef al., 2022). A planta contém esses compostos
em vdrias estruturas anatomicas, com eugenol e timol encontrados no 6leo essencial derivado
das folhas, enquanto o limoneno e o beta-cariofileno estdo presentes nas folhas e nos capitulos
florais. (Salehi et al., 2018; Sagar et al., 2005).

Além disso, a planta possui também diversos usos medicinais, cosméticos, culinarios e
ornamentais. Seu uso medicinal estd relacionado ao tratamento de dores de estdmago, colicas
abdominais, prisdo de ventre, além de ter propriedades diuréticas e tranquilizantes. O uso
cosmético estd na producdo de fragrancias, além de também ser usada como corante alimentar
e possuir flores comestiveis (Pégo, et al,. 2022; Riaz et al., 2020). Além disso, essa planta

também possui valor cultural. Em paises orientais, as flores sdo usadas em guirlandas para
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eventos sociais e fins religiosos, hindus decoram lugares sagrados e templos, além de usarem

em cerimodnias de casamento (Riaz et al., 2020; Vasudevan; Kashyap; Sharma, 1997).

3 METODOLOGIA

3.1 PLANTIO E COLETA E DO MATERIAL VEGETAL

As raizes de T. patula foram obtidas a partir do cultivo de sementes do envelope da
marca ISLA® e semeadas de acordo com as instrugdes da embalagem. Apos a semeadura, as
primeiras germinagdes ocorreram apds cinco dias. Apds a germinagdo, as plantulas foram
transplantadas para um solo rico em matéria organica e bem drenado (figura 1). Foram
regadas todo dia pela manha e final da tarde e cultivadas até a inflorescéncia, que aconteceu
em aproximadamente setenta dias. Apds dez dias do surgimento das primeiras flores, uma
parte das raizes foi coletada, lavada e deixada secar a sombra pelo periodo de dez dias. A
porcao restante foi colhida na semana seguinte.

Figura 1 — Parte do plantio de Tagetes patula

Fonte:Autores, 2025.

3.2 MONTAGEM DAS OVITRAMPAS
Todo o processo realizado em relagdo as ovitrampas teve como base a metodologia de
Russel; Staunton; Burkot (2022). Para a montagem, foram utilizados cinquenta vasos
plasticos pretos, com capacidade de 500 mL, cada um com furos posicionados a 7 cm de
altura, devidamente identificados com nome e numero (figura 2). Dentro de cada vaso foi
fixada uma palheta de Eucatex com dimensdes de 12x2,5 cm presa com o auxilio de um clipe

na posicao vertical com o lado rugoso voltado para fora.



Figura 2 — Modelo de ovitrampa para captura de ovos de Aedes aegypti
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Fonte: Autores, 2025.
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Antes de serem presas, as palhetas ficaram submersas em agua de torneira por 48

horas e identificadas com o mesmo nimero do vaso e a data de instalagao.

horas para a remog¢ao de impurezas. Em seguida, foram secas a temperatura ambiente por 24

Para atrair as fémeas de 4. aegypti, foi utilizada uma solu¢do aquosa de levedo de

cada vaso e acrescentado 300 mL de dgua sem cloro.

cerveja a 0,04%. Para o preparo dessa solug¢ao foram adicionados 6 g de levedo de cerveja em
um tubo Falcon, acrescentado dgua sem cloro até o volume de 50 mL e agitou-se até atingir

completa homogeneidade. Com o auxilio de uma pipeta, foi adicionado 1 mL da solu¢do em

A instalagdo das ovitrampas se deu em trés diferentes pontos da cidade de Pedro II,

evitar interferéncias externas ou remocgao acidental das armadilhas.

Figura 3 - Localizag@o das ovitrampas na cidade de Pedro II, Piaui

Piaui, conforme apresentado na imagem (Figura 3). Os critérios para a escolha dos locais

incluiram: areas protegidas da chuva, da luz solar direta e com baixa visibilidade, a fim de

eogEE. (-
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Fonte: Google Earth, 2025.
3.3 CAPTURA E ARMAZENAMENTO DOS OVOS

Ap0s a instalagdo das ovitrampas, as palhetas ficaram em imersdo na solugdo atrativa
pelo periodo de sete dias. Para evitar a eclosdo e desenvolvimento dos ovos capturados, as
palhetas foram substituidas. A cada sete dias elas eram coletadas, identificadas com data da
coleta e numero da ovitrampa correspondente (figura 4). Depois armazenadas e substituidas
por novas devidamente identificadas da mesma forma, a solugdo atrativa também era trocada
semanalmente a cada coleta. O periodo de realizagdo dessa etapa durou quatro semanas.

