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RESUMO

As plantas sdo compostas de substancias bioativas que permitem a defesa
contra insetos, dessa forma, se tornam importantes para producdo de
inseticidas naturais, os quais podem atuar no controle de mosquitos vetores de
doengas, a exemplo de Aedes aegypti Linnaeus, 1762. No entanto, para
estabelecer uma seguranga na utilizagdo de extratos boténicos, para
formulacdo de inseticidas naturais, € necessario realizar estudos toxicologicos
agudos utilizando a matéria-prima. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar
a atividade inseticida do extrato etandlico bruto das folhas Croton cordiifolius
sobre larvas de Aedes aegypti e toxicidade aguda em camundongos Mus
musculus Linnaeus, 1758. O ensaio larvicida foi realizado de acordo com
metodologia preconizada pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2005).
Para a realizacdo desses ensaios foram utilizadas 20 larvas de terceiro instar
por repeticdo, as quais foram expostas a diferentes concentragdes do extrato
(14; 10; 7; 3,5; 1,35; e 0,87 mg mL-1). A toxicidade aguda seguiu o protocolo
proposto pela OECD (2001), iniciando com a dose de 2000 mg mL-1 e
administrada por via oral nos camundongos. O extrato etandlico de C.
cordiifolius demonstrou atividade inseticida, causando 85% e 100% de
mortalidade larval nas concentragées de 10 e 14 mg mL-1 respectivamente,
apos 48 horas de exposi¢ao. A toxicidade aguda teve uma DL50 estimada de =
5000 mg kg-1, que foi classificada como categoria 5 (baixa de toxicidade). A
partir dos conhecimentos gerados pode-se constatar o potencial larvicida e
uma baixa toxicidade em mamiferos quando expostos ao extrato etandlico C.
cordiifolius, demonstrando uma possivel indicagédo de forma segura do uso do
extrato vegetal para formulagédo de inseticidas naturais.

Palavras-chave: Inseticida natural, Controle vetorial, Dengue,
Toxicidade em mamiferos.



ABSTRACT

Plants are made up of bioactive substances that allow them to defend
themselves against insects, making them important for the production of natural
insecticides, which can act to control mosquito vectors of disease, such as
Aedes aegypti Linnaeus, 1762. However, in order to establish the safety of
using botanical extracts to formulate natural insecticides, it is necessary to carry
out acute toxicological studies using the raw material. Thus, the aim of this
research will be to evaluate the insecticidal activity of the crude ethanolic
extract of Croton cordiifolius leaves on Aedes aegypti, larvae and acute toxicity
in Mus musculus Linnaeus, 1758 mice. The larvicidal test was carried out
according to the methodology recommended by the World Health Organization
(WHO, 2005). These tests used 20 third instar larvae per repetition, which were
exposed to different concentrations of the extract (14; 10; 7; 3.5; 1.35; and 0.87
mg mL"). Acute toxicity followed the protocol proposed by the OECD (2001),
starting at a dose of 2000 mg mL" and administered orally to mice. The
ethanolic extract of C. cordiifolius showed insecticidal activity, causing 85% and
100% larval mortality at concentrations of 10 and 14 mg mL™" respectively, after
48 hours of exposure. Acute toxicity had an estimated LDy, of = 5000 mg kg™,
which was classified as category 5 (low toxicity). Based on the knowledge
generated, the larvicidal potential and low toxicity in mammals when exposed to
the C. cordiifolius ethanolic extract can be seen, demonstrating a possible safe
indication for the use of the plant extract in the formulation of natural
insecticides.

Keywords: Natural insecticide, Vector control, Dengue, Mammalian toxicity.
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1 INTRODUGAO

O Aedes aegypti Linnaeus, 1762 possui um conjunto de caracteristicas que
permitem que esta espécie seja um vetor de arbovirus extremamente eficiente
pois , originario da Africa, apresenta comportamento sinantrépico o que tem
facilitado sua proliferacdo e, dessa forma, ha um aumento na diversidade de
virus transmitidos por esse vetor, além de exibir consideravel antropofilia
(Cosme et al., 2020; Germano, 2019).

A importancia médica desta espécie esta na sua capacidade vetorial de
transmitir quatro sorotipos do virus da dengue (Brasil, 2010), assim descritos:
DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, todos membros da familia Flaviviridae, que
podem inclusive evoluir para manifestagdes mais graves da doenga (Guzman;
Kouri, 2001). Além de transmitir o virus da dengue, o Aedes aegypti também é
responsavel pela transmissdo dos virus que causam, febre amarela urbana,

chikungunya e zika (Achee et al., 2019).

As infecgdes causadas por chikungunya podem ainda evoluir para a
sindrome de Guillain-Barré e a infecgao causada por Zika que é transmitida
verticalmente das maes para os neonatos causa a sindrome congénita deste
virus, a exemplo da microcefalia. Segundo o boletim epidemiolégico entre os
anos de 2015 e a SE no 31 de 2023 foram notificados ao Ministério da Saude
21.779 casos suspeitos de e sindrome congénita associada a infecgdo pelo
virus Zika, dos quais 3.753 (17,2%) foram confirmados para alguma infeccao
congénita. Do total de casos confirmados, 1.858 (49,5%) foram classificados

como casos de zika (Achee et al., 2019; Boletim Epidemiolégico, 2023).

Vale ressaltar, que segundo a Organizagdao Mundial da Saude em 2022,
2.811.433 casos de dengue foram notificados, consistindo o maior numero de
casos na regido das Américas, sendo esse o terceiro ano com o maior numero
de casos na série historica, ficando atras apenas dos anos 2016 e 2019 (OMS
2023). Contudo no ano de 2024 ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria aprovou a vacina QDENGA® (TAK-003 — Takeda Pharma), para
imunizar individuos de 4 A 60 anos, baseada no sorotipo DENV-2 vivo
atenuado (Brasil, 2024).
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Assim, diante da problematizacdo, o combate vetorial nos proximos
anos podera ser intensificado, exigindo ainda mais a utilizacdo de
inseticidas quimicos sintéticos, porém, estes selecionam populagbes de
mosquitos resistentes, além de agredirem o ambiente e a organismos
nao-alvos, incluindo os mamiferos. Alicercados a partir dessa informacao os
estudos de inseticidas naturais € primordial para combater a resisténcia e
reduzir as consequéncias negativas sobre o meio ambiente (Achee et al,,
2019; Thompson et al., 2020).

Estudos etnofarmacoldgicos tém registrado o uso do género Croton, o qual
tem demonstrado resultados promissores como inseticidas botanicos. Por
exemplo, Croton heliotropiifolius  (Cavalcanti et al.,2020), Croton
bonplandianum (Lakshmi et al., 2021), Croton tetradenius (Sousa 2021), Croton
linearis (Amado et al.,2020), com oleo Crofon rhamnifolioides em alginato a 1%
possuem atividade larvicida contra o Aedes aegypti (Sales et al., 2021). Croton
cordiifolius  Baill. (Euphorbiaceae) € conhecida popularmente como
“‘quebra-faca” € um arbusto que pode ser encontrado na Mata Atlantica, pela
sua facilidade de aquisicdo, diversidade de compostos bioativos, o qual,
influencia diretamente na produ¢do em massa do vegetal (Santos et al.,2015).
67
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral:

Avaliagcao da acao toxicolégica do extrato etandlico bruto das folhas de

Croton cordiidifolius Baill. sobre Aedes aegypti e Mus musculus.

2.2 Objetivos Especificos:

e Obter o extrato etandlico bruto das folhas frescas de C. cordiifolius;

e Avaliar a atividade larvicida de extrato etandlico sobre Aedes aegypti;

e Determinar a Dose Letal média (DLs,) do extrato etandlico em M.
musculus e avaliar os sinais clinicos relacionados ao Sistema Nervoso
Central e Autdnomo manifestados pelos animais;

e Avaliar os parametros hematolégicos e bioquimicos dos camundongos

administrados com o extrato etandlico;

15



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), (Linnaeus, 1762): Taxonomia
e Morfologia

Aedes aegypti Linnaeus 1762 s&o invertebrados da ordem Diptera, que
pertencente a familia Culicidae e subfamilia Culicinae, nela temos o género
Aedes e a espécie Aedes aegypti, que abrange mosquitos de corpo alongado é
dividido em trés tagmas: cabecga, térax e abdébmen, o género Aedes, que
contém os principais vetores biolégicos de arboviroses em humanos (Consoli e
Oliveira, 1994, Carpenter 2005, Fontenille & Powell, 2020).

A cabeca do inseto adulto possui um formato arredondado, e nela,
encontram-se um par de antenas, um par de olhos e uma probéscide longa e
flexivel. Em suas antenas detém células olfativas e quimiorreceptores, os quais
sdo essenciais para a percepgao e identificagado de odores, no que constitui um

sistema sensorial espacial do mosquito (Lorenz et al. 2018; Forattini, 2002).

O aspecto da porcao flagelar das antenas nos machos, os pélos nos
segmentos sdo mais abundantes e longos do que nas fémeas, além de se
encontrarem incorporados frequentemente na porcao subapical nos machos e
basal nas fémeas. Consequentemente, as antenas das fémeas sao nominadas
pilosas e a dos machos plumosas. Esses flagelos também sido usados para
identificar as oscilagcbes dos batimentos das asas dos insetos fémeas,
intensificando o seu sucesso reprodutivo (Lorenz et al. 2018; Consoli e
Oliveira, 1994 ).

A visao desses culicideos os auxilia no pouso, na copula, por busca de
criadouro e na busca de alimentos. subsequentemente aos olhos esta a
probdscide. Os machos da espécie vao apresentar aparelho bucal do tipo
sugador e nas fémeas do tipo picador-sugador, e € utilizada para perfuracéo e
condugcdo alimentar, elas possuem glandulas salivares que secretam
substancias anticoagulantes e anestésicas no ato da hematofagia (Consoli e
Oliveira, 1994).

