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RESUMO

CRUZ, R. C. D. Avaliacdo do potencial inseticida das folhas de Croton argyrophyllus
(Euphorbiaceae) sobre o Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) e toxicoldgica sobre Mus
musculus (Rodentia: Muridae). Itapetinga - BA: UESB, 2016. 61p. (Dissertacdo — Mestrado
em Ciéncias Ambientais — Area de Concentracdo em Meio Ambiente e Desenvolvimento)*

O Aedes aegypti possui grande importancia epidemioldgica, por ser o principal vetor do virus
da dengue. Com vistas a contribuir com o controle desse vetor, a busca por inseticidas
botanicos mais seletivos e menos impactantes para 0 ambiente e a salde humana, tem sido
intensificada. Assim, objetivou-se avaliar a toxicidade de extratos aquosos e do 6leo essencial
das folhas de Croton argyrophyllus sobre o Aedes aegypti, bem como realizar a anélise
quimica e a toxicidade aguda do 6leo essencial sobre Mus musculus. Foram avaliados 0s
extratos aquosos das folhas frescas e secas, obtidos pelos métodos de maceragédo e infusdo,
assim como o hidrolato e o residuo aquoso, subprodutos do processo de extracdo do Gleo
essencial por hidrodestilagdo. Para a realizagéo dos ensaios larvicidas com os extratos aquosos
foram utilizadas 30 larvas de terceiro e quarto instar por repeticao, as quais foram expostas a
concentragdo de 100% (v/v) dos extratos. Para o 6leo essencial, também foram utilizadas 30
larvas por repeticdo e submetidas as concentracdes de 4,3; 2,1; 1,0; 0,5 e 0,3 mg mL™. Com
relacdo ao ensaio adulticida do 6leo essencial, foram utilizadas 20 fémeas por repeticdo. As
fémeas foram expostas &s concentragbes de 20,0; 10,0; 50; 25 e 1,2 mg mL™. Na
determinacdo da toxicidade aguda utilizou-se fémeas de camundongos albinos Swiss (Mus
musculus), entre 90 e 120 dias de idade, submetidas as dose de 2000, 300, 50 e 5 mg kg™.
Para a andlise quimica do 6leo essencial foi utilizado o CG/EM e CG/DIC. Com relagdo ao
residuo aquoso e o hidrolato, obtidos das folhas secas, com 24 horas de exposi¢cdo
ocasionaram 53,3% e 52,5% de mortalidade das larvas de Ae. aegypti, respectivamente, sendo
significativamente mais toxicos quando comparados aos demais extratos aquosos. O Gleo
essencial foi toxico para as larvas do Ae. aegypti. As menores concentracfes letais 50 e 90
foram 0,31 e 0,70 mg mL™ respectivamente, com 16 horas de exposicdo. O dleo essencial
também teve efeito toxico para as fémeas adultas do Ae aegypti e as menores CLsy e Clg
foram 5,92 e 8,94 mg mL™ respectivamente, com 72 horas de exposicdo. A avaliacdo da
toxicidade aguda intraperitoneal apresentou uma média toxicidade DLsy = 2000 mg kg™ e a
toxicidade aguda oral auséncia de toxicidade DLs; = 2500 mg kg™. Os componentes
majoritarios do Oleo essencial foram espatulenol (22,80%), (E) cariofileno (15,41%), o-
pineno (14,07%) e biciclogermacreno (10,43%). O hidrolato e o residuo aquoso, obtidos das
folhas secas de C. argyrophyllus, apresentam efeito toxico sobre as larvas do Ae. aegypti, 0
gue ndo ocorre com os diferentes extratos obtidos a partir das folhas frescas. O 6leo essencial
é tdxico para o Ae. aegypti, necessitando de uma concentracdo letal média bem inferior a dose
letal média necessaria para ocasionar a toxicidade aguda.

Palavras-chave: Fitoquimica, Inseticidas botanicos, Dengue, Toxicologia

*QOrientadora: Sandra Llcia da Cunha e Silva, D.Sc. UESB e Co-orientadora: Simone Andrade
Gualberto, D.Sc. UESB.



ABSTRACT

Evaluation of insecticide potential of the leaves of Croton argyrophyllus (Euphorbiaceae) on the
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) and Toxicology on Mus musculus (Rodentia: Muridae)

The Aedes aegypti has great epidemiological importance, for being the main vector of the
dengue virus. In order to contribute to the control of this vector, the search for botanical
insecticides more selective and less impactful to the environment and human health has been
intensified. Thus, the objective of assessing the toxicity of aqueous extracts and essential oil
from the leaves of Croton argyrophyllus about Ae. aegypti, as well as perform chemical
analysis and acute toxicity of essential oil on Mus musculus. We evaluated the agqueous
extracts of fresh and dried leaves, obtained by maceration and infusion methods, as well as the
high grade and aqueous waste, by-products of the extraction process of the essential oil for
hidrodestilagdo. For the carrying out of the trials Larvicides with the aqueous extracts were
used 30 third and fourth instar larvae by repetition, which were exposed to concentration of
100% (v/v) of the extracts. For the essential oil, were also used 30 larvae for repetition and
subject to concentrations of 4.3; 2.1; 1.0; 0.5 and 0.3 mg mL™. With respect to the adulticida
test of essential oil, 20 females were used for repetition. Females were exposed to
concentrations of 20.0; 10.0; 5.0; 2.5 and 1.2 mg mL™. In the determination of acute toxicity
used female albino Swiss mice (Mus musculus), between 90 and 120 days of age, submitted
the dose of 2000, 300, 50 and 5 mg kg™. For the chemical analysis of the essential oil was
used the GC/MS and GC/DIC. With respect to the aqueous residue and high grade, obtained
from dried leaves, with 24 hours of exposure caused 53.3% and 52.5% mortality of the larvae
of Ae. aegypti, respectively, being significantly more toxic when compared to the other
agueous extracts. The essential oil was toxic to larvae of Ae. aegypti. The lowest lethal
concentrations 50 and 90 were 0.31 and 0.70 mg mL™ respectively, with 16 hours of
exposure. The essential oil also had toxic effect to the adult females of the Ae aegypti and the
lowest LC50 and LC90 were 5.92 and 8.94 mg mL™ respectively, with 72 hours of exposure.
The evaluation of acute toxicity presented an average toxicity intraperitoneal LD 50=2000 mg
kg™ and acute oral toxicity toxicity absence LD 50=2500 mg kg™. The major components of
the essential oil have been espatulenol (22.80%), caryophyllene (15.41%), a-pinene (14.07%)
and biciclogermacreno (10.43%). The high grade and the aqueous residue obtained from dried
leaves of C. argyrophyllus, toxic effect on the larvae of Ae. aegypti, which does not occur
with different extracts obtained from the fresh leaves. The essential oil is toxic to the Ae.
aegypti, requiring a median lethal concentration well below the median lethal dose necessary
to cause acute toxicity.

Keywords: Phytochemistry, Botanical insecticides, Dengue, Toxicology



1 INTRODUCAO

As plantas sdo importantes recursos naturais e sintetizam conjuntos complexo de
metabdlitos secundarios, substancias, que poderdo atuar como fitoterapicos e/ou na
formulacéo de inseticidas botanicos (GARCEZ et al., 2013).

A partir dessas propriedades fitoterapicas e também do potencial de acdo sobre os
insetos, as plantas vém sendo utilizadas tradicionalmente pela espécie humana, utilizando
métodos como a infusdo, a maceracdo e a decoccdo para produzir remédios caseiros. Além
disso, conforme ressalta Porsch et al. (2013), alguns vegetais eram queimados, 0 que permitia
a liberacdo de seus principios ativos mais volateis, que, através da fumaca produzida,
repeliam os insetos. Assim, as informacoes populares a respeito dos usos, indica¢ées e manejo
dessas plantas, foram passando de geracdo a geragdo, servindo de subsidio para 0s
conhecimentos cientificos atuais.

Dessa forma, a recente utilizacdo da engenharia metabdlica com seus complexos
estudos de potencializacdo passa a se destacar e adquirir informacoes cientificas a respeito dos
compostos bioativos, o que amplia ainda mais as utilizacdes dessas plantas, agora, com vista
na formulacdo de produtos naturais que sejam mais efetivos e, a0 mesmo tempo, apresentem
uma maior seguranca para 0s organismos vivos (SIMAS, 2004).

Tal fato pode ser evidenciado com Camellia sinensis L., conhecida popularmente
como cha, que era adquirida apenas em comércios informais. Entretanto, as pesquisas
cientificas, principalmente no ambito quimico e bioldgico, possibilitaram a identificacdo de
seus compostos quimicos, adquirindo maiores conhecimentos de suas propriedades, a
exemplo da atividade antioxidante, anti-inflamatdria, anticancerigena e antibactericida. Além
disso, os testes de toxicidade aguda em camundongos e testes clinicos em humanos
referendaram o seu uso, o que potencializou a comercializacdo do chad verde em redes de
comercios legais (RESENDE et al., 1998; PINHEIRO et al., 2010).

Os o6leos essenciais sintetizados por alguns vegetais também vém sendo amplamente
pesquisados, devido sua vasta quantidade de substancias volateis, as quais podem apresentar
atividades farmacoldgicas como: anestésico, antiespasmaédicos e anti-inflamatério (BOTREL
et al., 2010).

Além disso, o potencial inseticida de Oleos essenciais também tem despertado o
interesse da comunidade cientifica, e podera vir a contribuir com programas de manejo

integrado para o controle de insetos vetores, a exemplo do Aedes aegypti, visto que 0S



inseticidas de origem botanica sdo biodegradaveis, podem apresentar um baixo impacto
ambiental e uma maior seletividade (SIMAS, 2004; OLIVEIRA et al., 2014a).

O Ae. aegypti, vetor de grande importancia médica, € o transmissor do virus causador
da febre amarela, dengue, febre chikungunya e zika, a qual pode estar associada a sindrome
de Guillain-Barré (BARRETO & TEIXEIRA, 2008; VASCONCELOS, 2015). Como
principal forma de controle desse vetor, tem-se utilizado inseticidas sintéticos, os quais
mediante o uso continuado, tem selecionado populagdes de insetos resistentes (HORTA et al.,
2011; TEIXEIRA et al., 2011), o que torna essencial a busca por novas formas alternativas de
controle para esse vetor, a exemplo dos inseticidas botanicos.

Na busca por inseticidas botanicos, ha que se atentar para o potencial da
biodiversidade do bioma Caatinga, Gnico exclusivamente brasileiro, e que apresenta grande
namero de representantes da familia Euphorbiaceae (SILVA & FREIRE, 2010) e, algumas de
suas espécies tém demonstrado atividade inseticida promissora sobre larvas do Ae. aegypti
(MORAIS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014a).