A cada semana, durante toda a etapa de coleta, os ovos contidos nas palhetas eram
contados com o auxilio de um estereomicroscopio, a fim de se ter a dimensao da quantidade
capturada. Apos o registro do nimero de ovos as palhetas foram armazenadas em uma caixa
com silica, a fim de evitar umidade excessiva e consequente proliferacdo de fungos.

Figura 4 - Coleta de palhetas

-

Fonte: Autores, 2025.

3.4 ECLOSAO DOS OVOS E CRIACAO DAS LARVAS
Os recipientes utilizados para a eclosdo dos ovos foram os vasos das ovitrampas
(figura 5). Para dar inicio a eclosdo, as palhetas foram submersas em uma solucdo alimento a
0,04% de levedo de cerveja. A eclosdo ocorreu em aproximadamente 24 horas. Considerando
que a temperatura ideal para o desenvolvimento larval varia entre 24 e 28°C (temperatura
ambiente do ar) e que variagdes de temperatura recorrentes podem ser prejudiciais ao
desenvolvimento larvario (Consoli, 1994, p. 53), as larvas passaram todo o seu

desenvolvimento, até chegar no estadio 4, em ambiente com temperatura controlada a 26°C.
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Figura 5 - Palhetas imersas em solug@o-alimento para eclosdo dos ovos
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3.5 PREPARO DOS EXTRATOS

B

Fonte: Auto

Apos a coleta, as raizes foram lavadas com o auxilio de uma escova em agua corrente
até ficarem completamente limpas e sem indicio de residuos do solo. Foram separadas do
caule, secas com papel toalha e trituradas com o auxilio de um almofariz e pistilo até a
exsudacdo. As raizes secas também passaram pelo mesmo processo, exceto o de lavagem. O
resultado obtido apos a trituracao foi 32,600g de raizes frescas e 17,159g de raizes secas.

A preparacdo do extrato seguiu metodologia semelhante a de Morais et al. (2020) e
Krzyzaniak et al. (2017). A propor¢do utilizada para a preparacdo dos dois extratos
hidroalcoodlicos foi de 1:10 (uma parte de soluto para dez partes de solvente). O solvente
utilizado foi uma mistura de alcool etilico e dgua destilada (70% e 30% respectivamente). As
raizes trituradas foram misturadas ao solvente e armazenadas em frascos ambar devidamente
identificados e ficaram em maceracao pelo periodo de 5 dias com uma leve agitacdo 2 vezes
ao dia.

Figura 6 - Extrato bruto (ap6s filtragdo) de raiz seca e fresca respectivamente.

- e ]
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Fonte: Autores, 2025.

Ap6s o periodo de maceragdo, os extratos foram filtrados com o auxilio de um funil de
vidro e papel filtro, colocados em um béquer (figura 6) e levados ao banho maria a uma
temperatura entre 45° a 50°C pelo periodo de 11 horas, seguido de um resfriamento a uma
temperatura de 0° por 15 horas e mais um periodo de banho maria por mais 4 horas e
resfriados em temperatura ambiente por 2 horas. Os extratos foram nomeados como Extrato

de Raizes Secas (ERS) e Extrato de Raizes Frescas (ERF).

3.6 PREPARACAO DAS SOLUCOES-TESTE E BIOENSAIOS

Para o teste dos dois extratos, foram utilizadas trés concentra¢des (100 mg/mL, 50
mg/mL e 10 mg/mL), dois grupos controle (um positivo ¢ um negativo), dez larvas de 4°
instar por repeticdo e trés repeti¢des por tratamento, totalizando 30 tratamentos (Figura 7 e 8).
Para o controle negativo foi utilizada apenas agua destilada e para o controle positivo foi
utilizado o larvicida biolégico VectoBac®WG, um larvicida a base de Bacillus thuringiensis

israelensis — BTI, cepa AM 65-52.