O térax do mosquito € formado por: protérax e o metatérax que sao

minguadamente desenvolvidos, e mesotérax onde situa-se trés pares de

16



pernas compostas de coxa, trocanter, fémur, tibia e cinco tarsbmeros, dois
espiraculos e dois pares de asas, sendo um com asas membranosas e
funcionais e o outro par com asas modificadas. E possivel observar um padrao
de escamas brancas em forma de lira na parte dorsal do térax, este padréo é
algo que caracteriza essa espécie (Consoli e Oliveira, 1994; Lorenz et al.
2018).

Sua area abdominal e a ultima parte que compde seu corpo, mostra-se
alongada e composta de oito segmentos aparentes, nele situa-se o aparelho
digestivo e dois estdo orificios, reduzidos e modificados em anus e genitalia
externa. A dimodrfica sexual também pode ser observada na fase de pupa,
contudo a sua designacao € mais facilmente realizada na fase adulta do inseto
(Consoli e Oliveira, 1994; Rueda, 2008; Almeida, 2011).

Apo6s o periodo de copula, as fémeas podem depositar os ovos que
possuem formato elipticos ou ovais isoladamente ou em conjuntos, eles
apresentam aparéncia esbranquicados no momento da oviposigao, assumindo
coloracéo preto brilhante depois de alguns minutos. A organizagao externa da
casca do ovo €& denominada de coérion, que tem uma fungao protetora,
minimizando a perda da agua e realizando as trocas gasosas (Mundim-Pombo
et al. 2021; Suman et al. 2011; Consoli e Oliveira, 1994)

Com a eclosado dos ovos as larvas liberadas em meio aquaticos, terao
aspecto vermiforme segmentadas em cabeca e térax que sdo mais esférica, e
em abdome que tem aparéncia semicilindrica e esta fracionada em nove
porcdes, sua coloragédo varia conforme o crescimento e mudanga de estagios
larvais. na sua cabeca possui um par de antenas, olhos, e aparelho bucal do
atributo mastigador-raspador diferentemente de sua fase adulta (Consoli e
Oliveira, 1994)

Inicialmente a mandibula e maxila das larvas estdo em processo de
evolugdo, contudo a larva € dotada de um dente constituido de quitina, que
facilita no processo de ecloséo, posteriormente com seu desenvolvimento elas
apresentaram dentes e cerdas fortes, uteis a trituragcao dos alimentos. Cerdas
em variadas quantidades podem ser observadas no térax e segmentos do

abdome das larvas, e em sua ultima porgcéo onde termina o tubo digestor
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encontra-se o lobulo anal e o sifao respiratorio (Harbach e Peyton, 1993;
Consoli e Oliveira, 1994).

A metamorfose do mosquito adulto ocorre em sua ultima fase aquatica
de pupa, seu corpo tem um formato de virgula em que sua primeira porgédo e o
cefalotérax e a segunda parte abdome no final desse segmento ha um diade
de pas que ajudam a pupa na locomocéao conferida a ela boa motilidade. Nesta
fase a pupa nao necessita de alimentacgao, e assim como nas larvas, as pupas
tém inicialmente coloracdo mais clara, que vai escurecendo conforme a

proximidade da emersao do mosquito (Consoli e Oliveira, 1994).

3.2 Ciclo de vida e transmissao de virus

O ciclo de transmissao tem inicio através do repasto sanguineo quando
a Fémea do Aedes aegypti, que ao sugar o sangue do individuo infectado,
adquire o virus e propicia sua disseminagao, na natureza, eles utilizam como
fonte de alimento seiva e néctar vegetal, que tem em sua composicéao
majoritariamente acgucares. Este evento da inicio ao processo holometabolo
deste inseto, que por sua vez possui duas etapas: a aquatica (ovos, larvas e
pupas) e a terrestre (inseto adulto) (PowelL 2016, Jansen et al. 2016;
Carvalho, Moreira, 2017).

Apos a imersdo o acasalamento desta espécies acontece de forma
estendgamasdos, onde mosquitos adulto copulam durante o voo ou pousados,
posteriormente a este ato acontecera a ingestdo de sangue, o repasto
sanguineo realizado pelas fémeas € de suma importéncia para que haja a
maturacao dos ovos, que serdao encaminhados pelo oviduto, ocorrendo a
postura isolada dos ovos férteis no ambiente (Consoli e Oliveira, 1994;
Carvalho, Moreira, 2017).

Finalizado o processo de maturacdo usando nutrientes advindo da
digestao do sangue, a depender da quantidade de sangue ingerido as fémeas
podem por em média, 100 a 200 ovos por ciclo de oviposi¢cdo. Aparelhada na
interface entre o embrido e o ovo existe uma cuticula serosa, ela confere
resisténcia a dessecac¢ao ao ovo tornando viavel por pelo menos um ano no

meio ambiente, até encontrar condi¢cbes favoraveis para a eclosao dos
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embrides (Consoli e Oliveira, 1994; Beserra et al., 2009; PowelL 2016, Jasem
et al. 2016).

Para a oviposigéo a caracteristicas dos depdsitos de agua € importante,
contudo no estudo realizado por DE Brito Vasconcelos et al., 2020 apontam
que eclosédo dos ovos nao depende da boa qualidade da agua, esse poder de
adaptacao € um dos principais fatores que favorecem o aumento populacional
de mosquitos do género Aedes, é a facilidade de adaptacédo a qualidade da
agua, e aos varios tipos de criadouros sejam eles naturais ou artificiais (Tilak et
al., 2004; Beserra et al., 2009; PowellL 2016, Jasem et al. 2016).

Por ser um inseto holometabolo os processos de metamorfose se inicia
em sua etapa aquatica, onde a oviposi¢ao das fémeas é feita diretamente na
superficie da aguas espalhados em um ou mais local, esses ovos eclodem
assim que encerram O seu desenvolvimento embrionario, os movimentos
pulsatil em conjunto com o dente quitinoso que auxiliam a saida da larva de

primeiro estagio do Aedes para o ambiente (Powell 2016, Jasem et al., 2016).

As larvas liberadas irdao se desenvolver passando por quatro fases L1,
L2, L3, e L4 , sendo o ultimo destes o mais longo, elas se alimentam por
filtracdo ou trituragdo de microrganismos, fito e zooplancton, seu
desenvolvimento pode sofrer com no meio ou criadouro em que ela se
encontra, visto que elas permanecem no ambiente aquatico até atingir a forma
adulta (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Beserra et al., 2006; Sousa,
2021).

Durante este estagio larval, os machos tém, em média, um
desenvolvimento larvario mais rapido do que as fémeas. alguns fatores sao
determinantes como a temperatura que quando esta mais elevada pode
acelerar o desenvolvimento das larvas, a disponibilidade nutricional do
ambiente e a densidade larval quando excessivo, tende a diminuir a taxa de
crescimento individual das larvas que compartem o0 mesmo microambiente
(Couret et al., 2014).

Segundo Foratil, 2002 esta fase apresenta duragdo média, cerca de
cinco a sete dias, permanecendo com o corpo submerso na agua enquanto
seu sifao localizado na parte posterior do corpo mantém-se fora para auxiliar

na
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respiragdo, ao se desenvolver as larvas passam de um estagio larval a outro,
elas liberam seu exoesqueleto, ao atingir o quarto estagio larval, ocorre uma
metamorfose, dando inicio ao estagio de pupa (Anjos et al., 2018; Sousa
2021).

Apos o quarto instar, Aedes aegypti entra no estagio pupal, a pupa € o
estagio intermediario entre a larva e o adulto, nesta fase elas nado se
alimentam, dedicando especificamente na concep¢ao do inseto adulto, levando
cerca de dois dias para finalizar esse processo. Com isso, a imersao do inseto
adulto acontece pela ingestao de ar que € usado para expandir o abdémen,
rompendo assim a capsula pupal, neste momento é finalizado a fase aquatica
deste inseto (Anjos et al., 2018; Dive 2019; Sousa 2021).

Uma vez adultos, os mosquitos tém uma perspectiva de vida de duas
semanas a um més, alimentando-se de substancias agucaradas, como néctar
ou seiva. As fémeas desta espécie possuem habito diurno e alimentam-se de
sangue preferencialmente ao amanhecer e ao entardecer. Contudo, caso seja
propicio, o0 mosquito também podera realizar a ingestdo de sangue a noite,
alimentando-se de diferentes tipos de hospedeiros que estejam proximos ao

seus criadouros e abrigos (Valle et al. 2015, Lorenz et al. 2018; Sousa 2021).

Mesmo que possa diversificar sua fonte de alimentagdo, os humanos
constituem a principal fonte sanguinea. Elas utilizam diferentes combinagdes
olfativas, visuais e térmicas, e usadas pelo vetor para rastrear as suas presas,
esse favoritismo ndo traz beneficios na quantidade de ovos, contudo
acredita-se que com isso 0 mosquito ganhe longevidade (Prasadini et al. 2019;
Sousa 2021)

E a partir da hematofagia desta espécie que se inicia o ciclo da
disseminacao das arboviroses pelo mosquito. Ja que o inseto esta passivel a
ser infectado por agentes virais no ato do repasto, caso o hospedeiro do qual
tenha se alimentado encontra-se em estado de viremia, que ap6s um periodo
de incubacao o virus podera ser inoculado, em outro hospedeiro na realizagao
de um novo repasto (Valle et al. 2015; Gutiérrez-Bugallo et al, 2017; Lorenz et
al. 2018;Prasadini et al. 2019; Sousa 2021).
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3.3 Importancia epidemiolégica e doengas relacionadas ao vetor

O Aedes aegypti € o culicideo de grande relevancia epidemiolégica no
Brasil, j4 que uma unica espécie de mosquito elevadamente suscetivel a
alguns tipos flavivirus, que ao adaptar-se entre si criando uma relagdo de
coevolugdo, estara relacionada diretamente com a transmissdo de agentes
etiolégicos sendo eles, a dengue, febre amarela, febre Chikungunya e Zika
(Capurro, 2016; Ministério da Saude 2020).