Daria et al. (2010), demonstraram que o0s 6leos essenciais obtidos das folhas de Croton
heliotropiifolius Kunth. e Croton pulegiodorus Baill. ocasionaram 100% de mortalidade em
larvas do Ae. aegypti. Os hidrolatos, solu¢des aquosas do 6leo essencial também mostram ser
alternativas de controle para esse vetor. Lima et al. (2006) verificaram que hidrolatos, obtidos
de caules e folhas de Croton zehntneri Pax e Hoffm., Croton nepetaefolius Baill. e Croton
argyrophyloides Muell Arg., ocasionaram 100% de mortalidade de larvas do Ae. aegypti, 0
que demonstra o potencial inseticida desse género.

Croton argyrophyllus Kunth. (Euphorbiaceae), alvo desse estudo, é encontrada na
Caatinga, popularmente conhecida como velame falso e pode apresentar potencial inseticida
conforme outros estudos realizados com espécies desse mesmo género. Contudo, 0s
inseticidas botanicos devem ser seletivos, o que torna imprescindivel a avaliacdo da
toxicidade dos vegetais, obtendo uma maior seguranca no uso de seus metabolitos com
potencial inseticida, a serem utilizados no controle de insetos vetores (ALBUQUERQUE,
2007; TAPP et al., 2009).

A partir dessas consideracOes, objetivou-se avaliar a toxicidade de extratos aquosos e
do dleo essencial das folhas de Croton argyrophyllus Kunth, 1817, sobre o Aedes aegypti
Linnaeus, 1762, bem como realizar a analise quimica e avaliacdo toxicolégica do dleo

essencial sobre Mus musculus Linnaeus, 1758.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

O Ae. aegypti € um mosquito originario do continente Africano e descrito no Egito,
pertence ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini e Género Aedes (BRAGA & VALLE 2007,
SOUZA et al., 2008). E uma espécie cosmopolita e de ampla disperséo, sobretudo nas regides
tropicais e subtropicais do globo. No Brasil, a alta incidéncia desse vetor, deve-se ao
acelerado e desordenado processo de urbanizacdo, bem como as condic¢Bes climaticas e
sociais, que favorecem a sua rapida proliferacdo (BUSATO et al., 2014).

Esse vetor apresenta ciclo de vida com metamorfose completa: o ovo, quatro estadios
larvais, um estddio de pupa e adulto. Os ovos medem aproximadamente 1 mm de
comprimento e apresentam contorno alongado e fusiforme. No momento da postura 0s ovos
sdo brancos, mas rapidamente adquirem a cor negra brilhante. A fase de ovo é a etapa de
maior resisténcia do ciclo bioldégico do mosquito e, nas regides onde as estagdes anuais sdo
bem marcadas, € tida como estratégia da espécie para suportar os rigores do inverno
(BESERRA et al,. 2008; SILVA & POLETO, 2012).

As larvas apresentam-se um corpo composto de cerdas e dividido em cabeca, torax e
abdome (Figura 1). A cabeca envolve um par de antenas, olhos compostos por alguns ocelos e
aparelho bucal do tipo mastigador-raspador. A frente da cabeca encontra-se as escovas orais
ou palatais. Tais escovas, quando em movimento promovem correntes hidricas na agua que
trazem para a boca das larvas pequenas particulas para que possam se alimentar. O tdrax
apresenta-se globoso e mais largo que a cabeca, ja 0o abdome é cilindrico e dividido em oito
segmentos aparentes (Figural) e mais dois que s@o reduzidos e modificados em anus e
genitalia externa. No oitavo e Gltimo segmento localiza-se o sifdo ou tubo de ar para a
respiracdo das larvas, que caracteriza-se como curto, grosso e escuro, além disso, apresenta
estruturas com aspectos de espinhos que formam uma fileira de cada lado da sua parte
posterobasal (pecten) (Figural) (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; HARBACH, 2011).
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Figura 1 — Morfologia geral da larva do Aedes aegypti.
(Fonte: Adaptada de Agrello, S. R. Notificacién en Uruguay. Revista médica, 1997).

As pupas sao divididas em cefalotérax e abdome (Figura 2), ambos providos de
cerdas. A cabeca e o torax sdo unidos, constituindo dessa forma a por¢cdo chamada
cefalotorax, o que d& a pupa, vista de lado, a aparéncia de uma virgula. No cefalotérax existe
duas estruturas tubulares chamadas de trombetas ou trompas respiratérias (Figura 2), onde, se
abrem os Unicos espiraculos da pupa. Ainda nesta porcdo do corpo, véem-se manchas escuras
bilaterais, que correspondem aos seus olhos compostos (FORATTINI, 2002).

No final do abdome h& um par de pas ou paletas, que auxiliam a pupa na locomocao.
Ligado a este segmento e ventral as paletas encontra-se o lobo genital, que, no caso das pupas
de fémeas é geralmente bem pequeno, enquanto que nas pupas de machos é volumoso e
parcialmente bilobulado, ou seja, aloja as estruturas maiores da genitalia masculina: 0s
gonocoxitos e gonostilos (SARMENTE, 2007).

No que diz respeito aos mosquitos adultos (Figura 3), esses medem de 3 a 6 mm de
comprimento, apresentam coloracdo escura com faixas brancas nas bases dos segmentos
tarsais e um “desenho em forma de lira” no mesonoto (parte central da cabeca) (Figura 3). Seu

corpo e nitidamente dividido em cabeca, térax e abdome (BESERRA et al., 2008).
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Figura 2 — Morfologia geral da pupa do Aedes aegypti.
(Fonte: Fé, N. F. Subgeréncia de Entomologia, 2014).

Na cabeca encontram-se 0s olhos convexos, reniformes e compostos, 0 que constitui
um agregado de elementos Opticos: 0s omatideos. Entre os olhos esta presente um par de
antenas e logo abaixo dessas, 0s palpos, estruturas que caracterizam a distin¢cdo do sexo da
especie por apresentar, antenas pilosas nas fémeas e plumosas nos machos (Figura 3), alem
disso, os machos exibem palpos mais longos. O conjunto de 6rgaos do aparelho bucal é do
tipo picador ou pungitivo e constituido por um par de maxilas, um par de mandibulas, o
hipofaringe e o labro, os quais se encontram alojados em uma espécie de estojo ou calha
alongada, o labio. Todo este conjunto de pegas bucais é denominado de probdscide ou tromba
(FORATTINI, 2002; LEITE & ASSOCIADO, 2011).

Figura 3 — Adulto macho e fémea do Aedes aegypti.
(Fonte: Adaptada de Goeldi, E. A. Sistema Mosquitos nao Para, 1905).



2.1.2 Ciclo de vida

As fémeas do Ae. aegypti sdo hemat6fagas. Para completar seu ciclo de vida evolutivo,
composto pelo ovo, os quatro estadios larvais, pupa e adulto (Figura 4), necessitam
primeiramente realizar o repasto sanguineo, essencial para a maturacdo de seus ovos. N&o
havendo a completa ingestdo de sangue, o desenvolvimento das larvas ndo passara dos
primeiros estadios (OLIVEIRA et al., 2014b).

Figura 4 — Ciclo de vida do Aedes aegypti.
(Fonte: Cruz, R. C. D. 2015).

As fémeas apds copularem, tende a pousarem no hospedeiro para a realizagdo do
repasto sanguineo, que € realizado com o auxilio da proboscide, sendo esta introduzida na
pele, ficando o labio dobrado. Na maioria das vezes a suc¢do ocorre diretamente de um
capilar, e o processo se completa em aproximadamente trés minutos. Ocasionalmente o
sangue pode ser sugado também a partir de uma hemorragia subcutanea produzida pelas pecgas
bucais do vetor, podendo, neste caso, durar mais do que dez minutos. O volume de sangue
ingerido pela fémea do Ae. aegypti pode variar de 1,5 a 4,2 mm® (BARATA, 2001;
OLIVEIRA et al., 2014b).

Apos o repasto, as fémeas buscam diferentes tipos de criadouros para depositarem
seus ovos. Cada fémea pode depositar entre 150 a 200 ovos, a depender da quantidade de
sangue ingerido. Os substratos para oviposi¢ao pode ser tanto naturais quanto artificiais. Os



criadouros naturais podem ser as bromélias, ocos de arvores, axilas de folhas, cascas de frutas
e internddios de bambus, enquanto os artificiais incluem uma série de recipientes produzidos
pela acdo antropica, como os tanques, calhas, jarros decorativos, pneus descartados, entulhos
de construgdo civil e recipientes plasticos, preferencialmente situados em locais sombreados
ou parcialmente sombreados (MARTINS et al., 2013a).

Os criadouros, geralmente séo localizados em alturas inferiores a 1 m do solo e com
volume que varia desde 100 mL até 8000 L, podendo acumular agua limpa ou com pouca
matéria organica em decomposicdo (SILVA, 2007; MARTINS et al., 2010; WEAVER &
REISEN, 2010). Ao encontrar o criadouro favoravel as fémeas déo inicio ao ciclo com a
postura de seus ovos.

A fecundacdo ocorre no momento da postura, quando os ovos passam pelo oviduto e
alguns dos espermatozoides liberados da espermateca penetram na extremidade anterior de
cada ovo, onde se encontra um orificio, o cério (micrépila). Posteriormente, as fémeas
depositam os ovos na linha da agua dos criadouros. O desenvolvimento do embrido se
completa em 48 a 72 horas, desde que haja condicdes climaticas favoraveis. A eclosdo
larvéria € auxiliada pelo atrito de um "dente" quitinoso situado dorsalmente na cabeca da
larva de primeiro instar contra a casca do ovo, assim como pelo engurgitamento da larva,
juntamente com o0s seus movimentos pulsateis (FORATTINI, 2002; OLIVEIRA et al.,
2014b).

As larvas sdo exclusivamente aquéticas e alimentam-se de detritos organicos,
bactérias, fungos e protozoarios existentes na agua do criadouro. A duracdo de cada estadio
evolutivo das larvas é variavel com a temperatura, disponibilidade de alimento e densidade
das larvas no criadouro, mais em condicGes ideais ndo excedem cinco dias, até atingirem a
fase de pupa (BESERRA et al., 2008).

As pupas também s&o aquaticas e ndo se alimentam, devido as modificagOes
necessarias para surgimento dos adultos. Esta fase apresenta uma durabilidade de 2,0 a 2,5
dias e, quando inativas, se mantém na superficie d’agua, para respirar e também facilitar a
emergéncia do inseto adulto (PALENCIA, 2012).

O adulto do Ae. aegypti representa a fase reprodutora do inseto. Logo apos emergir do
estadio pupal, o mosquito adulto procura pousar sobre as paredes do recipiente, assim
permanecendo durante varias horas, o que permite o endurecimento do exoesqueleto, das asas

e, no caso dos machos, a rotacéo da genitalia em 180" (SILVA et al., 2008).
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2.1.3 Importéancia epidemioldgica e controle do Aedes aegypti

A importancia epidemioldgica atribuida a este inseto, se da principalmente pelo fato
de transmitir o virus causador da febre amarela urbana, da febre da chikungunya, da febre
zika, a qual pode estar associada a sindrome Guillain-Barré, e do virus da dengue, sendo esta,
a doenca que mais tem chamado atencdo, por infectar 50 a 100 milhGes de pessoas
anualmente e gerando grandes epidemias, refletindo dessa forma, em um grave problema de
Saude Publica a nivel mundial (WHO, 2012; TAPPE et al., 2014; VASCONCELOS, 2014;
VASCONCELOS, 2015).