Figura 7 - Tratamento do extrato de raiz fresca
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Figura 8§ - Tratamento do extrato de raiz seca
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Fonte: Autores, 2025.

As larvas foram submetidas as solugdes teste por um periodo de 48 horas, sendo
observado o nimero de individuos vivos e mortos nos periodos de 01h, 08h, 13h, 19h, 24h e
48h em cada tratamento, como mostra a tabela 1. Foram consideradas larvas mortas aquelas
que ndo se moviam quando tocadas com uma agulha no sifdo ou na regido cervical, de acordo

com critérios estabelecidos pela ficha de avaliagdo padrdo fornecida pela OMS (2005).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE ESTATISTICA
Para avaliar a mortalidade nos grupos tratados, foi necessario aplicar a correcdo de
Abbott (1925), a fim de eliminar a influéncia da mortalidade natural observada no controle
negativo. Essa corre¢do permite estimar de forma mais precisa a mortalidade atribuida ao
efeito larvicida dos extratos testados, excluindo a mortalidade natural das larvas. Posterior a
1sso, foi aplicado um Modelo Linear Generalizado Misto (GLMM) para determinar os valores

da CLs, e CLy, (Concentracdo Letal para matar 50% e 90% das larvas).

4.2 RESULTADOS

Tabela 1 — Média de mortalidade das larvas ao longo das horas observadas

Raiz seca Raiz fresca

Concentracdo mg/mL |Horas  [Médiatev  [Concentragdo mg/mL |Horas  [Médiatev

10 1 0+0 10 1 0+0
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10 8 533+0.33 |10 8 6.33+1.2
10 13 533+0.33 |10 13 6.67 +1.45
10 19 7.33+0.67 |10 19 7+ 1.53
10 24 7.67+0.88 110 24 6.67 £ 1.86
10 32 8+0.58 10 32 7+2

10 48 7.67+0.67 |10 48 7+2.52

50 1 0+0 50 1 0+0

50 8 8+0.58 50 8 0+0

50 13 8+0.58 50 13 9.33+£0.33
50 19 8+0.58 50 19 0.67 +£0.33
50 24 8+0.58 50 24 9.67+0.33
50 32 8.33+0.88 [50 32 9.67 £0.33
50 48 9.67+0.33 |50 48 10+ 0

100 1 0+0 100 1 0+0

100 8 9+0.58 100 8 10+ 0

100 13 9+0.58 100 13 10+0

100 19 9.33+0.33 100 19 10+£0

100 24 9.67+0.33 1100 24 10+ 0

100 32 9.67+0.33 1100 32 10+ 0

100 48 10£0 100 48 10+ 0

mg/mL — miligramas por mililitros; médiatev — média simples das repeti¢des + estimativa de variacao

dos valores das médias

Fonte: Autores, 2025.

A tabela 1 mostra de forma geral o resultado dos bioensaios ao longo das 48 horas

observadas, bem como o tipo de extrato, as concentracdes ¢ a média de morte das repeti¢des

de cada tratamento, com excegdo dos controles positivo e negativo. Os valores das médias sao

acompanhados de uma estimativa de variacdo, onde os valores das médias podem variar para

mais ou para menos.
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Grafico 1 — Evolugéo temporal de mortalidade de larvas de Aedes aegypti por concentragao
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Fonte: Autores, 2025.

Com relagdo a diferenca de eficacia das concentracdes, o grafico 1 mostra que nas
concentragdes mais elevadas o efeito foi mais significativo, especialmente na concentragdo de
100 mg/mL de raiz fresca, sendo essa a mais eficiente em relagdo ao tempo, atingindo 100%
da mortalidade em menos de 10 horas de exposic¢ao das larvas. Na concentracao intermediaria
(50 mg/mL), a mortalidade foi satisfatéria, entretanto mais acentuada, aproximando-se de
100% entre 20 e 30h. Nesse caso, o ERF apresentou desempenho ligeiramente superior ao de
raizes secas, onde o ERS nao chegou aos 100%. Diferente do que acontece na concentragao
de 10 mg/mL, onde o ERS se sobressai ao de raiz fresca, nao ¢ significativo, mas o grafico
evidencia o indicio dessa pequena diferenca, que também pode ser constatada na tabela 1.