O virus da Febre Amarela (FA) pertence ao género flavivirus da familia
Flaviviridae € uma doencga infecciosa ndo contagiosa, onde o aedes em 1900
foi identificado como vetor do virus, acarretado no Brasil intenso controle do
mosquito e da imunizagdo das pessoas apds o desenvolvimento de uma
vacina, em 1937, entretanto, se mantém endémica em seu ciclo silvestre nas
florestas tropicais da América e Africa (Ministério da Saude 2018; Vasconcelos,
2003).

O tipo de virus da FA dispde de dois ciclos de transmissao, urbano e
silvestre, o ciclo urbano acontece quando o inseto faz seu repasto em uma
pessoa infectada, e depois alimenta de uma pessoa saudavel ndo vacinada,
neste ciclo o homem é o unico hospedeiro. Ja no ciclo silvestre o virus é
transmitido aos macacos, ndo ocorre a transmissao, funcionando assim como
hospedeiros do virus, tornando-se apenas vitimas (Vasconcelos, 2003; De
Lima et al., 2021).

Ao contrair o virus o hospedeiro tende a ser assintomatico, ou
apresentar sintomatologia muito fraca, a ponto de serem confundidos com os
de uma virose. Mostrando sintomas como: cansaco, febre alta, calafrios, dor
muscular e de cabecga, nauseas e vémitos. A FA é assim chamada quando na
forma grave da doenga os pacientes tém lesdo no figado e nos rins,
provocando eventos hemorragicos, apresentando olhos e pele amarelados,
ainda assim ¢ dificil realizar o diagnéstico da mesma (Vasconcelos, 2003;
WHO 2020; De Lima et al., 2021).

A andlise para o diagndstico leva em conta os sintomas que o paciente
apresenta, se foi ou ndo vacinado e o tempo da vacinagao, e a ocorréncia de
casos da doencga na regido onde reside ou se visitou areas endémicas. Dois

exames podem ser usados no diagnostico, em pessoas vivas e coleta amostra
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sanguineas, e usado a sorologia e isolamento viral, e apds o Obito usando
amostras de tecidos do figado, rins, ou outros (Vasconcelos, 2003; Médico Sem
Fronteiras, 2018; De Lima et al., 2021).

E importante ressaltar que ndo existem medicamentos especificos para
o combate, reverter o quadro clinico e evitar as complica¢gdes geradas pelo
virus, contudo € contraindicado o uso de remédios que contenham acido
acetilsalicilico. As pessoas que acabam se contaminando € indicado que
permanegcam em repouso em ambiente hospitalar e sob cuidados da equipe
meédica para evitar que ocorram complicagdes graves (Vasconcelos, 2003; De
Lima et al., 2021).

Deste modo a imunizagdo pela vacina é a melhor estratégia de
prevencdo contra a FA, ela disponibilizada gratuitamente pelo governo
brasileiro, ainda assim segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS) registrou trés paises da Regido das Américas que tiveram casos
confirmados de febre amarela: Bolivia com 5 casos confirmados, Peru 7 casos
confirmados e 5 mortes, e no Brasil durante o periodo sazonal de 2021 e 2022,
foram notificados 5 casos, incluindo 4 mortes (Vasconcelos, 2003; OPAS
2023). Relatada a principiona Asia e na Africa , o virus da dengue
era observado apenas no ciclo selvagem, envolvendo até entdo os primatas.
Acredita-se que a introducdo do Aedes vetor da dengue no Brasil tenha
ocorrido no periodo colonial, entre os séculos XVI e XIX. Hoje se tem
conhecimento de quatro sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4, ao ser
infectado por um dos sorotipos da dengue, o mesmo adquire imunidade
permanente a ela, entretanto, ainda pode ser infectado pelas demais cepas
virais (Shnlghi et al., 2017; De Lima et al., 2021).

No estado de Roraima em 1981 foi registrada a primeira grande
epidemia da dengue dos sorotipos 1 € 4 , devido a infestagcdo do vetor em
areas urbanas. Alguns anos depois ocorreu a dispersao e introdugao das
demais sorotipos da DEN para outros estados brasileiros, e hoje, o virus esta
presente em todos os estados do pais. Expondo um padrdo sazonal, com
maior incidéncia de casos nos primeiros cinco meses, periodo mais quente e
umido do ano (Braga e Valle 2007; Souza, 2016; Araujo et al, 2019; Ministério
da Saude 2020).



A versao classica da dengue esta atrelada a febre alta, sendo seu
principal sintoma, tendo inicio subito e podendo variar entre 39° e 40° graus.
vindo acompanhada por forte dor de cabecga, distintivamente atras dos olhos,
dor nas articulagbes e nos musculos, manchas vermelhas pelo corpo, diarreia
e vomitos, este quadro clinico pode ter duracéo de trés dias, parte das pessoas
infectada costuma exibir um curso benigno da doenca, contudo existem
aqueles que evoluem para casos mais grave (Dive 2019; De Lima et al., 2021).

A evolugcdo para estagio critico da infecgdo, conhecida como Febre
dengue hemorragica (FHD), pode levar a mortalidade se nao tratado
adequadamente a tempo. Embora ainda nao tenha sido elucidada a razao
exata para o agravamento da doenga ainda seja desconhecida, estudos
teorizam que pode estar ligado a viruléncia viral, reforgo imunolégico, aumento
das citocinas, respostas autoimunes, fatores genéticos do hospedeiro,
bacteremia etc (Wang et al., 2020; De Lima et al., 2021).

Com a evolugdo para FDH a febre se intensifica, e as manifestagoes
hemorragicas e hemorragia em diversos o6rgaos, podendo desenvolver choque
hipovolémico, subsequente ao aumento de permeabilidade vascular, assim a
agua e as proteinas séo liberadas no espago extravascular acarretando o
aumento na densidade do sangue causando hemorragia e colapso circulatério,
essas complicagbes podem levar o paciente a oObito em poucas horas
(Ministério da Saude 2005; Singhil et al., 2007; Wang et al., 2020; De Lima et
al., 2021).

Por tanto além da sintomatologia apresentada pelo paciente nos
exames gerais como temperatura e ritmo respiratério, diagndstico levar em
consideragao também o teste fisico usado a técnica da prova do laco onde se
comprimir o brago do paciente com um esfigmomandémetro e entdo faz a
contagem dos petéquias (pontinhos vermelhos). Outros exames realizados sao
o hematoldégico com a analise do hematdcrito e a contagem de plaquetas, e o
teste imunoenzimatico (ELISA) confirmar casos de dengue e distinguir o virus
infectante (De Lima et al., 2021; Palma e Oliveira 2021).

Na dengue classica a conduta usada para tratar os individuos infectados
€ sintomatico, isto significa que, sera indicado repouso, hidratagdo e

acompanhamento ambulatorial, 0 medicamento que sera indicado para
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tratamento estara de acordo com classificagdo de gravidade dos sintomas
apresentados pelo paciente. Em caso de piora da doenca, com sinais mais
graves, como hemorragia e hepatotoxicidade, € recomendado a notificagcédo e
internagcdo em unidade hospitalar de imediato (De Lima et al., 2021; Dos
Santos Pinheiro et al., 2023).

E de suma importancia estar atento aos sintomas visto que foi
identificado um novo agente etioldgico o zika virus (ZIKV) vetorizado também
pelo aedes, que apresenta sinais semelhantes aos da dengue. acredita-se que
a introdugdo do virus no Brasil ocorreu por individuos infectados em outros
paises, que serviram como receptaculo na propagac¢ao que aconteceu atraveés
do mosquito, e/ou pela atividade sexual de pessoas infectadas, e estudo
identificaram também a transmissao vertical do virus (mae para o filho) (Wong
et al., 2016; Franca et al., 2016; Teixeira et al., 2020).

Apo6s o surto da infecgcdo de ZIKV em 2015, notou-se um aumento
anormal do numero de casos de recém-nascidos com ma-formagéao congénita
(microcefalia), que foi delineada como o diminuigdo do perimetro craniano
menor que dois ou mais desvios-padrdao dos parametros para o sexo, idade ou
periodo de gestacdo. Com a estagnagdo do crescimento do cranio do feto
gerar atraso no desenvolvimento cognitivo da crianga em diferentes graus,
episodios de convulsdes, mobilidade fisica limitadas e anormalidades visuais e
auditivas (Ministério da Saude, 2015; Teixeira et al., 2020; Zanluca et al. 2015,
Felix e Farias 2019).

Ao se estudar os casos de gestantes que na ultrassonografia os fetos
apresentavam microcefalia, foi possivel identificar a presenga do virus no
liguido amnidtico das maes. Essa evidéncia foi refletida no informe
epidemiologico de 2016 que reportou a confirmagcdo de 5.480 casos de
microcefalia e/ou alteragdes do SNC relacionado a infecgdo congénita pelo
Zika virus, maior parte dos casos confirmados foram regido Nordeste do pais,
nos estados de Bahia, Rio Grande do Norte e Pernambuco, sendo este ultimo
o mais afectado (Ministério da Saude, 2016; Diniz 2016; De Lima et al., 2021).

A identificagdo do virus pode ser feio durante a fase sintomatica,
podendo ser detectado no soro e no sangue total usando PCR por transcrigao

reversa do ZIKV (RT-PCR) em fluidos como, urina é possivel detectar por mais
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de 10 dias, e através de anticorpos especificos (IgM)contra o VZIK podem ser
detectados a partir da segunda semana apds o inicio dos sintomas, usando
ELISA. o uso da urina para a identificagdo € o mais aconselhavel, pois sua
coleta é mais facil e possui uma carga viral mais abundante que o soro (Silva e
Spalding, 2018; Masmejan et al., 2020).

No que se diz respeito ao diagndstico de microcefalia em fetos dentro do
utero é positivado em ultrassom de rotina da gestante no pfe natal, visto que
em média de 75-80% das infecg¢des pelo ZIKV é assintomatica, por essa razéo
os exames de imagem precoce podem identificar essas anormalidades no
desenvolvimento cerebral do bebe que podem estar relacionadas a infecgao
congénita de Zika, uma vez que sabe-se que o virus tem tropismo érgéos,
como o cérebro, placenta, células da retina e outros (Musso e Gubler, 2016;
Masmejan et al., 2020; Teixeira et al.,2020).