A febre amarela urbana cujo agente etioldgico é um virus pertencente ao género
Flavivirus. A doenca se caracteriza por apresentar uma evolucdo do seu quadro clinico
bifasico, sendo que na primeira fase, os sintomas sdo leves e moderados e, posteriormente, o
caso pode evoluir para a forma mais grave, com manifestacbes hemorragicas. Ja a febre da
chikungunya, que significa “aquele que se curva”, posi¢ao em que o paciente adquire durante
0 periodo da doenca, apresenta como agente etioldgico o virus do género Alphavirus, e,
dificilmente, apresenta sinais de hemorragias, mas se caracteriza por exibir quadro de febre
associada a dor articular intensa e debilitante. Embora possua sintomas semelhantes aos da
dengue, o que chama a atencdo é a poliartrite que acomete principalmente os punhos,
tornozelos e cotovelos (ANJOS ta al., 2014; DONALISIO & FREITAS, 2015).

No que diz respeito a febre zika, tem como agente etioldgico o virus do género
Flavivirus e foi isolado pela primeira vez em macacos na floresta zika, na Uganda em 1947.
Em 1954 foi identificado o primeiro caso em humanos na Nigéria, detectado pela primeira vez
no Brasil e, portanto na America Latina em 2015, confirmando 0s primeiros casos no
municipio de Camacari-BA e Natal-RN. A doenga apresenta como sintomas principais
exantema, febre, artralgia, mialgia, cefaleia e conjuntivite. Ocasionalmente podem ocorrer dor
de garganta, tosse, vomitos e diarreia. Apesar do quadro clinico se assemelhar ao da a dengue,
a evolucdo costuma ser mais benigna, sem relato de casos graves e seus sintomas costumam
ser autolimitados com duracdo de 3 a 6 dias. Contudo, a doenca zika, pode estar associada a
sindrome Guillain-Barré, uma doenga autoimune que pode surgir apds a infecgcdo de seu virus.
A doenca Guillain-Barré costuma apresentar como sintomas iniciais sensacGes de
formigamento e perda da sensibilidade em ambas as pernas, e, posteriormente, afeta os
bracos, sendo a debilidade seu principal sintoma (DUFFY et al., 2009; TAPPE et al., 2014;
ZANLUCA et al., 2015; VASCONCELOS, 2015).
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A dengue é uma doenca febril aguda, e também apresenta como agente etiolégico um
virus do género Flavivirus. S8o conhecidos atualmente quatro sorotipos, antigenicamente
distintos: DEN 1, DEN 2, DEN 3 e DEN 4. Suas manifesta¢Ges clinicas variam de uma
sindrome viral, inespecifica e benigna, que, além da febre, apresenta dores musculares e
articulares, dor de cabeca, desédnimo e fadiga. Entretanto, essas complicacbes podem-se
manifestar com um quadro mais grave e fatal, pois a partir do quinto dia de infec¢do pode
ocorrer sangramento em varios 6rgdos manifestando o choque hemorréagico. Os fatores de
risco para 0s casos graves variam principalmente entre o tipo da cepa do sorotipo do virus
infectante, o estado imunitario e genético do paciente e a concomitancia com outras doencas
(TAUIL, 2002; HINO et al., 2010; POWELL & TABACHNICK, 2013).

Diversas praticas para o controle da dengue vém sendo amplamente exploradas, por
ndo dispor, até 0 momento, de vacinas ou medicamentos efetivos. Dessa forma, o controle
vetorial se torna a estratégia mais efetiva e pode ser efetuado principalmente a partir do
controle bioldgico, fisico, quimico e genético (BRAGA &VALLE, 2007; MARTINS, 2013b).

O controle bioldgico consiste em reduzir a populacdo do vetor através da predacéo,
competicdo e por agentes patogénicos que liberam toxinas. Nessa concepcdo de controle
bioldgico, os predadores do tipo peixes larvofagos como os Poecilia reticulata Peters, 1859 e
Betta splendens Regan, 1910 sdo os mais recomendados, devido a sua facil obtencdo e
manutencdo, podendo ser utilizados em fossos de elevador de obras, fontes ornamentais,
piscinas abandonadas e depdsitos de agua nio potavel (DONALISIO & GLASSER, 2002;
FORATTINI, 2002).

A competicdo por espaco e alimentacdo também podem afetar o desenvolvimento e
aumentar a mortalidade larval, além de ocasionar a reducdo no tamanho dos mosquitos
adultos, o que influencia em sua longevidade, fecundidade e capacidade de dispersdo de v6o
do inseto, apresentando assim, um consideravel controle epidemiolégico. No que diz respeito
a utilizacao de agentes patogénicos, as bactérias do tipo Bacillus thuringiensis israelensis Var,
1979 (Bti) e o Bacillus sphaericus Neide, 1593, também sdo largamente utilizadas para o
controle do Ae. aegypti, por produzirem endotoxinas nocivas que agem nas células gastricas
das larvas, provocando sua lise (DONALISIO & GLASSER, 2002; GAMA et al., 2005).

O controle fisico se baseia em eliminar o Ae. aegypti através da aplicacdo de produtos
que formam peliculas monomolecular sobre a superficie da 4gua, 0 que impede a respiracdo
de larvas e pupas e, a utilizacio de agua quente, visto que a 4&gua a 49 C serd o suficiente para
0 ressecamento dos ovos em menos de cinco minutos e causar a morte das larvas e pupas em
um periodo de trés minutos (DONALISIO & GLASSER, 2002).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Wilhelm_Peters
https://pt.wikipedia.org/wiki/C._Tate_Regan
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O método de controle através da manipulacdo genética consiste na criacéo e liberagao
de um grande nimero de mosquitos submetidos a radiacao, que ocasiona a quebra do material
genético tornando o mosquito estéril, posteriormente os machos modificados sdo liberados no
ambiente para copular com as fémeas selvagens, fazendo com que as larvas resultantes deste
acasalamento ndo atinjam o estadio adulto. Em 2011, a Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIo), permitiu a liberacdo de mosquitos dessa linhagem para realizacdo
de testes em campo, no municipio de Juazeiro-Bahia e em 2014 foi aprovado a producdo
comercial desses mosquitos (OSTERA & GOSTIN, 2011; BRASIL, 2014).

No entanto, varios autores tém alertado para os riscos oriundos da liberacdo dos
mosquitos transgénicos no ambiente, 0 que possivelmente acarretard impactos negativos e
significativos a biodiversidade, pois pode haver liberacdo de fémeas entre os machos
irradiados o que resulta em aumento de fémeas no ambiente. Isso causa néo apenas incomodo
e transmissdo de doencas, mas interfere na copula com machos irradiados, ao competir com
fémeas selvagens, além disso, os animais podem também ser picados por fémeas transgénicas
e as larvas, pupas e mosquitos adultos resultantes do seu ciclo bioldgico e geneticamente
modificados poderiam ser consumidos por outras espécies (MARRELLI, 2009; OLIVEIRA et
al., 2011; OSTERA & GOSTIN, 2011).

O controle quimico faz uso de inseticidas sintéticos, destacando-se 0s
organofosforados como os larvicidas de mais ampla utilizacdo (tratamento focal). J& para o
controle adulticida empregam-se a borrifagdo, por meio de inseticidas de acdo residual, a
exemplo dos piretroides (tratamento perifocal). Entretanto, o controle quimico vem agindo
negativamente, em funcdo do surgimento de populacdes de insetos resistentes, além disso,
vem contribuindo intensamente com a contaminagdo ambiental, uma vez que se torna
necessario realizar um nimero cada vez maior de aplicagcBes para que possa garantir um
resultado satisfatorio (DONALISIO & GLASSER, 2002; BRAGA &VALLE, 2007).

Dessa forma, novas alternativas de controle para o Ae. aegypti vém sendo estudadas,
como o uso de plantas, para a formulagdo de inseticidas botanicos, os quais se tornam menos
impactante para 0 meio ambiente, tende a reduzir os riscos de populacdes de insetos
resistentes, em virtude da sua complexidade molecular e minimizar os riscos a satude humana
(CORREA & SALGADO, 2011; GARCEZ et al., 2013).

A participacdo efetiva da populagdo também é fundamental para que o controle
vetorial seja muito bem sucedido. Assim, existe a necessidade de intervengdes educativas
entre os técnicos de saude e a comunidade, e a educagéo, deve ter como objetivo 0 acréscimo

de conhecimento e também a eliminacdo mensuravel de criadouros dos mosquitos vetores,
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pelo cidad&o. Os trabalhos educativos convencionais nessa area tém sido o da veiculacédo pela
midia, cartazes, faixas, paineis, folhetos ou palestras em escolas e outros nucleos sociais
(CLARO et al., 2004).

2.2 A Caatinga, a producdo de metabdlitos secundarios e o controle do
Aedes aegypti

O Brasil é considerado o pais com maior nimero de espécies existentes no mundo e
apresenta as maiores taxas de endemismo do planeta, destacando-se como o0 maior
representante mundial da biodiversidade (BROWN et al., 2009; SCARIOT, 2010).

Com vistas ao uso sustentavel dos recursos biolégicos, o Brasil é signatario do tratado
estabelecido pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), conhecido como Convencéo sobre
Diversidade Bioldgica (CDB), um dos mais importantes instrumentos internacionais
relacionados ao meio ambiente. Vale ressaltar que o Brasil foi o primeiro pais a assinar o
tratado, e a partir de entdo criou institutos como o Centro Nacional para a Conservacédo da
Flora (CNCFlora) e o Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBIo)
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2011).

Contudo, uma analise realizada pelo quarto Relatorio Nacional do Brasil para a
Convencdo sobre Diversidade Biologica, prevé que o efeito do desmatamento da Floresta
Amazonica impactara significativamente outros biomas como a Mata Atlantica e o Cerrado,
considerados os dois hotspots de biodiversidade brasileira, assim como um efeito de seca
severa e um clima cada vez mais quente na regido semiarida, o que afetaria diretamente o
bioma Caatinga, por ja apresentar um déficit hidrico considerado (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2011).

A Caatinga é avaliada como Unico bioma exclusivamente brasileiro, que compreende
em media 11% do seu territdrio, destacando-se como de fundamental importancia para a
conservacdo da biodiversidade brasileira (LEWINSOHN & PRADO, 2000; MINISTERIO
DO MEIO AMBIENTE, 2011).