De forma geral, os extratos de 100 mg/mL e 50 mg/mL tiveram um desempenho
satisfatorio, com pequenas diferengas em relacdo ao tempo. O que difere ¢ o extrato de 10
mg/mL que se mostra menos eficaz tanto em relacao ao tempo quanto ao numero de mortes

das larvas.
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Grafico 2 — Evolucao da mortalidade de larvas de Aedes aegypti por tipo de extrato
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Fonte: Autores, 2025.

J4 em relacdo a diferenca de eficicia entre ERS e ERF, o grafico 2 mostra que nao
houve uma diferenca significativa entre os extratos com mesma concentragao, ou seja, os dois
tipos de extratos se comportaram semelhantemente nas mesmas dosagens. As barras verticais
indicam os intervalos de confianca (IC), ou seja, a variagdo entre as repeticoes. Observa-se
que a dosagem de 100 mg/mL obteve os melhores resultados, com a menor variagdo no IR,
chegando a zero, onde todas as repeti¢cdes chegaram a 100% em aproximadamente 8 horas.
Diferentemente do ERS, que alcangou valores proximos de 100% apds um maior tempo de
exposicao. Em 50 mg/mL o ERF obteve uma mortalidade melhor que o ERS quase atingindo
mortalidade mdxima em poucas horas e com IC ligeiramente melhor, obtendo menores
variagdes em comparacdo ao ERS. Ja na concentragdo de 10 mg/mL os dois extratos tiveram
mortalidade mais baixa e instdvel, com grande variacdo nos intervalos de confianca,
principalmente o ERF, indicando tanto baixa eficicia quanto menor confianca de valores

nessa concentragao.
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Grafico 3 — Médias marginais dos extratos apos 48 horas
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Fonte: Autores, 2025.

O grafico aponta as estimativas marginais. A diferenca entre raiz fresca e seca ¢ mais
perceptivel em 50 mg/mL, onde ¢é possivel observar que a mortalidade foi maior para raizes
frescas (96,7%) do que secas (80,5%). Em 100 mg/mL, ambas atingiram a mortalidade
maxima (100%).

Tabela 2 — Valores aproximados de CLs, ¢ CL,, em 24 e 48 horas

Raiz seca Raiz fresca

Horas [CL5, CL,y, Horas |CL;, CLy,

24 ~ 84.9 mg/mL ~ 148.1 mg/mL |24 ~ 9.7 mg/mL ~ 40.0 mg/mL
48 ~37.2 mg/mL ~ 62.9 mg/mL 48 ~ 9.1 mg/mL ~ 16.4 mg/mL

CLs,— concentragdo letal necessaria para matar 50% das larvas; CL,, — concentragdo letal necessaria
para matar 50% das larvas; mg/mL — miligramas por mililitro.

Fonte: Autores, 2025.

Observou-se que o extrato de raizes frescas apresentou CLso menor (= 9—10 mg/mL
em 24-48h) em comparagdo as raizes secas (= 37-85 mg/mL), sugerindo maior atividade
larvicida. visualmente observa-se uma maior poténcia da raiz fresca em algumas

concentragdes, especialmente em 50 mg/mL. (tabela 1).
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Os intervalos de confianga obtidos foram muito amplos, indicam que o nivel de
confianga de CLs, e CLy, sdo baixos, ou seja, 0 modelo ndo conseguiu calcular com precisao
os resultados. No entanto, mesmo com os intervalos de confianca ainda largos, ja mostra que

a raiz fresca ¢ muito mais toxica que a seca em 24h (tabela 2).

4.3 DISCUSSAO

De forma geral, os resultados indicam que a mortalidade esta relacionada ao tempo e a
concentragdo do extrato, ou seja, quanto maior a concentracdo menos tempo leva para ocorrer
o efeito completo. Nas concentracdes mais baixas (10 mg/mL), ambos os extratos
apresentaram eficdcia mais baixa, resultado semelhante ao relatado por Dharmagadda et al.
(2005), que observaram necessidade de doses mais elevadas para garantir mortalidade
significativa.

Em concentragdes intermedidrias, o ERF apresentou CLso consideravelmente menor (=
9-10 mg/mL) em 24 — 48 horas, comparado ao ERS que exigiu concentragdes mais elevadas
para obter efeito semelhante (=<37-85 mg/mL), ou seja, apresentou desempenho melhor. Essa
atividade larvicida j& havia sido reportada por Krzyzaniak et al. (2017), que verificaram a
presenca de metabolitos secundarios nas inflorescéncias da planta, com elevada toxicidade
larval para A. aegypti. Garcez et al. (2013) também destacam que diversos compostos de
origem vegetal, como flavonoides, cumarinas e sesquiterpenos, sdo capazes de provocar
mortalidade em A. aegypti.