As possibilidades terapéuticas de tratamento, e o de aliviar os sintomas
especificos, geralmente é indicado medicamentos como paracetamol para
febre, cefaleia e mialgia, anti-histaminicos para rash, visto que, ndo existe um
tratamento especifico para a doencga, contudo vale ressaltar que o0 uso
anti-inflamatérios ndo hormonais e contra indicado devido aos riscos de gera
complicagdes hemorragicas. Quanto as doengas neurolégicas, deve-se haver
um acompanhamento médico (Da Silva et al., 2018; Musso et al., 2019;
MAarba-Castro et al., 2021).

O virus pertencente ao género Alphavirus, designado como
Chikungunya (virus Chikungunya - CHIKV), inicialmente era relatado na Africa
e na Asia, posteriormente acabou sendo disseminado em outros paises. O
CHIKV exibe sintomas semelhantes aos da dengue e o da Zika, sendo
transmitidas pelo mesmo mosquito vetor. Esse novo patégeno no Brasil
registrou a ocorréncia de 3,7 casos por 100.000 habitantes no ano de 2021,
com maior numero de casos identificados na regido Nordeste do pais (Tritsch
et al., 2020; Saude, 2021; Dias et al., 2023).

Individuos infectados, o virus ao ganhar a corrente sanguinea ele ira
lesionar a membrana que recobre as articulagdes, que acaba gerando dores
debilitantes. As alteragdes histopatoldgicas observadas nas articulagbes apods
a infecgdo chikungunya apresentaram semelhangas as da artrite reumatoide,

como hiperplasia sinovial, proliferagao vascular e infiltracdo de macrofagos.
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Este aspecto torna a poliartralgia a principal caracteristica dessa doenca,
embora possua outros sintomas importantes (Marques et al., 2017; De Lima et
al., 2021; Dias et al., 2023).

Os sintomas dolorosos desta patologia costumam ser persistentes, que
acometendo quadril, cotovelos, dedos, joelhos e tornozelos, limitando a
locomocado do paciente, aproximadamente 48% dos enfermos mantém um
quadro clinico de artrite por no minimo seis meses. Esse fato pode ser,
possivelmente corroborado pela persisténcia de marcadores inflamatoérios
elevados, como a interleucina (Staples, 2009; Khoury e Camilo, 2016; Marques
et al., 2017).

No decorrer desse periodo de infecgédo, eventualmente esses pacientes
podem passar por trés fases de progressao clinica, a fase aguda, que persiste
por até dez dias, onde apresenta os sintomas virais classicos, acompanhada
de uma dor pujante nas articulagdes e nos musculos. Na fase subaguda pode
perdurar por até trés meses, com melhora clinica, porém , a dor nos pulsos e
nos tornozelos esta presente, ja na fase crénica, dor nas articulagdes pode
manter-se por até trés anos e deixar sequelas pelo resto da vida (Souza, 2016;
Farias et al., 2017; Brasil, 2017).

A confirmagao da infeccdo por CHIKV, e realizada pela deteccdo do
virus, RNA viral (RT-PCR) ou anticorpos especificos para CHIKV (ELISA), em
amostras de sangue ou liquido da coluna, caso se suspeite de acometimento
em regides nervosas. A confirmagéo do diagnostico se faz importante, porque
assim como as demais viroses aqui expostas, nao existe tratamento especifico,
ja que a vacina ainda é inexistente, sendo recomendado apenas a utilizagdo de
medicamentos para controlar os sintomas e para diminuicdo das dores, nos
caso de complicagdes ou sequelas, recomenda-se fisioterapia (Staples, 2009;
Brasil, 2017; De Lima et al., 2021).

Com a propagacgao desses novos arbovirus, comecou a chamar a
atencdo aumento da incidéncia de casos de sindrome de Guillain-Barré (SGB)
e outra complicagbes neuroldgicas como paralisia periférica multipla, paralisia
facial periférica, encefalite e mielite nas Américas. Estudos passaram a
associar esse aumento com as infecgbes CHIKV e Zika, sobretudo nos paises
onde ocorreram casos dessas arboviroses. Em 2015 o Ministério da Saude foi

notificado sobre o crescimento de internagdes por manifestagdes neurologicas
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no estado de Pernambuco, SGB representava mais de 80% dos casos
(Ferreira et al., 2005; Acosta et al., 2007; Benavides-Melo et al., 2018).

Definida como uma polineuropatia desmielinizante inflamatéria aguda
idiopatica de origem autoimune, a sindrome de Guillain-Barré, exibe
caracteristica de enfraquecimento muscular e arreflexia, atinge individuos entre
20 e 40 anos de idade, sem distincdo de sexo. Uma vez desencadeado
sintomas que afetam o sistema nervoso, o paciente pode apresentar
complicagbes que podem levar a morte. portanto, assim que houver suspeita
de SGB, o paciente deve ser hospitalizado para prevenir possiveis
complicagbes que pode levar a fatalidade (Ruga e Padrdn, 2003; Zuluaga &
Vanegas, 2016; Benavides-Melo et al., 2018).

Diante disto, o diagnéstico e o tratamento precoces da SGB é
imprescindivel para a diminuicdo da morbidade e mortalidade. A
eletroneuromiografia e analise do liquido cefalorraquidiano é usada para
diagndstico da SGB , apéds investigacdo dos sintomatologia e exames
suplementares, a fim de excluir outras doengas. O tratamento se baseia em
imunoterapia por imunoglobulina intravenosa ou plasmaférese. Porém é
indispensavel que tenha-se em conta um programa de reabilitagdo
multidisciplinar para esses pacientes (Cibilis et al., 2015; Gémez & Moreno,
2016; Rocha et al., 2017; Benavides-Melo et al., 2018; DE Oliveira et al., 2022).

3.4 Diferentes formas de controle do vetor

O controle do Aedes aegypti tem grande importancia para a saude
publica no Brasil, justificado pela ameaga a saude humana e os impactos
econdmicos causados pelas epidemias destas doencas. O pais participou da
campanha de erradicagao do Aedes aegypti e teve éxito por duas vezes,
Entretanto, em 1976 ocorreu reintrodugcédo do vetor no Brasil, ocasionada por
falhas na vigilancia epidemiolégica, manejo inadequado de residuos solidos,
abastecimento de agua intermitente e pelo crescimento populacional
acelerado, contribuiram para ocorréncia de dengue nos espagos urbanos
(Soper et al., 1965; Nobre et al., 1994; Silva et al., 2020; Lorenz et al., 2022).

O controle mecanico e quimico do vetor, foi uma técnica aplicada em

parceria com Agentes Comunitarios de Saude, Agentes de Combate a
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Endemias e a populagéo, cujas condutas sdo centradas em identificar, destruir
ou designar apropriadamente recipientes naturais ou artificiais de agua que
possam servir de criadouro para o Aedes. Outra estratégia utilizada foi a de
acdes educativas durante a visita domiciliar pelos Agentes Comunitarios, com
o objetivo de garantir a eliminagdo dos criadouros pelos proprietarios dos
imoveis (Zara et al., 2016).

No método de Controle mecanico que equivale ao emprego de praticas
capazes de eliminar o vetor e em suas primeiras fases evolutivas ou reduzir o
contato do inseto adulto com o homem. As principais atividades deste método
envolvem a protegdo, a destruicdo, eliminar os criadouros, drenagem de
reservatorios e instalagao de telas em portas e janelas (WHO 1996; Ministério
da saude 2009; Manrique-saide et al., 2015; Zara et al., 2016).-

Ja no manejo quimico do vetor onde é realizado o uso de produtos
quimicos, que podem agir de forma neurotoxicos, analogos de horménio e
inibidores de sintese de quitina para eliminar larvas e insetos adultos. E um
modelo de controle aconselhado mediante uso de forma consciente e segura.
Contudo, apresenta limitagbes tendo em vista os impactos para o meio
ambiente e para a populagcdo, em consequéncia da possibilidade de selecédo de
vetores resistentes aos produtos (Braga et al., 2007; Zara et al., 2016; Conway
et al., 2023).

Microrganismos como fungos, parasitas e bactérias estdo sendo
pesquisados como uma estratégia bioldgica, visto que podem produzir
progénie estéril e capaz de diminuir pela metade o decurso de vida de um
mosquito adulto. Entre outras medidas de controle bioldgico, os predadores do
tipo peixes larvofagos sdo os recomendados por sua facil obtencdo e
manutengdo, estas abordagem emerge como uma alternativa eficaz e
sustentavel (Walker, Yeap et al., 2011; Zara et al., 2016; Locatelli, 2019).

Outras alternativas que podem ser empregadas no controle é a técnica
de esterilizagdo por irradiacdo em dose baixissimas de raios gama ou raios X,
dos insetos machos a fim de provocar infertilidade dos mesmos. Outra técnica
€ a modificagdo genética dos mosquitos adultos, desenvolvendo genes que
possam gerar mortalidade ou capazes de tornar os insetos estéreis. Essas
estratégias visam reduzir a fertilidade da populagao local (Araujo et al., 2015;
Zara et al., 2016).
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Pesquisas com propdsito de aprimoramento de novas estratégias para
controle e reducdo do uso de produtos téxicos sao realizadas. Uma alternativa
é utilizar um inseticida botanico. Os fito inseticidas sao produtos a base de
plantas para o controle de insetos, a exemplo como extratos e 6leo que podem
ser sintetizados a partir das folhas, sementes, raiz, caule ou frutos de muitas
espécies de plantas. as caracteristicas presentes quimicas ou a combinagao
entre eles podem conferir acréscimo ou reducado da atividade inseticida (Zara
et al., 2016; Gongalves et al., 2021).

3.5 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae gera grande interesse dos pesquisadores
gragas a sua incrivel variabilidade, ela esta distribuida por todas as regides
tropicais e subtropicais do globo, é estabelecida por mais de 300 géneros, 0s
quais representam cerca de 8000 espécies. amplamente disseminada pelo
pais, possuindo representantes em diferente tipos de vegetagdo (Cronquist,
1981; Satiro, e Roque, 2008; De Lira et al, 2019).