Contudo, alteragdes atuais no bioma Caatinga, decorrente das construcdes de represas,
expansdes agricolas e a retirada da vegetacao nativa, principalmente para abastecimento dos
fornos de carvoarias e olarias (lenha), vem afetando consideravelmente os elementos
climaticos, tais como o vento, a temperatura e a umidade do ar, o que contribui
expressivamente com a degradacdo dessa regido (MELO et al., 2014).

Este bioma abrange cerca de 735.000 km? e envolve a maior parte dos estados do

Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e a parte
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nordeste de Minas Gerais. A biodiversidade da Caatinga se caracteriza pela presenca de 187
especies de abelhas, 240 de peixes, 167 de repteis e anfibios, 510 espécie de aves e 148 de
mamiferos (ZANELLA & MARTINS, 2003; ROSA et al., 2003; RODRIGUES, 2003; LEAL
et al., 2005; SCARIOT, 2010).

No que diz respeito a vegetacdo, estima-se que 932 espécies ja foram registradas,
sendo que 380 sdo consideradas endémicas. A formacao vegetal apresenta caracteristicas bem
definidas, representadas por plantas caducifdlias do tipo arbustivas, herbaceas, arbdreas e
espinhosas, constituidas principalmente de Cactaceas, Bromeliadceas, Euforbidceas e
Leguminosas (LEAL et al., 2005; ALVES et al., 2009).

A Caatinga apresenta um clima semiarido, portanto com florestas secas. A
precipitacdo média anual é menos de 1.000 mm, que se distribuem de forma desigual na
regido, ja a evapotranspiracdo € sempre alta, variando de 1.500 e 2.000 mm por ano, 0 que
interfere constantemente na disponibilidade de adgua. Essas variacbes motivam mudancas de
adaptacdo dos animais e estimulam significativamente a producdo de metabdlitos secundarios
dos vegetais presentes na regido (MACIEL et al., 2002; VELLOSO et al., 2002; ALVES et
al., 2009).

Para se adaptarem no ecossistema, frente as varias alteracOes, as plantas tendem a
estimular a producéo de diferentes metabdlitos primarios, como celulose, proteinas, lipidios e
acucares, 0s quais sdo responsaveis pela manutencdo da fotossintese, respiracdo e
crescimento. Além disso, novas rotas biossintéticas podem ser iniciadas a partir dos
metabolitos priméarios, desencadeando a producdo de metabdlitos secundarios, como
alcaloides, terpenoides e derivados de fenilpropandides, que nao estdo envolvidos diretamente
com o seu metabolismo, e sim com suas propriedades fototerapicas e protecao contra insetos
herbivoros (BARRETO, 2005; MENEZES, 2005; GARCIA & CARRIL, 2009).

Assim, diversas espécies de plantas do bioma Caatinga séo utilizadas, principalmente
pela comunidade do entorno, sobretudo no uso da medicina popular, devido a acdo de seus
compostos bioativos (GOMES et al., 2008). Ha que se ressaltar, que tais substancias também
podem ser utilizadas para a formulacdo de inseticidas botanicos, que possa vir a atuar
consideravelmente no controle populacional de muitos insetos causadores de doencgas, a
exemplo do Ae. aegypti (SILVA & FREIRE, 2010; SILVA et al., 2012a).

Substancias, a exemplo de alcaloides, taninos e flavonoides, apresentam propriedades
teraupéuticas comprovadas, como analgésica, anti-inflamatdria e antioxidante (PEREIRA &
CARDOSO, 2012; MOURA et al., 2013), além da atividade inseticida (CHIESA & MOYNA,
2004).
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Roque et al. (2010), relataram que no bioma Caatinga, as familias Fabaceae,
Euphorbiaceae, Cactaceae e Lamiaceae, sdo as que mais se destacam no que diz respeito ao
uso medicinal. E entre as espécies nativas mais citadas encontra-se Myracrodruon urundeuva
Fr. devido apresentar um forte potencial anti-inflamatério. Vale ressaltar que tal espécie
apresenta altas concentracdes de taninos em suas cascas e raizes, sendo possivelmente estas as
substancias responsaveis pela sua acdo (MONTEIRO et al., 2005).

Além de suas utilidades fitoterapicas, a acdo inseticida de algumas plantas tem atraido
a atengdo de pesquisadores envolvidos com o controle de insetos vetores, visando encontrar
uma alternativa a mais a ser usada no controle desses vetores. Segundo Costa & Costa (2009),
a busca por novas alternativas é essencial, visto que os inseticidas quimicos contribuem
significativamente para o surgimento de populacdes de insetos resistentes e dispersa maiores
porcdes de substancias poluidoras na natureza, atingindo os insetos benéficos e interferindo na
forma natural do ecossistema, ocasionando grandes desequilibrios ambientais.

Populacbes do Ae. aegypti com niveis de resisténcia significativos aos
organosfosforados, piretrdides, carbamatos e organoclorados, ja foram detectadas em diversos
estados brasileiro (PAEPORN et al., 2005). Nesse contexto, diferentes produtos de origem
vegetal estdo sendo pesquisados a partir de especies nativas da Caatinga apresentando
resultados promissores em relagcdo ao controle alternativo para esse vetor.

Morais et al. (2006), revelaram que Oleos essenciais obtidos de folhas de Croton
nepetaefolius, Croton argyrophyloides e Croton sonderianus, espécies endémicas da
Caatinga, ocasionaram 100% de mortalidade das larvas do Ae. aegypti, apos 24 horas de
exposicao.

Estudos realizados por Silva et al. (2014) demonstraram que a fracdo diclorometénica
obtida a partir do fracionamento do extrato etandlico do caule de Croton linearifolius Mull
Arg. ocasionou 99,17% de mortalidade larval do Ae. aegypti, sendo essa a melhor fracéo,
comparada as demais obtidas, sendo possivelmente os alcaloide os principais responsaveis
pela acéo larvicida.

O oleo essencial das folhas de Croton zehntneri, apresentou uma atividade inibitoria
da oviposicdo de fémeas do Ae. aegypti e 0s principais componentes quimicos detectados
nessa espécie foram o a-pineno, o B-felandreno e o trans-cariofileno (MORAIS et al., 2006;
SOUZA et al., 2010).

A Caatinga constitui um bioma diversificado e apresenta uma grade diversidade de

plantas, as quais a partir de seus metabolitos secundarios propiciam grandes fontes de
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pesquisas, com muitos exemplares promissores no que diz respeito ao &mbito medicinal, bem

como para o controle do Ae. aegypti.

2.3 Oleos essenciais: bioatividade e toxicidade sobre Mus musculus

Os oOleos essenciais sdo originados através do metabolismo secundario das plantas e
possuem em sua composicdo quimica complexas substancias volateis, lipofilicas e geralmente
odoriferas (MACHADO & JUNIOR, 2011).

Podem ser sintetizados em diversas partes das plantas, mas principalmente nas folhas
flores, frutos e sementes. Os componentes quimicos dos Oleos essenciais podem variar
guantitativamente e qualitativamente nos diferentes o0rgdos dos vegetais, assim como, em
resposta das espécies as condi¢cGes ambientais como a precipitacdo, temperatura, umidade e
luminosidade, bem como o tipo de solo e interacdes ecoldgicas com outras espécies (SIMOES
et al., 2010).

A producdo dos 0leos essenciais ocorre principalmente em funcdo da necessidade de
adaptacdo da planta ao meio ambiente, garantindo, assim, sua defesa contra ataque de
predadores, protecdo contra a perda de agua e atracdo de agentes polinizadores. Seus
principais constituintes sdo os hidrocarbonetos (monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides) e compostos oxigenados (ésteres, alcodis, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis
entre outras substancias de baixo peso molecular) (GONCALVES et al., 2003; SIMOES et
al., 2010).

As propriedades bioldgicas das substancias quimicas dos 6leos essenciais fazem com
que os mesmos sejam bastante utilizados para a fabricagdo de muitos produtos nos setores
farmacéuticos, alimenticio, cosméticos, de perfumaria, higiene e inseticidas (SIANI et al.,
2012, GARCEZ et al., 2013).

De acordo com Brasil et al. (2009), ¢ perceptivel que muitas espécies do género
Croton apresentam fortes aromas e, portanto, se destacam na producdo de 6leos essenciais,
compostos principalmente por hidrocarbonetos, especialmente (E)-cariofileno, - elemeno, -
pineno e sabineno.

Dessa forma, os Oleos essenciais de diversas espécies de Croton foram estudados
cientificamente e tiveram seus efeitos farmacoldgicos e inseticidas comprovados. O 6leo
essencial das folhas de Croton cajucara Benth., oferece atividade promissora para o
tratamento de diabetes, niveis elevado de colesterol no sangue e distlrbios gastrointestinais,

bem como perturbagfes hepéticas e perda de peso. As sementes de Croton tiglium L. sdo
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vastas em Oleos essenciais com atividade antitumorais e também podem ser utilizados como
purgante (CAMPOS et al., 2002; GRASSI-KASSISSE et al., 2003; SALATINO et al.,
2007).

No que diz respeito a atividade inseticida, os 6leos essenciais obtidos de diferentes
espécies de Croton, mostraram-se efetivos sobre as larvas do Ae. aegypti e diversos
compostos quimicos foram identificados tais como: metileugenol e a-copaeno para Croton
nepetaefolius; a-pineno e B-pineno presente em Croton argyrophyloides; a-pineno, f-
felandreno e trans-cariofileno para Croton sonderianus e 0 componente anetol presente em
Croton zehntneri, sendo esta Ultima considerada a espécie mais promissora para o controle
das larvas do mosquito.

Contudo, os 6leos essenciais podem apresentar compostos quimicos potencialmente
perigosos, principalmente quando utilizados em sua forma concentrada, entre tais compostos
destacam-se os acidos aristoloquicos, acido o-cumarico, acido p-hidroxibenzéico, ascaridol e
canfora, os quais sdo encontrados especialmente em Aristolochia clematitis L., Copaifera
langsdorfii Desf., Ruta graveolens L., Peumus boldo Mol. e Cinnamomum canphora Sieb.,
respectivamente. Tais espécies, ainda assim, sdo consideradas como plantas medicinais e
frequentemente utilizadas para comercializacéo popular (JUNIOR et al., 2005).

Os Oleos essenciais obtidos das folhas de Croton cajucara, sdo popularmente
utilizados no tratamento da diabete, no combate a problemas gastricos e no controle da taxa
de colesterol (CAMPOS et al., 2002). Contudo, o uso dessas folhas em tratamentos
prolongados pode causar hepatite toxica, conforme ressalta Maciel et al. (2002). O Hospital
da Universidade Federal do Para possui um histérico significativo de pessoas vitimadas por
doencas do figado, as quais estavam ingerindo o cha dessas folhas em dietas prolongadas de
emagrecimento, assim como no Hospital Universitario da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, que houve um relato de obito no ano de 2001, devido seu uso, sendo comum a venda
de capsulas dessas folhas em comércios de produtos naturais na Tijuca, bairro do Rio de
Janeiro (MACIEL et al., 2002). Estudos tem demonstrado que a principal substancia
encontrada em 6leos essenciais dessa planta € a trans-desidrocrotonina, e pode ser a principal
responsavel pela sua agao toxica (JUNIOR et al., 2005).