O efeito larvicida observado confirma a hipotese inicial de que as raizes, embora
pouco investigadas em comparacao as folhas e flores da espécie, possuem compostos capazes
de interferir na fase larval do mosquito. Dessa forma, os resultados encontrados
complementam a literatura existente, reforcando o potencial larvicida da espécie e ampliando
o conhecimento para a parte radicular menos explorada.

A utilizacdo de compostos vegetais como alternativa aos inseticidas sintéticos
representa uma estratégia promissora em relagdo a resisténcia e impacto ambiental. Estudos
como o de Braga e Valle (2007), apontam que o uso intensivo de organofosforados e
piretroides no controle do A. aegypti tem resultado na selecdo de populacdes resistentes,
dificultando o controle vetorial. Além disso, Coleone e Paganini (2017) ressaltam os riscos
ambientais associados ao Malation, incluindo toxicidade para organismos aquaticos.

Apesar da relevancia dos achados, algumas limitacdes devem ser consideradas. Os
intervalos de confianca obtidos foram amplos, devido ao fato de que nao houve nimero de

repeti¢des suficiente para determinar com precisdo CLso € CLso, entretanto, isso ndo indica
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que os resultados do experimento sejam invalidos, indica apenas que o modelo estatistico ndo
conseguiu distinguir com precisdo os niveis de dosagem especificos para determinar tais
valores, identificando apenas dosagens como altas ou baixas, (sendo o de 10 mg/mL baixo e
100 mg/mL alto).

Dessa forma, o presente estudo amplia o conhecimento sobre o potencial larvicida de
T. patula, especialmente de suas raizes, parte ainda pouco explorada pela literatura. Em
conjunto, esses dados reforcam a importancia da investigacdo de plantas bioativas como
fontes alternativas de inseticidas, com vistas ao desenvolvimento de solucdes mais

sustentaveis para o controle do Aedes aegypti.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os extratos hidroalcodlicos das
raizes de Tagetes patula apresentam atividade larvicida significativa contra larvas de Aedes
aegypti.

Considerando a escassez de estudos envolvendo o uso do extrato das raizes de Tagetes
patula no combate as larvas de Aedes aegypti, este trabalho propde uma linha de investigacao
ainda pouco explorada. A hipdtese de que as raizes de 7. patula apresentam atividade
larvicida se baseou em evidéncias do uso de outras partes da planta com esse fim e na
presenga de compostos bioativos nas raizes relatados em outras aplicagdes aqui ja discutidas.

O presente trabalho também contribui para ampliar o debate sobre o aproveitamento
integral de plantas no controle de vetores, propondo uma nova possibilidade de aplicagdo para
as raizes de 7. patula.

Apesar das limitagdes que ocorreram ao longo da pesquisa, os dados levantados
indicam a viabilidade cientifica da proposta e destacam a necessidade de experimentagdes
futuras para determinar com precisdao as concentragdes letais (CLso € CLs), além de estudos
para determinar quais substancias sdo responsaveis por tais efeitos observados e seu potencial

de toxicidade para organismos nao-alvo.
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APENDICE A - FICHA DE CONTROLE DE MORTALIDADE DAS LARVAS

Figura - Ficha de observacao de acompanhamento de morte das larvas

| EXTRATO DE RAIZES SECAS | EXTRATO DE RAIZES FRESCAS
CP | CN [c100mg/m|C50mg/m|C10mg/m| Tempo cP cN c100 C50mg/m{C10mg/m] Tempo
™ ™
20% | 0% 0% 0% 0% 90% | 0% 0% 0% 0%

Repetigio 1 Repetigio 1
™ 50% | 0% | 0% 0% 0% E ™ = 80% | 0% 0% 0% 0% §
Repetigio 2 f_ Repeticio 2 f_
™ ™
M o3 |100%| 0% 0% 0% 0% Ropetiggo3| 100% | 0% 0% 0% 0%
™ ™
M o1 | 90% | 0% | 90% 90% | 50% E Renticso 1| %% | 0% 100% | 90% | 80% .
T™ ™