No panorama floristico nacional ela estd bem representada, pois
ocorrem 72 géneros e cerca de 1100 espécies conhecidas, além de agregar
maior importancia econémica. Alguns géneros que constituem essa familia
desempenham um importante papel na medicina popular, sendo usados para o
combate de doengas como diabetes, problemas renais, e até mesmo o cancer,
como é o caso do avelds (Oliveira e Coimbra, 2018; Junior et al, 2018; De Lira
et al, 2019).

A familia dispde de habito variado, possuindo caracteristicas desde
ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras, com folhas intercalada, simples,
lobuladas ou palmato-lobadas, de margem denteada, com espiculas livres e,
muitas vezes, glandulas foliares evidentes. Apresentam inflorescéncias
racimosas ou cimosas, terminais ou axilares, com flores de perianto com
segmentos livres, tricarpelados, diclinas actinomorfas, com estigmas
proeminentes. Seus frutos sdo esquizocarpaceos ou capsulideos (Webster
1994; G.L Webster, 2014; Flora do Brasil, 2020; Silva, 2021).

Dentro da familia Euphorbiaceae, o género Croton por ter um elevado
numero de espécies, possui consideravel diversidade morfolégica e por dispor

ampla distribuicdo geografica, pode ser visto como um grupo de taxonomia
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bastante intrincada, e rica em metabdlitos secundarios. O interesse pelas
espécies de Crotons progrediu com o isolamento e identificacdo de mais de
399 compostos quimicos (Bezerra et al, 2020; Riina; Berry; Van-ee 2009;
Angélico, 2011; Song et al., 2015: Ting et al, 2022).

Espécies do género Croton possuem uma variedade ampla de espécies
ricas em metabdlitos secundarios, em razdo deste fato sdo frequentemente
usadas na medicina popular na forma de infusbes, decocgdes e cataplasmas
para aliviar a dor e outras enfermidades (Abreu et al., 2001; Bezerra et al,
2020).

3.6 Croton cordiifolius Baill.

A espécie em estudo foi identificada como Croton cordiifolius Baill,
popularmente conhecido como “quebra-faca”, foi descrita como um arbusto
reto alto, com galhos e ramos proporcionais, finos e flexiveis, em tons
avermelhados; folhas com limbo, oval lanceolada, de base obliqua e bordas
denticuladas, pilosa; Flores avermelhadas, anteras curtas, constantemente
ausentes, e com frutos desconhecidos (Von Martius; Eichler; Urban, 1864).

Nogueira e colaboradores expds em seu estudo que o d6leo do C.
cordiifolius, apresentou atividades antiinflamatéria tépica e analgésica,
antitumoral, gastroprotetora e hepatoprotetora, exibindo como seu principal
constituinte 1,8-cineol, além de nao apresentar efeitos estimulantes ou
sedativos a nivel de sistema nervoso central (Nogueira et al., 2015).

A caracterizagdo quimica do oOleo essencial das cascas do caule de
Croton cordiifolius, permitiu diferenciar o 6leo das cascas do caule desta
espécie do 6leo das demais do mesmo género.apontou que a presenga de
cumarinas mostrou-se importante como possivel marcador quimiotaxonémico
visto que esta classe de metabdlitos ndo € comum para o género (Dos Santos
Alves et al., 2017).

Pode-se concluir que muitas dessas atividades farmacoldgicas foram
comprovadas cientificamente para algumas espécies de Croton, incluindo
atividades herbicidas, contudo ainda nao se dispde de muitos trabalhos com a
espécie de C. cordiifolius, principalmente no que se diz respeito a sua atividade
inseticida (Slilva et al., 2009; Silva et al., 2008; Nogueira et al., 2015).
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RESUMO

As plantas sdo compostas de substancias bioativas que permitem a defesa
contra insetos, dessa forma, se tornam importantes para producao de inseticidas
naturais, os quais podem atuar no controle de mosquitos vetores de doencas, a
exemplo de Aedes aegypti Linnaeus, 1762. No entanto, para estabelecer uma
seguranca na utilizacdo de extratos botanicos, para formulagdo de inseticidas
naturais, é necessario realizar estudos toxicoldgicos agudos utilizando a matéria-
prima. Assim, o objetivo dessa pesquisa sera avaliar a atividade inseticida do
extrato etandlico bruto das folhas Crofon cordiifolius sobre larvas de Aedes
aegypti e toxicidade aguda em camundongos Mus musculus Linnaeus, 1758. O
ensaio larvicida foi realizado de acordo com metodologia preconizada pela
Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2005). Para a realizacao desses ensaios
foram utilizadas 20 larvas de terceiro instar por repeticao, as quais foram
expostas a diferentes concentragdes do extrato (14; 10; 7; 3,5; 1,35; € 0,87 mg
mL"). A toxicidade aguda seguiu o protocolo proposto pela OECD (2001),
iniciando com a dose de 2000 mg mL' e administrada por via oral nos
camundongos. O extrato etandlico de C. cordiifolius demonstrou atividade
inseticida, causando 85% e 100% de mortalidade larval nas concentracoes de 10
e 14 mg mL-1 respectivamente, apds 48 horas de exposicao. A toxicidade aguda
teve uma DL50 estimada de = 2000 mg kg-1, que foi classificada como categoria
5 (baixa de toxicidade). A partir dos conhecimentos gerados pode-se constatar o
potencial larvicida e uma baixa toxicidade em mamiferos quando expostos ao
extrato etandlico C. cordiifolius, demonstrando uma possivel indicagao de forma
segura do uso do extrato vegetal para formulacdo de inseticidas naturais.

Palavras-chave: inseticida natural, controle vetorial, dengue, toxicidade em
mamiferos.

ABSTRACT

Plants are made up of bioactive substances that allow them to defend themselves
against insects, making them important for the production of natural insecticides,
which can act to control mosquito vectors of disease, such as Aedes aegypfi
Linnaeus, 1762. However, in order to establish the safety of using botanical
extracts to formulate natural insecticides, it is necessary to carry out acute
toxicological studies using the raw material. Thus, the aim of this research will be
to evaluate the insecticidal activity of the crude ethanolic extract of Croton
cordiifolius leaves on Aedes aegypti, larvae and acute toxicity in Mus musculus
Linnaeus, 1758 mice. The larvicidal test was carried out according to the
methodology recommended by the World Health Organization (WHO, 2005).
These tests used 20 third instar larvae per repetition, which were exposed to
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different concentrations of the extract (14; 10; 7; 3.5; 1.35; and 0.87 mg mL™").
Acute toxicity followed the protocol proposed by the OECD (2001), starting at a
dose of 2000 mg mL™" and administered orally to mice. The ethanolic extract of
C. cordiifolius showed insecticidal activity, causing 85% and 100% larval mortality
at concentrations of 10 and 14 mg mL-1 respectively, after 48 hours of exposure.
Acute toxicity had an estimated LD50 of = 5000 mg kg-1, which was classified as
category 5 (low toxicity). Based on the knowledge generated, the larvicidal
potential and low toxicity in mammals when exposed to the C. cordiifolius
ethanolic extract can be seen, demonstrating a possible safe indication for the
use of the plant extract in the formulation of natural insecticides.

Keywords: natural insecticide, vector control, dengue, mammalian toxicity.

RESUMEN

Las plantas estan compuestas por sustancias bioactivas que les permiten
defenderse de los insectos, lo que las hace importantes para la produccién de
insecticidas naturales, que pueden actuar para controlar mosquitos vectores de
enfermedades, como el Aedes aegypli Linnaeus, 1762. Sin embargo, para
establecer |la seguridad del uso de extractos botanicos en la formulacion de
insecticidas naturales, es necesario realizar estudios toxicologicos agudos con
la materia prima. El objetivo de esta investigacién fue evaluar la actividad
insecticida del extracto etandlico crudo de hojas de Croton cordiifolius sobre
larvas de Aedes aegypti y la toxicidad aguda en ratones Mus musculus Linnaeus,
1758. La prueba larvicida se llevo a cabo segun la metodologia recomendada
por la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO, 2005). En estas pruebas se
utilizaron 20 larvas de tercer estadio por repeticion, que fueron expuestas a
diferentes concentraciones del extracto (14; 10; 7; 3,5; 1,35; y 0,87 mg mL™"). La
toxicidad aguda siguio el protocolo propuesto por la OCDE (2001), a partir de
una dosis de 2000 mg mL" administrada por via oral a ratones. El extracto
etandlico de C. cordiifolius mostro actividad insecticida, causando una mortalidad
larvaria del 85% y del 100% a concentraciones de 10 y 14 mg mL-1
respectivamente, tras 48 horas de exposicién. La toxicidad aguda tuvo una DL50
estimada de = 2000 mg kg-1, que se clasificé en la categoria 5 (toxicidad baja).
Los conocimientos generados muestran el potencial larvicida y la baja toxicidad
en mamiferos cuando expuestos al extracto etandlico de C. cordiifolius,
demostrando una posible indicacion segura para el uso del extracto de la planta
en la formulacion de insecticidas naturales.

Palabras clave: insecticida natural, control de vectores, dengue, toxicidad en
mamiferos.
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1 INTRODUCAO

Doencas como a Dengue, Chikungunya, Zika Virus e febre amarela
urbana causadas pelo vetor Aedes aegypti Linnaeus, 1762 representam um
cenario de alerta mundial, principalmente em regides tropicais (Wallau, 2023).
Vale ressaltar, que a disseminacao territorial do vetor atinge regides tropicais e
subtropicais, sudoeste da Asia e a india (Santos et al., 2017). Segundo a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), entre as doencgas citadas, a dengue é a
mais prevalente, com transmissdo ativa em aproximadamente 128 paises,
atingindo cerca de 3 milhdes de casos no ano de 2013 (Stanaway et al., 2016).
Embora tenha se passado mais de uma década, o numero de casos registrados
impressionam. O Brasil, por exemplo, tem sido destaque nos noticiarios, com
numero de notificacdes no més de fevereiro de 2024 de mais de 400 mil casos
suspeitos, 4 mil graves e 60 dbitos confirmados, sendo, portanto, o pais com
maior incidéncia no mundo (Brasil, 2024a).