Mediante as atividades promissoras apresentadas pelos Oleos essenciais, seja para
producdo de fitoterdpicos ou formulacdo de inseticidas naturais, se torna imprescindivel a
realizacdo de testes de toxicidade desses 6leos, determinando assim, pardmetros importantes
como a obtencdo da dose letal, a partir da avaliacdo da toxicidade aguda, o que estabelece

uma maior seguranca para o0 uso de suas substancias bioativas (ANVISA, 2010). A avaliacdo
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da toxicidade aguda pode se dar atraves de ensaios envolvendo animais de laboratorio, como
exemplo a espécie Mus musculus, a qual se destaca por apresentar, facilidade de manutencéo,
ciclo de vida curto e padronizacdo genética e, segundo a Organizacdo Mundial de Saulde,

ensaios com mamiferos possui elevado valor de aplicacdo para espécie humana (WHO, 1978).

2.4 Croton argyrophyllus (Kunth, 1817) (Euphorbiaceae)

A familia Euphorbiaceae a qual estar inserida Croton argyrophyllus, abrange 317
géneros e cerca de 8000 espécies, que estdo distribuidas principalmente em regides tropicais
nos mais variados tipos de vegetacdo e habitats. E considerada uma das maiores familias de
vegetais a nivel mundial, ocupando o quinto lugar em diversidade depois de Orchidaceae,
Asteraceae, Poceae e Rubaceae. Na Caatinga, foram registradas diversas espécies e muitas sao
endémicas, sendo considerada a terceira familia desse bioma com maior riqueza em espécies,
superada apenas por Fabaceae e Convolvulaceae (WEBSTER, 1994; SAMPAIO et al., 2002;
STEINMANN, 2002; GIULIETTI et al., 2006; NEVES et al., 2010).

As Euphorbiaceae sdo plantas de habitos bastante variados desde arvores, arbustos,
ervas e trepadeiras, algumas vezes suculentas e com folhas inteiras ou compostas, geralmente
apresentam estipulas e podem ser latescentes ou ndo. Diversas espécies exibem flores
pistiladas muito caracteristicas pelo gineceu sincarpico, ovario supero e geralmente
tricarpelar. Seus frutos sdo comumente capsulares com deiscéncia explosiva, abrindo-se em
trés mericarpos (SATIRO & ROQUE, 2008).

Diversas plantas dessa familia estdo dentre as de maior importancia econémica entre
as Angiospermas e sdo extremamente importantes principalmente para o uso medicinal,
industrial, alimenticio e ornamental (STEINMANN, 2002). Além disso, muitas espécies sdo
comumente citadas para o controle de insetos, principalmente as do género Croton (GARCEZ
etal., 2013).

O género Croton pertence a subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae, € 0 segundo
maior género da familia Euphorbiaceae e compreende aproximadamente 1.200 espécies com
distribuicio pantropical, com expressiva concentragdo nas Américas e Africa. No Brasil s&o
registradas aproximadamente 300 espécies de Croton, amplamente distribuidas nos mais
diversos ambientes, destacando-se o Bioma Caatinga, Cerrado e Campos rupestres, dessa
forma, estdo presentes de Norte a Sul do pais (MACIEL et al., 2006; LIMA & PIRANI, 2008;
CARNEIRO, 2009).
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Vaérias espécies de arvores, ervas, arbustos e cipos estdo inseridas ao género e sao
conhecidas popularmente como velame ou marmeleiro. Os metabdlitos secundarios
predominantes em extratos de espécie do género Croton séo os clerodanos, neoclerodanos e
isopimaranos. Outros compostos quimicos frequentemente relatados sdo os alcaloides,
flavonoides, saponinas e fenilpropandides. Ja em seus Oleos essenciais, destacam-se 0
metileugenol, a-copaeno, o-pineno, B-pineno, a-pineno, B-felandren, trans-cariofileno e
anetol, o que demonstra a relevancia de suas espécies para fins medicinais, industrial e
inseticida (MORAIS et al., 2006; BARRETO et al., 2013; GARCIA et al., 2015).

No que diz respeito as propriedades medicinais, Croton campestris St Hil., apresenta
diferentes tipos de flavonoides e tem demonstrado um forte controle ao combate as doencas
venéreas, impigens e tumores, além de apresentar atividade anti-inflamatoria e antidiabética
(SANTOS et al., 2005). Croton urucurana Baill., também é bastante utilizada, por exibir
latex com propriedades analgésicas, cicatrizantes, antivirais e antitumorais, além de mostrar
eficacia na inibicdo de fungos causadores de infeccdo de pele (GURGEL et al., 2005).

No que se refere a utilizacdo industrial, Croton lechleri Muell. Arg. sintetiza um latex
avermelhado e composto principalmente por alcaloides, flavonoides e taninos. Esse latex é
bastante utilizado pela industria farmacéutica, principalmente como cicatrizante e nao
apresenta efeitos colaterais ap6s seu uso, podendo ser comercializado na forma liquida e em
capsula (REYNEL et al., 2003). Ja Oliveira et al. (2014a), relataram grande potencial
inseticida do extrato etandlico obtido da raiz de Croton linearifolius sobre larvas do Ae.
aegypti.

Com relacdo ao Croton argyrophyllus, alvo desse estudo, encontra-se amplamente
distribuida em ambientes semiaridos da América do Sul, a exemplo do Brasil, Colémbia,
Bolivia e Venezuela (GOMES et al., 2010; SILVA & FREIRE, 2010).

No Brasil, essa espécie se encontra principalmente na Regido Nordeste, abrangendo o
estado de Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Sergipe, especialmente em
vegetacOes de Caatinga e Cerrado, assim como em Regides do Norte, como Roraima e
Rondonia (CARNEIRO, 2009; SILVA & FREIRE, 2010).

No Sudoeste baiano, Croton argyrophyllus (Figura 5 A) é denominada popularmente
como “velame falso”, j& no estado de Pernambuco € conhecida como ‘“marmeleiro”,
“marmeleiro branco” ou ainda “alecrim-de-vaqueiro” (ALBUQUERQUE, 2007; SILVA et
al., 2010). Mede aproximadamente 1,6 a 5 metros de altura e apresenta facil reconhecimento
no campo, devido a coloracéo prateada da face abaxial de suas folhas (Figura 5 B), decorrente

do adensamento dos tricomas, que séo caracterizados como lepidotos e prateados, além disso,
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possui folhas alternas a subopostas, que sdo perdidas durante os periodos de estiagem.
Apresentam flores entre os meses de janeiro a margo e seus frutos no més de janeiro (SILVA
et al., 2009).

Figura 5. Aspecto geral de Croton argyrophyllus (A); Folhas da planta (B).
(Fonte: Cruz, R. C. D. 2015).

Segundo Pereira (2001), Croton argyrophyllus € comumente encontrada em areas sob
grandes perturbacgdes, devido a sua facilidade de reproducéo e dispersdo, caracteristicas essas
que fazem dessas plantas pioneiras tipicas da Caatinga e que tendem a dominar 0s primeiros
estagios de regeneracdo dessas areas. Silva et al. (2012b), ao estudarem o processo de
regeneracdo natural em um remanescente de Caatinga, com diferentes historicos de uso no
agreste Pernambucano, constataram que esta espécie estava entre as de maiores densidade de
regeneracao.

No que diz respeito ao ambito medicinal, o cha das folhas de Croton argyrophyllus
sdo utilizados popularmente para o combate de doencas cardiacas e como calmantes, ja o
infuso de suas folhas e flores é utilizado no tratamento de dor de cabeca e gripe (SILVA-
FILHO et al., 2011). Contudo, diversos mecanismos de a¢do dessa espécie ainda permanecem
desconhecidos, conforme ressalta Ramos et al. (2013).

Os trabalhos a seguir foram elaborados segundo as normas da Revista Enciclopedia

Biosfera (Capitulo 1) e Revista Parasitology Research (Capitulo 2).
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RESUMO

As plantas sdo compostas de substancias bioativas com propriedades inseticidas e tem sido
alvo de estudos visando o controle de insetos vetores, a exemplo do Aedes aegypti. Dessa
forma, buscou-se avaliar o potencial dos extratos aquosos e do hidrolato obtido das folhas
secas e frescas de Croton argyrophyllus, no que diz respeito a sua atividade larvicida sobre o
Ae. aegypti. Foram avaliados os extratos obtidos por maceracdo e infuséo, e o hidrolato,
subproduto do processo de extracdo do Oleo essencial por hidrodestilacdo, assim como o
residuo aquoso resultante, também, desse processo de extragdo. Para a realizacdo dos
bioensaios foram utilizadas 30 larvas de terceiro e quarto instar por repetigéo, as quais foram
expostas a concentragdo de 100% (v/v) dos extratos. Em cada repeticéo foi utilizado 30 mL
dos diferentes extratos e as larvas foram colocadas em contato com esses extratos por um
periodo de 24 horas O residuo aquoso e o hidrolato, obtidos das folhas secas, com 24 horas de
exposicdo ocasionaram 53,3% e 52,5% de mortalidade das larvas de Ae. aegypti,
respectivamente, sendo significativamente mais ativos quando comparados aos demais
extratos aquosos. Os dados obtidos demonstraram que o hidrolato e o residuo aquoso, obtido
das folhas secas de C. argyrophyllus, teve efeito toxico sobre as larvas de Ae. aegypti, o que
nédo ocorreu com os diferentes extratos obtidos a partir das folhas frescas.

PALAVRAS-CHAVE: dengue, inseticidas botanicos, substancias bioativas

ASSESSMENT ACTIVITY LARVICIDE OF THE LEAVES AQUEOUS EXTRACTS
AND HIDROLACT OF CROTON ARGYROPHYLLUS ON AEDES AEGYPTI

ABSTRACT

The plants are composed of bioactive substances with insecticides property and has been the
target of studies for the control of insect vectors, such as the Aedes aegypti. Thus, we sought
to evaluate the potential of aqueous extracts and hidrolact obtained from dried and fresh
leaves of Croton argyrophyllus, as regards its larvicide activity on the Ae. aegypti. The
extracts were evaluated by maceration and infusion, and hidrolact, byproduct of the process of
extracting the essential oil by hydrodistillation and the resulting aqueous residue also that
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extraction process. For the bioassays were used 30 third and fourth instar larvae per replicate,
which were exposed to a concentration of 100% (v/v) of the extracts. In each repetition was
used 30 mL of each extract and larvae were placed in contact with these extracts for a period
of 24 hours.The aqueous residue and the hidrolact obtained from the dried leaves, with 24
hours of exposure caused 53.3% and 52.5% mortality of larvae of Ae. aegypti, respectively,
being significantly more active when compared to other aqueous extracts. The data obtained
show that the hidrolact and the aqueous residue obtained from the dried leaves of C.
argyrophyllus has a toxic effect on Ae. aegypti larvae, which did not occur with different
extracts obtained from the fresh leaves.