) 50% | 0% | 100% | 70% | 60% 5 . 90% | 0% 100% | 90% | 70% 5
T 100%| 0% | 80% | 80% | 50% ® T 100% | 0% | 100% | 90% | 40% -
Repeticio 3 Repeticio 3
™ 90% | 1 90 50 ™/ 90 100 100 90
Fapotcio 1 % | 10% % 90% % . Repetcto % | 0% % % o .
™/ £ ™ 5
M o | 50%| 0% | 100% | 60% | 60% 2 Repetigzo2| %% | 0% 100% | 90% | 70% 2
™ - ™ -
W sea |100%] 0% | 80% 80% | 50% Repotigzo3| 100% | 0% 100% | 90% | 40%
;Mv‘ soq | 90% | 10% | 90% 90% | 80% ;:geﬁ@ol 90% | 0% 100% | 100% | 90%
™ 8 ™ 8
T e aop | 50%| 0% | 100% | 70% | 60% 5 g0z 0% | 10% | 100% | 100% | 80% E
™ 100%| O 90 8 80 - ™/ 100 100 90 40 -
Repeticto 3 %| 0% % 0% % Repeticgo 3 % | 0% % % %
T™ ™
$w soq | 90% | 50% | 100% | e0% | 80% E ?:ffﬁ 01| 0% | 0% 100% | 100% | 90% E

- 50% | 0O 1 7 80 M 90 1 100 100 80

s::emoz % | 0% 00% 0% % 2 mj oticgo2| 90% 0% % % %
= L3 |100%| 0% | 80% 80% | 90% Rometicio3| 100% | 0% 100% | 90% | 40%
™ ™
Fenaticio{ | 90% | 70% | 100% | 100% | 80% . Repetigo1| 9% | 0% 100% | 100% | 90% .
;M" sop | 50%| 0% | 100% | 70% | 70% E ;:‘;eﬁ 02| %% | 10% | 100% | 100% | 90% E
™ 8 ™ &
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™ 2 ™ 2
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TM. = Taxa de Mortalidade

CP = Controle Positive

CN = Controle Negativo

C100mg/ml = Concentragio de 100 miligramas por mililitro
C50mg/ml = Concentragio de 50 miligramas par mililitro

C10mg/ml = Concentragio de 10 miligramas por mililitro

Fonte: Autores (2025).
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APENDICE B — PLANTIO E COLETA DE Tagetes patula

Figura 01 - Germinagdo das sementes de Tagetes patula

Fonte: Autores (2025).
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Fonte: Autores (2025).
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Figura 04 - Raizes coletadas para a produgdo do extrato fresco

* » 2o T

Fonte: Autores (2025).
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APENDICE C - COLETA, CONTAGEM E ECLOSAO DOS OVOS DE Aedes
aegypti

Figura 05 - Ovitrampas
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Fonte: Autores (2025).



Fura 06 - Palhetas com ovos coletadosr
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Fonte: Autores (2025).



Fonte:

Figura 07 - Contagem dos ovos de Aedes aegypti no estereomicroscopio

Autores (2025).
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Figura 08 - Palhetas imersas na solucdo-alimento para eclosdo dos ovos

Fonte: Autores (2025).
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Figura 09 - Larvas de Aedes Aegypti




Fonte: Autores (2025).

Figura 10 - Observacgdo da larva no estereomicroscopio
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APENDICE D - PREPARACAO DOS EXTRATOS

Figura 11 - Preparo das raizes para a etapa de maceragao

Fonte: Autores (2025).
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azenados em vidro ambar

Figura 12 - Extratos de raizes secas e frescas arm
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Figura 13 - Processo de filtragem dos extratos
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Figura 14 - Extratos em banho maria para redu¢ado

Fonte: Autores (2025).



APENDICE E — BIOENSAIOS

Fonte: Autores (2025).

Figura 15 - Larvicida utilizado no controle positivo.
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Figura 16 - Pipetagem das concentragdes
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Fonte: Autores (2025).
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Fonte: Autores (2025).
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Figura 18 - Larvas imersas nos tratamentos do extrato de raizes frescas
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Figura 19 - Larvas imersas nos tratamentos do extrato de raizes secas
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