A dengue é ocasionada pela picada do mosquito fémea de Ae. aegypti
infectado com um dos 4 sorotipos do virus (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4).
Apods a exposicao, o individuo adquire imunidade prolongada, no entanto, se
ocorrer infecgdo apos 3 meses por outro sorotipo, existe maior risco de evoluir
para formas graves e levar @ morte (Kraemer et al., 2019; Wilder-Smith et al.,
2019).

Nao existem até o momento tratamento antiviral para as arboviroses
veiculadas pelo Ae. aegypti, portanto, o manejo terapéutico é realizado com
antipiréticos e hidratagao. Nao sendo recomendado o uso de anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINES) com excec¢ao do Dipirona. No entanto, no ano de 2024,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — (ANVISA) aprovou a vacina
QDENGA® (TAK-003 — Takeda Pharma), para imunizar individuos de 4 A 60
anos, baseada no sorotipo DENV-2 vivo atenuado (Brasil, 2024b).

Dessa forma, estratégias de controle vetorial do mosquito ainda sao as
principais formas utilizadas. Como aplicagdes de inseticidas de forma

direcionada e manipulagao de simbiontes de mosquitos como a bactéria
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Wolbachia (Cortes et al., 2023). Os inseticidas mais utilizados para controle
vetorial de Ae. aegypli sdo os piretroides e organofosforados, cujo modo de agao
se da a partir da modulacdo de canais de sodio e inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, respectivamente. Contudo, o uso cada vez maior destas
substancias vem ocasionando populacdes de mosquitos resistentes (Dahmana;
Mediannikov, 2020; Liu, 2015). Os mecanismos de resisténcia envolvem o
aumento da desintoxicagdo metabdlica, sensibilidade reduzida das proteinas
alvos e dificuldade de realizar penetragio ou absorgdo cuticular
(Chareonviriyaphap et al., 2013, Kasai ef al., 2014; Liu, 2015, Jacobs et al.,
2023). A resisténcia aos inseticidas sintéticos representa uma ameaca a saude
publica, além de causar impactos na propagacao do mosquito nas regides rurais
e urbanas (Norris et al., 2019).

Uma das alternativas que buscam contornar a resisténcia dos inseticidas
sintéticos, € o uso de produtos naturais, provenientes de vegetais, baseado na
ampla diversidade botanica do territério brasileiro e o crescente numero de
estudos que realizam a extracdo de metabdlitos secundarios de espécies
vegetais com propriedades inseticidas sobre Ae. aegypti (Falkowski et al., 2020).
Dessa forma, a familia Euphorbiaceae tem se destacado por sua ampla
distribuicdo em regides tropicais, com aproximadamente 300 géneros e 8 mil
especies. No Brasil, existem 17 espécies endémicas do dominio fitogeografico
da Caatinga e ocorréncia de mil espécies em todo territério brasileiro (Satiro;
Roque, 2008; Lucena; Alves, 2010).

O segundo maior representante dessa familia, o género Crofon, possui
diversas aplicagdes terapéuticas, dentre elas, propriedades inseticidas e
repelentes (Nogueira et al., 2015). Diversas espécies do género Croton tiveram
seus extratos brutos e fragcdes com atividade larvicida sobre Ae. aegypfi
comprovada como Croton urucurana (Nogueira et al., 2023), Croton betaceus,
Croton lundianus (Silva et al., 2020), Croton linearifolius (Silva et al., 2014) e
Croton nepetaefolius (Lima et al., 2006). Dessa forma, o objetivo do presente
estudo foi analisar a seguranca toxicolégica e propriedade larvicida da espécie

Croton cordiifolius Baill. conhecido popularmente como “quebra-faca®, que ja
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possui uso popular para inflamacdes e disturbios gastrintestinais (Cartaxo et al.,
2010).

2 METODOLOGIA

2.1 MATERIAL VEGETAL

A coleta das folhas Croton cordiifolius foi realizada no periodo matutino,
no més de agosto de 2022, na cidade de Limoeiro, situada no Estado de
Pernambuco, apresentando as seguintes coordenadas: latitude 7.87232 e
longitude 35.43987° 52" 20" Sul, 35° 26" 23" Oeste. A espécie foi identificada pelo
Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA e a exsicata depositada sob o registro
n°® 93949, seguido do registro do Patrimdénio Genético Brasileiro (protocolo
numero A7CFO0E).

2.1.1 Preparacgao do Extrato Etandlico

Para o processamento do extrato etandlico bruto, as folhas frescas de C.
cordiifolius foram separadas dos caules e lavadas em agua corrente. Em
seguida, foram secas com papel toalha e pesadas, obtendo-se o peso total de
300 g. Para obtencéo do extrato, 300 g de folhas secas foi submetido a turbdlise
em um liquidificador industrial com adi¢do de 3 L de solvente extrator (Alcool
Etilico P.A. Neon®). Posteriormente, o extrato foi submetido ao processo de
agitacao por quatro horas, em uma mesa agitadora elétrica. Em seguida, o
extrato foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo (Fisatom 802) a 20 rpm
em temperatura de 1+ 40°C. O extrato obtido foi armazenado (-41+1°C) até a
realizacdo dos ensaios larvicidas sobre Ae. aegypti e ensaios pré-clinicos Mus

musculus.

CUADERNOS DE EDUCACION Y DESARROLLO, Portugal, v.16, n.5, p. 01-25, 2024




CUADERNOS DE

EDUCACION

Y DESARROLLO

Europub European Publications ISSN: 1988-4158

2.2 OBTENGCAO DE LARVAS PARA OS ENSAIOS BIOLOGICOS

Larvas de Ae. aegypti foram obtidas a partir de ovos da linhagem
Rockefeller, cedidos pelo Laboratério de Fisiologia e Controle de Artrépodes
Vetores (LAFICAVE) da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ/Rio Janeiro). Os
ovos foram colocados em bandeja plastica (20 cm x 16 cm x 8 cm) com agua
mineral para ecloso, e racao artificial para peixes (Alcon Basic®) foi adicionada

para desencadear a eclosdo dos ovos.

2.3 ENSAIO LARVICIDA

Para realizacao do ensaio inseticida, foi utilizada a metodologia adaptada
da Organizagdao Mundial da Saude (WHO, 2005), e os experimentos foram
conduzidos em sala climatizada, com temperatura media de 27 °C e umidade
meédia de 70%, no Laboratério de Farmacologia e Cancerologia Experimental
(LAFAC). Para realizacdo do bioensaio larvicida do extrato etandlico das folhas
frescas de C. cordiifolius foi solubilizado com agua destilada e Tween 80 a 1%.
Agua destilada isenta de extrato, foi utilizada para os grupos controles.

No bioensaio foram utilizadas 20 larvas de terceiro instar por repeticao.
Larvas foram coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur e postas
separadamente em recipientes semi acrilico (6,5 cm de altura x 5,0 cm de
largura), contendo em cada recipiente 20 mL de solucdo (agua destilada +
extrato). Foram utilizadas seis concentracdes (14,00, 10,00, 7,00, 3,50, 1,35 e
0,87mg mL") e o grupo controle. As observacdes de mortalidade larval foram

realizadas apos 24 e 48 horas do inicio do experimento.
2.4 ANIMAIS E APROVACAO ETICA
Os procedimentos utilizando animais seguiram as legislagdes nacionais e

internacionais de experimentagdo animal, bem como foram submetidos ao

Comité de Etica Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco
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(UFPE), aprovado conforme o protocolo n°. 0039/2023. Os animais utilizados
foram camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas (nuliparas e nao gravidas),
pesando entre 30 e 35 g, idade entre 90 e 120 dias , provenientes do biotério do
Departamento de Antibioticos da UFPE e mantidos em condi¢cdes padrao (ciclo
claro/escuro de 12 horas, 22 + 2,0 °C com umidade entre 55-60%) com racéo e

agua fornecida ad libitum.

2.5 ENSAIO TOXICOLOGICO AGUDO

O ensaio toxicoldgico agudo foi realizado de acordo com as diretrizes da

Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE, 2001),

protocolo 423. Os animais foram divididos em 3 grupos (n = 3/grupo) e a
alimentacao foi suspensa por 4 horas, antes do experimento e a agua livre. A
alimentagao foi reintegrada apds 3 horas da administracao.

O extrato etandlico das folhas foi preparado em uma dose unica de
2000mg kg™, solubilizado em Tween 80 a 5% (v/v) e em agua destilada.
Posteriormente, a solucdo foi administrada por via oral nos camundongos,
introduzida no trato digestorio dos animais, através de canula metalica acoplada
a seringa (gavagem). O manejo e cuidado com os animais seguiram 0s principios
éticos da experimentacdo animal, segundo criterios estabelecidos pelo CEUA.
Apoés a administracdo da dose, os animais foram acompanhados na primeira
hora, e diariamente apés 24 horas, por 14 dias.