KEYWORDS: dengue, botanical insecticides,bioactive substances

INTRODUCAO

O desenvolvimento de inseticidas botanicos permite a utilizacdo de vegetais como
uma fonte alternativa viavel para o controle de insetos, pois os compostos bioativos
produzidos pelas plantas possibilitam que as mesmas possam se proteger contra o ataque de
insetos herbivoros. Entre os insetos passiveis de serem controlados a partir desses compostos
encontram-se os vetores de doencas, a exemplo do Aedes aegypti (LIMA et al., 2006,
POHLIT et al., 2011).

O Ae. aegypti € um mosquito cosmopolita e vive principalmente em locais de clima
quente e umido. Sua distribuicdo é limitada pela altitude, sendo geralmente abaixo de 1.000
m, todavia, ja foi encontrado a 2.200 m acima do nivel do mar na Colémbia e India. Acredita-
Se (ue esse mosquito seja originario do continente africano, sendo introduzido nas Américas
no inicio das exploracdes e da colonizacdo, apresentando posteriormente, uma ampla
dispersdo urbana, nos paises tropicais e subtropicais (WHO, 2009, LIMA et al., 20009,
DUARTE et al., 2013).

Esse vetor caracteriza-se por exibir um habito estritamente antropofilico, e apresentar
grande importancia do ponto de vista epidemiologico, sendo o transmissor do virus causador
da febre amarela, da febre da chikungunya e, principalmente, do virus da dengue (BARRETO
& TEIXEIRA, 2008, VASCONCELOQS, 2014).

A estratégia de controle desse vetor baseia-se, principalmente, no controle
entomoldgico, através do uso de inseticidas sintéticos. No entanto, o uso continuo e
indiscriminado desses produtos, tem ocasionado desequilibrio ambiental, toxicidade a
mamiferos, bem como a selecdo de populacbes de insetos resistentes (BARRETO, 2005,
GARCEZ et al., 2013).

HORTA et al., (2011) ao analisarem a susceptibilidade das larvas do Ae. aegypti ao

inseticida sintético temefés, no estado de Minas Gerais, verificaram uma média de
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mortalidade larval muito baixa (2,78%), comparada a da linhagem Rockefeller (99,0%),
evidenciando assim, um elevado nivel de resisténcia para essa populacdo. LUNA et al., (2004)
também verificaram que o inseticida cipermetrina, ndo apresentou-se altamente toxico as
larvas do Ae. aegypti, e assim, tais autores, recomendaram a suspensdo do uso desse
inseticida, bem como a sua imediata substituigéo.

Nesse sentido, cresce o interesse por plantas que apresentem potencial inseticida.
Todavia, tais inseticidas de origem botanica, também devem visar a reducao do impacto sobre
a biodiversidade, mediante a baixa ou nenhuma ag&o toxica sobre organismos néo-alvo, assim
como ao meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2014). Desse modo, a formulacao de inseticidas a
partir de vegetais, podera contribuir com programas de manejo integrado, para o controle de
insetos vetores.

Diversas pesquisas voltadas para o potencial da flora tém sido realizadas, apresentando
resultados promissores em relagdo ao controle do Ae. aegypti (LUNA et al., 2005, LIMA et
al., 2006, FARIAS et al., 2010, SILVA et al., 2014). Para CORREA & SALGADO (2011) e
GARCEZ et al., (2013) os inseticidas botanicos podem reduzir os riscos do aparecimento de
populacOes de insetos resistentes, em virtude da sua complexidade molecular, bem como
minimizar os riscos a saude humana e ao ambiente.

LIMA et al., (2006) verificaram que hidrolatos, solu¢des aquosas do 6leo essencial,
obtidos de caules e folhas de Croton zehntneri, Croton nepetaefolius e Croton
argyrophyloides (Euphorbiaceae), espécies endémicas da caatinga, ocasionaram 100% de
mortalidade de larvas do Ae. aegypti, o que demonstra o potencial inseticida desse género.

Dentro desse contexto, buscou-se avaliar o potencial dos extratos aquosos e do
hidrolato das folhas secas e frescas de Croton argyrophyllus, no que diz respeito a sua

atividade larvicida sobre o Ae. aegypti.

MATERIAL E METODOS

As etapas de coleta e identificacdo de Croton argyrophyllus (Kunth) (Euphorbiaceae),
foram supervisionadas por um especialista boténico, e as exsicatas depositadas no herbario da
Universidade Estadual de Feira de Santana, sob voucher HUEFS 4662 (S13°55.25’
W041°06.88’). A planta foi coletada na Floresta Nacional Contendas do Sincora, no més de
maio.

Posteriormente, as folhas foram pesadas e, em seguida, divididas em duas por¢oes de
pesos idénticos, sendo uma imediatamente triturada para iniciar o processo de extracdo

(material fresco), e a outra foi encaminhada para a estufa de circulacdo de ar, onde
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permaneceu por um periodo 12 horas sob a temperatura de 40 °C. Posteriormente, as folhas
pré-secas também foram trituradas e submetidas ao processo de extracao.

Foram avaliados os extratos aquosos do material vegetal seco e fresco obtidos pelos
processos de maceragéo e infusdo. Avaliaram-se também o hidrolato, subproduto do processo
de extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacdo, assim como o residuo aquoso também
resultante do processo de extracdo do Oleo. Para cada extracdo utilizou-se 100,0 g de folhas
secas e frescas, as quais foram submersas em 1,5 L de &gua deionizada, a temperatura
ambiente (26 £ 1 °C), por 3 horas (maceragédo), em ebulicdo (100 °C), durante 30 minutos
(infusdo) e, durante o processo de extracao do 6leo essencial, em fervura sob refluxo (100 °C)
durante 3 horas, originando o hidrolato, e ao final do processo o residuo aquoso.

Para a realizacdo dos bioensaios utilizou-se larvas de terceiro e quarto instar do Ae.
aegypti, oriundas de uma coldnia estabelecida no Laboratério de Pesquisa de Inseticidas
Naturais, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, a partir de ovos da linhagem
Rockefeller, cedidos pelo Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes e Vetores
(LAFICAVE), da Fundacdo Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro.

Para a realizacdo dos ensaios larvicidas utilizou-se os extratos aquosos, assim como 0
hidrolato e residuo aquoso, na concentracdo de 100% (v/v), com quatro repeticdes por
tratamento. Foram utilizadas 120 larvas por tratamento, com 30 larvas por repeticao e o grupo
controle, no qual utilizou-se agua deionizada. Em cada repeticdo foi utilizado 30 mL dos
diferentes extratos e as larvas foram colocadas em contato com esses extratos por um periodo
de 24 horas.

As observacOes foram realizadas apds 1, 4, 8, 16 e 24 horas, a partir do inicio do
experimento. Os bioensaios foram conduzidos em camara climatizada regulada a 27 °C e 12
horas de fotofase. Os percentuais de mortalidade das larvas foram submetidos ao teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O hidrolato das folhas secas de C. argyrophyllus, ocasionou, a partir de 1 hora de
exposicdo das larvas, um percentual de mortalidade de 6,6%, foi significativamente mais
eficaz (p<0,05), quando comparado aos demais extratos (Tabela 1). A partir de 4 horas de
exposicdo, o hidrolato, junto ao residuo aquoso, foram significativamente mais toxicos
(p<0,01). Com 24 horas de exposi¢do tanto o hidrolato (52,5%) quanto o residuo aquoso
(53,3%) continuam sendo mais toxicos (p<0,01) quando comparado aos demais extratos, que

ndo apresentaram toxicidade sobre as larvas do Ae. aegypti (Tabela 1).
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TABELA 1. Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de
exposicdo aos diferentes extratos aquosos obtidos a partir das folhas secas de
Croton argyrophyllus.

Metodos de extracao Mortalidade (%)
1h 4h 8h 16 h 24 h
Hidrolato 6,6 24,22 33,3° 41,72 52,52
Residuo aquoso 0,0° 10,8 33,3 46,72 53,3
Infuséo 0,0° 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°
Maceracéo 0,0° 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°
Controle 0,0° 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°

"Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Hidrolatos representam solucBes aquosas de O&leos essenciais e apresentam,
geralmente, compostos volateis hidrossolveis, ricos em principios ativos (BASER &
BUCHBAUER, 2012). LIMA et al., (2006) verificaram a atividade larvicida de hidrolatos
obtidos das folhas e caules de espécies pertencentes ao género Croton sobre o Ae. aegypti, e
sugeriram que substancias secundarias presentes no dleo essencial dos respectivos hidrolatos,
foram os responsaveis pela acdo inseticida, tais como fenilpropandides, monoterpenos e
sesquiterpenos.

A eficacia do residuo aquoso obtido das folhas secas, quando comparado aos demais
extratos aquosos (maceracdo e infusdo), também obtidos a partir das folhas secas, pode ter
ocorrido em fungdo do método utilizado para a obtencéo do 6leo essencial, a hidrodestilagéo,
ou seja, as folhas ficaram em contato direto com a &gua em ebuli¢do por 3 horas, 0 que pode
ter favorecido a liberac@o de substancias bioativas nesse residuo aquoso.

O hidrolato e os extratos aquosos obtidos das folhas frescas de C. argyrophyllus, ndo
apresentaram toxicidade sobre as larvas do Ae. aegypti, diferentemente do observado com os
extratos e com o hidrolato obtido a partir das folhas secas.

A diferenca do potencial larvicida entre os hidrolatos, obtidos a partir das folhas secas
e frescas, de C. argyrophyllus pode ter ocorrido em funcgdo do processo de secagem, visto que
a reducdo do teor de agua nas folhas, ocasionado pela secagem, tende a aumentar o percentual
do Oleo essencial em relacdo a massa total, aumentando, também, o percentual de
componentes bioativos e aromaticos e, consequentemente, a presenca destes no hidrolato.

Segundo BLANK et al., (2007) a pré-secagem de um érgdo vegetal, com vistas a
extracdo de 6leos volateis, aumenta consideravelmente o teor e o rendimento dos mesmaos,
pelo fato da temperatura afetar a resisténcia da membrana celular favorecendo assim, maior

liberagdo do Oleo essencial durante a hidrodestilagdo. Diversos trabalhos tem demonstrado
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diferenca em termos quantitativos da composicdo quimica de seus 6leos quando obtidos a
partir de folhas frescas e secas, tendo com essa ultima, verificado um aumento no percentual
dos seus constituintes (BLANK et al., 2005, BARBOSA et al., 2006, BLANK et al., 2007).