Os animais foram observados quanto as diversas reacoes
comportamentais relacionadas com o Sistema Nervoso Central (SNC) (efeitos
estimulantes e depressores) e com o Sistema Nervoso Autdbnomo (SNA). A
massa corporal de cada animal e os parametros fisiologicos (consumo de agua
e racdo) foram acompanhados diariamente. Ao fim do periodo de observacédo, os

animais foram eutanasiados e autopsiados para a analise histopalogica.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

A porcentagem de mortalidade larval obtida apds os bioensaios foi
submetida ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. A analise de regressao
probit foi utilizada para determinar os valores de concentragao letal (CLso e ClLoo).
O intervalo de confianca de 95% foi utilizado para comparar CLs. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05) pelo software SAS (SAS Institute 2002). Posteriormente os
dados dos resultados foram expressos como réplicas médias + desvio padrao
(DP). Foi realizada analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para
comparacoes multiplas GraphPad Prism (versao 8.0). Um valor de P<0,05 indica

significancia estatistica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A biodiversidade brasileira é uma das mais extensas do mundo e pode ser
uma matriz efetiva de novas substancias quimicas como potenciais candidatas
para o controle de vetores. Um dos géneros da familia Euphorbiaceae que possui
uma abundancia de espécies ricas em metabolitos secundarios € o género
Croton, devido a presenca de alcaloides, flavonoides e terpenoides, os quais sao
produzidos como resposta fisioldgica as condicdbes ambientais e climaticas que
estdo expostas, além exercer papel primordial na protecdo de plantas contra
insetos (Randau et al., 2004, Silva et al., 2010; Bezerra et al., 2020). Como pode
ser observado na tabela 1, estdo listados alguns componentes quimicos

evidenciados em diferentes espécies do género Crofon.
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Tabela 1. Compostos quimicos sintetizados por espécies do género Crofon.
Tipos de

.. L " .-
Especies Partes Extracdes Principais compostos Referéncias
Croton Caule Oleo Monoterpenos, sesquiterpenos. Alves et al.,
cordiifolius essencial a- e B-pineno 2017.
Croton Folhas Oleo I —— Nogueira et al.,
cordiifolius frescas essencial ’ 2015.
Cmto_n Extrato ’ 2 o ;
blanchetianus i Taninos, derivados cindmicos e Freitas ef al.,
Folhas etandlico .
flavonoides 2020.
Croton zehntneri Pgrte Oleo_ (E)-anetol Lna ciak,
aérea essencial 2013.
Extrato Flavonoides, esteroides, taninos Rocha et
Croton betaceus Folhas i ;
etandlico e triterpenos al., 2021a.
; . Rocha et
Croton lundianus Folhas Extr'a_to _Flavon0|de_s, esterc_)ldes, al., 2021a.
etandlico taninos, saponinas e triterpenos
Croton Eisdias Oleo Monoterpenos, p-cimeno e Carvalho et al.,
tetradenius essencial Canfora 2016.
Croton Oleo Moqoterper]os, aceta}to de trans- Rocha ef al.,
2 Folhas . crisantenila, a-terpineno e p- 2021b.
pulegiodorus essencial i

*Compostos quimicos majoritarios sintetizados por diferentes espécies do género Crofon.
Fonte: Os autores (2024).

O extrato etandlico das folhas Croton cordiifolius apresentou efeito toxico
sobre larvas de Ae. aegypti. Conforme demonstra a Tabela 2, o extrato etanolico
preparado na concentracdo de 14 mg mL"' causou 30% de mortalidade das
larvas, apos 24 horas de exposicio. O extrato preparado na concentragcao de 10
mg mL" no mesmo periodo de observacdo causou 15% de mortalidade das
larvas, apresentando diferenca significativa entre as duas concentragdes. No
mesmo intervalo, as concentragées de 7,00, 3,50, 1,75 e 0,87 mg mL"’
apresentaram 10% de mortalidade larval, nao apresentando diferenca
significativa.

Em relagdo ao periodo de 48 horas de exposicdo, as concentragdes de
10,00, 7,00 e 3,50 mg mL' causaram 85,00% de mortalidade larval, e néo
apresentaram diferenca significativa. No mesmo intervalo, a concentracéo de 14
mg mL-" foi a mais ativa, causando 100% de mortalidade, considerada portanto,
mais eficaz que as demais concentragdes. O grupo controle nao apresentou

mortalidade durante todo o procedimento experimental. De acordo com Cruz et
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al. (2020), o oleo essencial obtido das folhas de Crofon tetradenius causou 94,4%
de mortalidade de larvas de Ae. aegypfi, apos 24 horas de exposicdo. Resultado
semelhantes foram apresentados por Silva ef al. (2014), visto que, a fracdo
diclorometanica obtida do extrato etandlico do caule de Croton linearifolius
causou 99,17% de mortalidade de larvas do vetor, apods 24 horas de exposicao,

corroborando com o estudo atual, o que demonstra o potencial inseticida do
género Croton.

Tabela 2. Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti, expostas as diferentes
concentracdes extrato etandlico das folhas de Croton cordiifolius.
Mortalidade (%)

Concentragoes (mg mL"' 24h 48h
14,00 30,002 100,002
10,00 15,000 85,00°
7,00 10,00¢ 85,00°
3,50 10,00¢ 85,00°
1,75 10,00¢ 45,00¢
0,87 10,00¢ 45,00¢
0,40 0,00¢ 0,00¢
Controle 0,004 0,00d

abcd Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Os autores (2024).

Em relacido as concentragdes letais do extrato de Crofon cordiifolius sobre
Ae. aegypti, a concentracdo letal no intervalo de 48 horas de exposicao larval foi
significativamente reduzida, quando comparados aos dos demais periodos de
observacao, apresentando durante esse intervalo CLsp e CLoo de 1,55 e 5,35 mg
mL-", respectivamente (Tabela 3). Nao houve mortalidade no grupo controle. De
acordo com Silva et al. (2014), a fracdo de diclorometano obtida a partir do extrato
etandlico obtido do caule de Crotfon linearifolius apresentou ClLso de 1,13 mg mL-
" apds 24 horas de exposicéo das larvas de Ae. aegypti, semelhante a efetividade
inseticida apresentada ao utilizar o extrato etandlico de Crofon cordiifolius (CLso

1,55 mg mL™"), apds 48 horas de exposigdo.
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Tabela 3. Concentragdes letais 50 e 90 do extrato etandlico das folhas de Croton cordiifolius em
larvas de Aedes aegypti, apds 48 horas de exposigado.
Tempo (48 horas)

Concentragao Letal (CL) mg mL” Intervalo de
confianga
CLso 1,55 122-1,91
CLao 5,35 412 -7.60

Fonte: Os autores (2024).

A existéncia de taninos condensados no género Croton podera esta
associado com a atividade larvicida observada, visto que, estes metabdlitos
possuem capacidade de complexacdo com proteinas do intestino médio de
larvas de mosquitos, dessa forma, extratos botanicos detentores desses
compostos podem ser utilizados para o controle de insetos vetores de doencgas,
a exemplo de Ae. aegypti (Santos; Mello, 2004; Silva et al. 2010; Cunha et al.,
2014; Napoledo et al., 2019; Chen et al., 2021). Até o presente momento as
analises fitoquimicas do extrato em estudo ainda ndo foram estabelecidas.
Desse modo, os resultados obtidos servirdo de base para estudos futuros
relacionados aos compostos quimicos presentes no extrato e identificar os

principais responsaveis pela atividade sobre larvas de Ae. aegypli.

3.1 TOXICIDADE AGUDA

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que o grupo teste
exposto a dose de 2000 mg kg’ do extrato etandlico de C. cordiifolius néo
apresentou mortalidade ou morbidade nas primeiras 24 horas, assim como,
durante os 14 dias de observagdo. Vale salientar a importancia da analise
comportamental ou screening hipocratico, usado como analise preliminar para
identificacdo de atividades farmacoldgicas e/ou efeitos toxicolégicos gerados por
subprodutos de origem vegetal (Mahon et al., 2014). Bem como & necessario a
investigacao da DLso, por se tratar de um pardmetro que representa o efeito letal
que a dose pode causar a 50% da populagao testada (Pierre ef al., 2019).

Conforme a tabela 4, o extrato etandlico das folhas de C. cordiifolius

apresentou sinais comportamentais classificados de baixo a moderado em
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alguns parametros analisados relacionados ao sistema nervoso central, como
tremores finos, podendo estar associado a uma atividade estimulante, bem
como, abaixamento do trem posterior, fotofobia, prostracdo e ptose palpebral,
que estdo ligados a acdo depressora. Estes resultados diferem das alteracoes
comportamentais que foram identificadas nos grupos tratados por via oral, com
extrato etandlico de C. blanchetianus, na mesma dose, observando-se reducoes
na deambulagdo, comportamento de fuga, ansiedade e reducao do bolo fecal
(Freitas et al., 2020).

Quanto ao sistema nervoso auténomo (SNA), os sinais observados nao
diferiram do grupo controle. De acordo com os resultados, o extrato se enquadra
na categoria 5 (baixa toxicidade), apresentando DLso de 5000 mg kg™ segundo o
GHS (Globally Harmonized Classification System). Conforme Freitas et al.
(2020) a toxicidade aguda do extrato de C. blanchetianus na dose 2000 mg kg’
administrado por via oral, ndo apresentou mortalidade dos animais do grupo
controle, assim como, do grupo experimental, resultados semelhantes aos

obtidos com o extrato etandlico de C. cordiifolius.
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Tabela 4. Sinais clinicos e taxa de mortalidade em camundongos Mus musculus apés uma hora
de administragdo por via oral na concentragdo de 2000 mg kg ' do extrato etanélico de Croton
cordiifolius.

Sinais Clinicos Grupo controle Grupo tratado 2000 mg kg™
Estimulantes do SNC
Agitacdo +++ ++
Agressividade + -
Aumento da frequéncia respiratoria + -
Expanséo do pavilhdo auricular - +
Marcha em Monobloco + -
Movimento circular - +
Movimento estereotipado ++ +
Ondulagao de cauda + -
Piloerecdo - +
Postura em garra +++ ++
Tremores finos/grosseiros - +

Depressores do SNC

Abaixamento do trem posterior - +
Fotofobia - +
Prostracdo - ++

Ptose palpebral - -

SNA

Defecacdo ++ ++

Diurese + +
Reacao de fuga + ++
Postura estatica + +

Outros comportamentos

Autolimpeza + -

Ambulacdo - +
Escalar + +
Obitos 0,0 0,0

Os sinais clinicos que foram avaliados apos a administragao, resultados negativo (-),
positivo (+), moderado (++) e positivo intenso (+++)
Fonte: Os autores (2024).

Quanto aos parametros metabdlicos, a avaliacao ponderal e consumo de
agua e racdo sao utilizados para investigar a toxicidade de uma amostra em
estudos sobre o sistema gastrintestinal ou mesmo sobre o sistema nervoso
central caso haja alteragcdo em mais de um dos parametros em questio.