CONCLUSAO
O hidrolato e o residuo aquoso obtidos das folhas secas de C. argyrophyllus
apresentam maior toxicidade sobre as larvas do Ae. aegypti, quando comparado aos demais
extratos. Contudo, os diferentes extratos obtidos a partir das folhas frescas de C.

argyrophyllus, ndo se mostram toxicos para o Ae. aegypti.
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Resumo

Alguns 0leos essenciais obtidos de plantas podem ser utilizados como inseticida botanico,
para o controle de vetores. Contudo, visando uma maior seguranca no seu uso, faz-se
necessario a realizacdo de estudos toxicologicos em animais. Dessa forma, foi feita a
avaliacdo da composi¢do quimica e da atividade inseticida do dleo essencial obtido de
folhas de Croton argyrophyllus sobre larvas e fémeas do Aedes aegypti, além da toxicidade
aguda sobre Mus musculus. Para avaliacdo da atividade inseticida, utilizaram-se larvas, do
terceiro e quarto instar, e fémeas adultas. A toxicidade aguda foi avaliada utilizando-se
fémeas adultas de camundongos. Paralelamente foi realizada a analise quimica do 6leo
essencial. Com relacéo ao efeito toxico sobre as larvas do Aedes aegypti as menores CLsg €
CLgo foram 0,31 e 0,70 mg mL™ respectivamente, e para atividade adulticida as menores
CLsp e ClLgo foram 5,92 e 8,94 mg mL* respectivamente. A toxicidade aguda
intraperitoneal apresentou DLsy de 2000 mg kg™ e a oral DLsy de 2500 mg kg™. Os
componentes majoritarios do 6leo essencial foram espatulenol (22,80%), (E) cariofileno
(15,41%), a-pineno (14,07%) e biciclogermacreno (10,43%). O Oleo essencial é toxico
para 0 Aedes aegypti, necessitando de uma concentracdo letal média bem inferior a dose
letal média necessaria para ocasionar a toxicidade aguda.

Palavras-chave: Fitoquimica, Inseticidas botanicos, Dengue, Toxicologia

Introducéo

Diversos estudos tém sido desenvolvidos visando avaliar a atividade inseticida dos
Oleos essenciais, formados por compostos volateis, como 0s monoterpenos e
fenilpropandides, substancias produzidas pelas plantas e que atuam como mecanismo de
defesa as intempéries, como, por exemplo, a herbivoria, a competicdo inter e
intraespecifica e o ataque de patdgenos, o que confere aos 6leos essenciais um potencial

inseticida e repelente (Simdes et al. 2010; Garcez et al. 2013).
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No que diz respeito aos inseticidas botanicos, 0s 0leos essenciais visam oferecer
alternativas para o controle de insetos vetores, a exemplo do Aedes aegypti Linnaeus.,
1762, vetor do virus da febre amarela, dengue, chikungunya e zika, as quais poderao estar
associadas a sindrome Guillain-Barré, uma doenca autoimune que pode surgir apds
infeccBes por virus ou bactérias (Tappe et al. 2014; Vasconcelos 2015).

Entre essas doencas, a dengue é considerada segundo a Organizacdo Mundial de
Satde um dos principais problemas de saude publica do mundo, pois 50-100 milhGes de
novos casos surgem a cada ano, com grande incidéncia principalmente nas regides
tropicais e subtropicais do globo (WHO 2012). Nesse contexto, o controle vetorial é a
principal forma de prevencdo dessa doenca, a qual vem desafiando e causando
perplexidade a sociedade contemporanea, e os 0leos essenciais podem representar uma
alternativa eficaz para esse problema, frente ao controle do vetor (Teixeira et al. 2011;
Pereira et al. 2014).

Na tentativa de controlar o Ae. aegypti, 0s inseticidas quimicos sintéticos vém
sendo amplamente utilizados. Contudo, o uso continuado desses produtos tem
selecionando populacgdes de insetos resistentes, o que demanda a necessidade de buscar
métodos alternativos de controle, a exemplo dos inseticidas boténicos, uma ferramenta a
mais a ser utilizada em programas de controle integrado desse vetor e, nesse contexto, 0s
Oleos essenciais sdo considerados eficientes, pois apresentam uma grande variedade de
substancias toxicas e tende a retardar o desenvolvimento de resisténcia nos insetos
(Garcezet al. 2013; Pereira et al. 2014).

Como sintetizadoras de 6leos essenciais destacam-se as espécies do género Croton
L., as quais apresentam compostos de metabdlitos secundarios que variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, entre outros, sendo na grande
maioria constituidos de derivados fenilpropandides ou terpendides, principalmente de
monoterpenos e sesquiterpenos (Simdes et al. 2010; Oliveira et al. 2014).

Estudos conduzidos com plantas desse género tem mostrado potencial no controle
de insetos, como ratificado por Morais et al. (2006), ao analisarem os 0leos essenciais
obtidos de folhas de Croton zehntneri Pax e Hoffm., Croton argyrophylloides Muell Arg.,
Croton nepetaefolius Baill. e Croton sonderianus Muell Arg. sobre larvas do Ae. aegypti.
Além do potencial inseticida, atividades farmacoldgicas também ja foram comprovadas,
segundo Batatinha et al. (1995), C. zehntneri apresenta um amplo uso popular, tendo suas

folhas utilizadas na forma de chés, visando o controle de irritabilidade, ansiedade e
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convulsdes. Esses autores, ao avaliarem a atividade do 0leo essencial de folhas dessa
especie no sistema nervoso central de roedores, constataram que o 6leo ao ser administrado
pela via oral apresentou acdo anticonvulsivante, além disso, apresentou uma baixa
toxicidade aos animais.

Croton argyrophyllus Kunth., alvo desse estudo, é conhecida vulgarmente como
“velame falso” e/ou “marmeleiro”. Encontra-se em paises da América do Sul, como o
Brasil, a Colémbia, a Bolivia e a Venezuela, distribuida principalmente em vegetacoes de
Caatinga e Cerrado. Suas folhas e flores apresentam importantes propriedades medicinais,
o infuso das mesmas é comumente utilizado no tratamento da gripe, dor de cabeca e como
tranquilizante (Albuguerque 2007; Silva et al. 2010).

Contudo, diversas plantas apresentam efeitos toxicos e seu uso inadequado, sem 0
conhecimento toxicoldgico, pode originar efeitos adversos e muitas vezes retardados e/ou
assintomaticos o que torna imprescindivel a avaliacdo da toxicidade desses vegetais,
obtendo uma maior seguranca no uso de seus metabolitos com potencial farmacologico
(Tapp et al. 2009). Esse mesmo raciocinio deve ser seguido com relacdo aos inseticidas
boténicos, a serem utilizados no controle de insetos vetores.

Pelo exposto, evidencia-se que as plantas tém despertado a atencédo das civilizagdes
humanas, que passam a usufruir imensamente das mesmas, visando a utilizacdo dos
produtos vegetais (Fonseca e Pereira 2013), seja com fins medicinais ou como inseticidas.
Nesse contexto, os produtos de origem vegetais estdo sendo cada vez mais pesquisados,
visando oferecer alternativas para a cura de doencas e o controle de insetos vetores, haja
vista que tais produtos podem oferecer baixo impacto ambiental e, a0 mesmo tempo, uma
maior seguranca no seu uso, além de pre¢os mais acessiveis, 0 que responde ao novo perfil
de consumidores, os quais ampliam a busca por produtos naturais que sejam mais vidveis
economicamente e estejam aliados ao engajamento socioambiental (Barreto 2005; Ramos e
Tachizawa 2009).

A partir dessas consideragdes, objetivou-se avaliar a composi¢cdo quimica e
atividade inseticida do 6leo essencial obtido de folhas de Croton argyrophyllus Kunth.,
1817 sobre larvas e fémeas do Aedes aegypti Linnaeus., 1762 além da toxicidade aguda

sobre Mus musculus Linnaeus., 1758.
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Materiais e métodos

Material vegetal

As folhas de C. argyrophyllus foram coletadas na Floresta Nacional Contendas do
Sincora, situada no municipio de Contendas do Sincora, Bahia (coordenadas geogréaficas: S
13°55°15.9” W 041°06°53.9”), no turno matutino, no més de maio de 2014. As etapas de
coleta e identificacdo da espécie foram supervisionadas por um especialista botanico, e as
exsicatas depositadas no herbério da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS
4662).

Extracéo e rendimento do 6leo essencial

As folhas foram postas em estufa de circulagdo de ar, regulada a 40 °C por 12
horas. Em seguida, 100 gramas desse material, apos ter sido triturado, foram colocados em
um bal&o de fundo redondo de 3000 mL, no qual foi adicionado 1,5 L de 4gua deionizada.
O oleo essencial foi extraido por hidrodestilacgio em um destilador de Clevenger
modificado, por 3 horas, a uma temperatura de 100 °C. Posteriormente, o 6leo foi seco,
através da adicdo de sulfato de sodio anidro, filtrado e acondicionado em um frasco de
vidro de cor ambar, a uma temperatura de -4 °C + 1 °C, até a realizacdo dos ensaios
bioldgicos e da analise quimica. O rendimento do 6leo essencial foi calculado pelo método
de base livre de umidade (BLU), de acordo com a metodologia proposta por Santos et al.
(1998).

Anélise quimica do 06leo essencial

A composigdo quimica do 06leo essencial foi analisada com um Cromatografo a gas
acoplado a um Espectrémetro de Massas (Shimadzu CG-EM, GC-17A/ QP2010 Plus),
equipado com coluna capilar Factor Four-VF-5ms (30 m x 0,25 mm de didmetro interno x
0,25 um de espessura de filme), utilizando hélio como gas de arraste a uma vazdo de 1 mL
min e presséo de 12 psi. A programagéo da temperatura do forno foi de 60 °C a 260 °C (3
°C min™), depois 10 °C/min até 290 °C, com temperatura do injetor a 220 °C, interface a
310 °C e fonte de ions a 220 °C. Injetou-se 1uL de solucdo da amostra em diclorometano a
uma razdo de split 1:30. Os espectros de massas foram obtidos na faixa de varredura de 40-
500 u.m.a com energia de impacto de elétrons de 70 eV. As andlises quantitativas foram

feitas utilizando um cromatdgrafo de fase gasosa (HP 5890 Series 1) equipado com um
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detector de ionizagdo de chamas (DIC), nas mesmas condicGes experimentais e
temperatura do detector de 280 °C.

As substancias do 6leo essencial foram identificadas por meio de seus indices de
retencdo (IR), calculados para cada constituinte através da injecdo de uma série de padroes
de hidrocarbonetos lineares (Cg-C20) nas mesmas condi¢Ges da amostra, e comparados com
o valor tabelado por Adams (2007), bem como através da comparacdo com o banco de
dados da biblioteca (Nist08).