No que diz respeito a avaliagcdo da massa corporea dos animais
submetidos ao extrato na dose de 2000 mg kg™, foi observado um aumento
moderado no consumo de agua e uma discreta reducdo no ganho de peso dos
animais do grupo teste comparativamente com o grupo controle (P>0,05). Em

contraposicao, Meireles et al. (2016) constatou uma diminuig¢ado significativa no
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consumo de agua e racao nos grupos tratados nas concentracdes de 250 e 375
mg kg’ com o dleo essencial das folhas de Croton polyandrus, em comparagio

ao grupo controle.

Tabela 5. Avaliagdo do consumo de agua, ragdo e ponderal dos camundongos dos grupos
controle e tratados por via oral com exirato etandlico de folhas de Crofon cordiifolius 2000 mg
kg e observados por 14 dias.

Parametros
Avaliagdo Consumo de Consumo de
ponderal (g) racao (g) agua (mL)
Grupo controle 34,55 +0,69 17,02+ 1,79 2312+ 2,84
Grupo tratado 2000 mg kg™ 33,01 £ 0.98* 17,19+ 1,71 28,75 £3.23*

Os valores representam a média + DP. (*) quando encontradas diferengas significativas
(p>0,05) em comparagdo com o controle.
Fonte: Os autores (2024).

Em relacdo a analise macroscopica dos orgaos vitais que foram coletados
dos camundongos tratados com o extrato, nao foram observados alteracdes
significativas em sua coloragao ou na textura, quando comparados ao grupo
controle, bem como nao foi observado diferenca significativa (p>0,05) no peso
dos o6rgdos dos animais tratados e com o grupo controle, como mostrado na
tabela 6.

Tabela 6. Peso dos érgdos (gramas * desvio padrao) dos animais fratados com extrato
etandlico de por via oral.

Orgao Grupo controle Grupo tratado 2000 mg kg™
Figado (g) 2,77 £0,22 2,67 0,36
Baco (g) 0,29+0,19 0,31+0,12
Rins (g) 0,51+ 0,02 0,42 £ 0,06
Pulméo (g) 0,27 £ 0,07 029 £0,03

Os valores representam a média £ DP. Anova seguido por Tukey p<0,05 comparados com o
controle e do extrato etandlico das folhas de Croton.
Fonte: Os autores (2024).

Orgaos como figado e rins sdo de grande importancia para o bom
funcionamento do corpo. O figado desempenha sua funcdo atrelada ao
metabolismo de nutrientes, bem como na biotransformacao de drogas e produtos

quimicos, o que confere ao organismo protecdo contra agentes toxicos (Islam et
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al., 2021).

A avaliagdo da funcido hepatica € feita através de duas enzimas, a
transaminase glutamico-oxalacética (AST) e a Transaminase glutdmico-pirdvica
(ALT). A acdo dessas enzimas tem sido utilizada como indicador de dano
hepatocelular (Nagai; Oda; Konishi, 2015; Djabir etal., 2017). Nos rins a excreg¢ao
de medicamentos ou de metabdlitos podem resultar na alteragdo da fungao renal.
Desta forma, a avaliacdo dos niveis sanguineos de ureia e creatinina € um
indicador de nefrotoxicidade (Porto et al., 2015; Mello et al., 2021).

Pode ser observado que o extrato etandlico do C. cordiifolius nao
apresentou alteracdo significativa em ambos os marcadores de lesdes renais e
hepaticas, o que sugere a necessidade de investigacbes histolégicas que
atestem a presenca ou auséncia de alteragdes teciduais renais e hepaticas. Um
estudo realizado por Kagunya, Kaingu e Mbaria (2020), usando o extrato de
Croton menyharthii evidenciou que embora nao tenha provocado sinais graves
de toxicidade, causou processo inflamatério dos tubulos renais, que resultou em
alteracées na fisiologia renal, indicando que o uso do extrato a longo prazo pode

ser téxico para o rim.

Tabela 7. Valores médios da dosagem sérica (média x desvio padrdo) de AST, ALT, ureia,
creatinina, camundongos tratados com extrato por via oral na dose 2000 mg kg ' e no grupo
controle agua e Tween 80.

Grupo controle Grupo tratado 2000 mg kg™’
Ureia (mg/dL) 3555+9,26 36,65+7,14
Creatinina (mg/dL) 020+ 0 0,25 £ 0,07
AST (U/L) 103,5 % 10,60 108 + 7,77
ALT (U/L) 9311414 91,0+ 9,89

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; Ureia: creatinina. Os valores
representam a média £ DP (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) em comparagdo com o
controle.

Fonte: Os autores (2024).

O estudo dos parametros hematologicos sdo imprescindiveis, ja que o
sistema hematopoiético € sensivel a atividades de agentes toxicos. Sao
realizados com direcionamento para os eritrocitos (hemacias), leucocitos e
trombocitos (Adeneye et al., 2006; Sultatos, 2007). Freitas e colaboradores

2020 em seu estudo com extrato etandlico das folhas de Croton blanchetianus
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quando administrada por via intraperitoneal nas concentracdes de 2000 e 5000
mg kg, evidenciou alteragdes nos parametros de Volume Corpuscular Médio
(VCM) e Concentracido de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), o que difere
do presente estudo.

Ademais, foi observado que a exposicdo ao extrato etandlico administrado
por via oral, provocou diminuicdo no percentual do hematdcrito e leve aumento
dos linfocitos tipicos, como pode ser visualizado na tabela 8, o que sugere
investigacOes futuras com diferentes concentracoes do extrato em relagao a

hematopoiese e resposta imunoldgica deste material botanico.

Tabela 8. Parametros hematoldgicos dos animais do grupo controle e dos grupos que
receberam o extrato por via oral.

Grupo controle Grupo tratado 2000 mg kg™
Hemacias (108/pL) 1055+ 0,16 10,71 + 1,47
Hemoglobina (g/dL) 17,15+ 0,21 18,57 £ 2,33
Ht (%) 5595+ 1,62 47,60 £ 7,99
VCM (fm3) 53,00 £ 0,07 55,10 £0,35
HCM (pg) 16,25 £ 0,07 17,75 £ 0,21
CHCM (g/dL) 30,65+ 0,49 31,15+0,21
Leucécitos (103/mm?3) 3,906+ 5506,9 3,150 £ 919,23
Segmentado 20,00+ 848 16,50 +4 24
Eosindfilo 0,000 0,00£0
Linfocito tipico 7550777 80,00 £ 5,65*
Mondcito 2,50+ 0,70 3,00 + 1,41
Plaquetas (/uL) 1564000 + 42426,4 1459500 + 20506,0

Anova seguido por Tukey * p<0,05 comparados com o controle; (VCM) Volume Corpuscular
Meédio; (Ht) Hematocrito; (HCM); Hemoglobina Corpuscular Meédia; (CHCM) Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média.

Fonte: Os autores (2024).

Na analise histologica dos 6rgaos dos animais testados por via oral com
o extrato do C. cordiifolius (Fig. 1). Nos hepatocitos do grupo 2 observamos areas
citoplasmaticas em algumas células, com espacgos entre uma célula e outra. Nas
células renais observamos que nos glomérulos do grupos 2 e do grupo controle
apresentaram um espaco subcapsular maior do que do grupo 1 e o infiltrado
inflamatorio foi observado bago do grupo tratato 2, assim como do controle. As
alteracdes encontradas no grupo 2 nao apresentam significancia morfologica

quando comparados ao grupo controle e grupo 1. Nos animais tratados do grupo
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1, ndo foram observadas alteragdes morfologicas significativas comparadas com
o grupo controle. Esse fato pode estar vinculado a propriedade atoxica da planta.
Em estudos anteriores realizados por Meireles et al., 2016 e Cunha et
al.,, 2009, em ensaio de toxicidade oral com dose acimas de 150 mg/kg,
observou espacos glomerumares e hematécitos microciticos, semelhantes ao
encontrado em nosso estudo. Contudo, diferente dos achados da literatura,
em nossos estudos esses efeitos toxicolégicos foram minimos, nao

promoveram danos fisiolégicos aos orgaos analisados.

Figura 1 — Observacao histolégica dos 6rgaos dos animais do grupo controle e dos grupos que
receberam o extrato por via oral.
GRUPO TRATADO 1 GRUPO TRATADO 2 GRUPO CONTROLE

FIGADO

S ey Tl S

BACO

W

Observacéo histoldgica dos 6rgaos Figado, Rim e bargo de camundongos utilizados no estudo
de toxicidade aguda incluindo Grupo Controle, Grupo 1 e 2 tratado. — Infiltrado inflamatério
(Z:Grupo2 e O:Grupo controle) e o espaco subcapsular { } — Aumento 200x, HE.

Fonte: Os autores

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, o extrato etandlico das folhas de
Croton cordiifolius demonstrou ser potencialmente promissor no que diz respeito

ao controle de larvas de Ae. aegypti, causando 100% de mortalidade na maior
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concentragao. Além disso, o extrato ocasionou alteragées comportamentais
leves e moderadas nos camundongos, contudo, ndo causou mortalidade dos
animais, assim como n&o provocaram danos fisioldgicos aos 6rgdos analisados.
Estudos adicionais serdo realizados para identificar e quantificar os compostos
bioativos do extrato etandlico, a fim de investigar as substancias majoritarias, que
poderdo ser responsaveis pela atividade larvicida, assim como, para
compreender o perfil toxicoldgico agudo, e aumentar ainda mais a seguranga no

uso do extrato em relacdo a mamiferos.
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5 Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, o extrato etandlico das folhas de
Croton cordiifolius demonstrou ser potencialmente promissor no que diz respeito
ao controle de larvas de Ae. aegypti, causando 100% de mortalidade na maior
concentracdo. Além disso, o extrato ocasionou alteragbes comportamentais
leves e moderadas nos camundongos, contudo, ndo causou mortalidade dos
animais.

Estudos adicionais serdo realizados para identificar e quantificar os
compostos bioativos do extrato etandlico, a fim de investigar as substancias
majoritarias, que poderao ser responsaveis pela atividade larvicida, assim como,
para compreender o perfil toxicolégico agudo, e aumentar ainda mais a
segurancga no uso do extrato em relagdo a mamiferos.
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