Ensaios bioldgicos

Avaliacéo da atividade adulticida e larvicida

Para a realizacdo dos ensaios biolégicos com o Ae. aegypti, foram utilizadas larvas
do terceiro e quarto instar (4 a 5 dias de vida) e fémeas adultas (4 dias de emergéncia),
oriundas da colbnia estabelecida no Laboratdrio de Pesquisa de Inseticidas Naturais
(LAPIN/ NUPESQ), local de realizacdo dos bioensaios, da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), a partir de ovos da linhagem Rockefeller, cedidos pelo
Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores (LAFICAVE), da Fundacéo
Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro. Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos, foi utilizada a
metodologia adaptada de World Health Organization (1970). Os experimentos foram
conduzidos em sala climatizada, com temperatura média de 27 °C e umidade relativa
média de 70%.

Para o ensaio larvicida utilizaram-se 30 larvas por repeticao, totalizando 120 larvas
por tratamento. As larvas foram coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur de silicone
e expostas a cinco concentracdes do 6leo essencial (4,3; 2,1; 1,0; 0,5 e 0,3 mg mL™). O
0leo essencial foi solubilizado com uma solugédo de Tween 80 e agua deionizada, a 1,80%
para o ensaio larvicida e 0,01% para o ensaio adulticida, essas propor¢des também foram
utilizadas para a obtencdo das solugdes estoque dos grupos controle. As observagdes de
mortalidade das larvas foram realizadas ap6s 2, 4, 8 e 16 horas, a partir do inicio do
experimento.

Para os ensaios adulticida as fémeas foram acondicionadas em recipientes plastico
(5 cm de altura x 7,1 cm de largura), e expostas as concentra¢des de (20,0; 10,0; 5,0; 2,5 e
1,2 mg mL™). Cada tratamento foi formado por quatro repeticdes, com 20 fémeas por

repeticdo totalizando 80 fémeas por tratamento. Apos 1 hora do inicio do experimento foi
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fornecido alimento aos adultos que consistiu de uma solugcdo aquosa de sacarose a 10%,
colocada sob a parte superior dos recipientes, que abrigavam as fémeas. As observacgoes
da mortalidade das fémeas foram realizadas ap0s 1, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, a partir
do inicio do experimento.

Para o célculo das concentragdes letais (CLso € CLg), referentes ao efeito adulticida
e larvicida sobre o Ae. aegypti utilizou-se a andlise de regressdo PROBIT. A comparacédo

da CLso e CLg foi feita através do intervalo de confianca ao nivel de 95% de significancia.

Avaliacdo da atividade toxicoldgica aguda sobre Mus musculus

Para o teste de toxicidade aguda, inicialmente obteve-se a aprovacdo do Comité de
Etica no Uso Animal (CEUA), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com o
namero de registro (23076.049863/2015-91). Os experimentos foram conduzidos no
Biotério do Departamento de Antibidticos, da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), no periodo de janeiro a fevereiro de 2015.

Nos ensaios biologicos foram utilizadas fémeas adultas de camundongos albinos
Swiss (Mus musculus), pesando entre 30 e 45 gramas e idades entre 90 e 120 dias. Os
animais foram divididos em quatro grupos (n=6 animais por dose, sendo 3 animais de cada
grupo administrados por via intraperitoneal e 3 pela via oral).

Todos os camundongos foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em condicdes
controladas de iluminacdo (12 horas de fotofase) e temperatura de 22 + 2 °C. A
alimentacéo foi suspensa 12 horas antes do ensaio e a agua foi liberada ad libitum. O 6leo
essencial foi solubilizado com Tween 80 e agua destilada a 1,6%, essa mesma formulacéo
foi utilizada para o grupo controle. Posteriormente, as solu¢des foram administradas por
via intraperitoneal e oral nos camundongos. Para administracdo por via oral a solucéo foi
introduzida no trato digestorio dos animais, através de canula metalica acoplada a seringa
(gavagem). O manejo e cuidado com o0s animais seguiram 0s principios éticos da
experimentacao animal segundo critérios estabelecidos pelo CEUA.

Para avaliacdo da toxicidade aguda e determinacdo da dose letal 50 (DLso) foi
utilizada a metodologia preconizada pela Organizacdo para Cooperacdo Econdmica e
Desenvolvimento (Organization for Economic Co-operation and Development-OECD),
adotando-se o guia OECD 423/2001, que determina utilizar doses fixas de 2000, 300, 50 e
5 mg kg™*. Apés aplicar as doses, foi estimada a categoria toxicoldgica do 6leo essencial,

seguindo as especifica¢bes do guia.
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Os sinais clinicos observados pelas vias de administracdo foram feitos
individualmente, apds a administracdo no periodo de 60 minutos e, posteriormente,
diariamente durante 24 horas, no total de 14 dias. Os sinais clinicos observados foram as
diversas reacdes comportamentais relacionadas com o Sistema Nervoso Central (SNC)
(efeitos estimulantes e depressores) e com o Sistema Nervoso Autbnomo (SNA). O peso
corporal e a mortalidade dos animais também foram observados.

A associacdo entre o peso dos camundongos e o periodo de observacado foi avaliada
a partir do célculo do coeficiente da correlacdo de Pearson, sendo a sua significancia
verificada pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade.

Resultados

O dleo essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus apresentou efeito toxico para
as larvas do Ae. aegypti. Foi observada uma reducdo das concentragdes letais 50 e 90 na
medida em que aumentava o tempo de exposicdo (Tabela 1). Com 16 horas de exposi¢ao
as concentragdes letais 50 (0,31 mg mL™) e 90 (0,70 mg mL™) foram significativamente

menores, comparadas as demais concentragdes letais (Tabela 1).

Tabela 1 Concentracdo letal 50 e 90 do Oleo essencial obtido de folhas de Croton
argyrophyllus, sobre larvas de terceiro e quarto instar do Aedes aegypti, em relacdo a hora
de exposicéo.

Concentracéo Letal 50 e 90 (mg mL™)

Horario de avaliacdo Cls Intervalo de Clogo Intervalo de
Confianca Confianca

2 1,41 1,34 -1,49 3,64 3,34— 4,00

4 0,93 0,89 -0,98 2,31 2,13- 2,52

8 0,59 0,56 — 0,62 1,32 1,22—-1,43

16 0,31 0,28 - 0,33 0,70 0,65- 0,77

No que diz respeito as concentracdes letais 50 e 90 do ensaio adulticida, foi
observado que com 1 hora de exposic&o a CLso foi de 8,36 mg mL™ (8,05-8,67) e a CLg de
13,39 (12,70-14,23), sendo significativamente maiores comparadas as demais
concentrages letais (Tabela 2). Nos demais periodos de exposi¢do dos adultos (12, 24, 36,
48, 60 e 72 horas), as CLsso e CLsg ndo diferiram entre si (Tabela 2), portanto com 12
horas de exposicdo ja se atinge as concentracfes minimas necessarias para ocasionar 50%

e 90% de mortalidade das fémeas adultas do Ae. aegypti.
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Tabela 2 Concentracdo letal 50 e 90 do Oleo essencial obtido de folhas de Croton

argyrophyllus, sobre fémeas adultas do Aedes aegypti, em relacdo a hora de exposicao.

Concentracéo Letal 50 e 90 (mg mL™)

Horério de avaliacéo Clso Intervalo de Clg Intervalo de
Confianca Confianca
1 8,36 8,05 - 8,67 13,39 12,70- 14,23
12 6,28 6,07 — 6,50 9,48 9,03- 10,03
24 6,12 5,91-6,33 9,11 8,67—9,63
36 6,12 5,91 -6,33 9,11 8,67—9,63
48 6,12 5,91-6,33 9,11 8,67-9,63
60 6,12 5,91 -6,33 9,11 8,67—9,63
72 5,92 5,72 -6,13 8,94 8,561 -9,63

A andlise quimica do 6leo essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus resultou

na identificacdo de 45 compostos, sendo o espatulenol (22,80%), (E) cariofileno (15,41%),

a- pineno (14,07%) e biciclogermacreno (10,43%) os componentes majoritarios (Tabela 3).

Tabela 3 Monoterpenos e sesquiterpenos identificados no 6leo essencial obtido de folhas

de Croton argyrophyllus.

Constituintes de C. argyrophyllus Constituintes (%)* IRL® IK®

Monoterpenos hidrocarbonados

a- Tujeno 0,70 926 930

a- Pineno 14,07 936 939

Canfeno 0,23 951 954

Sabineno 0,73 974 975

B- Pineno 1,05 980 979

Mirceno 0,57 990 990

a- Felandreno 1,02 1009 1002
5-3 Careno 0,30 1011 1011
a- Tepineno 0,36 1019 1017
a-0 Cimeno 1,49 1027 1026
B- Felandreno 0,52 1031 1029
(E)- B- Ocimeno 1,08 1047 1050
v- Terpineno 0,61 1059 1059
Terpinoleno 0,16 1087 1088
Monoterpenos oxigenados

1,8 Cineol 5,18 1036 1031
Linalol 0,44 1102 1096
Trans- Pinocarveol 0,17 1145 1139
Cis-Verbenol 0,18 1149 1141
Borneol 0,16 1177 1169
Terpineno-4-ol 0,69 1185 1177
a- terpineol 0,53 1200 1188
Sesquiterpenos hidrocarbonados

a- Copaeno 0,12 1130 1126
a- Ylangeno 0,47 1378 1375
- Elemeno 1,74 1392 1390
(E)-Cariofileno 15,41 1428 1419
Aromadendreno 0,57 1443 1441
a- humuleno 2,50 1461 1454
9-epi-(E) Cariofileno 0,56 1465 1466
v- Gurjuneno 0,54 1480 1477
Germacreno-D 5,69 1488 1485
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Constituintes de C. argyrophyllus Constituintes (%)? IRL" IK®
B- Selineno 1,01 1494 1490
Biciclogermacreno 10,43 1504 1500
Gemacreno-A 0,53 1514 1509
8- Cadineno 0,90 1523 1523
Viridifloreno 0,40 1613 1592
Sesquiterpenos oxigenados

Espatulenol 22,80 1592 1578
Ledol 0,65 1603 1602
Epoxido de Humuleno 11 0,82 1619 1608
Cis-cadin-4-7-ol 0,88 1642 1636
Cariofila-4(12),8 (13)-dien-5 a-ol 0,36 1646 1640
a- Muurolol 0,23 1655 1646
a- Cadinol 0,63 1664 1654
Selin-11-en-4- a-ol 0,32 1668 1659
(2)-a-Santalol 1,25 1680 1675
(2)-a-Trans-Bergamotol 0,72 1698 1690
Total identificado 99,77%

Monoterpenos hidrocarbonados 22,89%

Monoterpenos oxigenados 7,35%

Sesquiterpenos hidrocarbonados 40,87%

Sesquiterpenos oxigenados 28,66%

Rendimento do 6leo essencial 0,48%

#Substancias listadas por ordem de eluicao em coluna capilar Factor Four/VF-5ms; ®Indices de retencéo com
coluna capilar Factor Four/VF-5ms; “Indices de Kovats em coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007).

No que diz respeito a avaliacdo da toxicidade aguda do 6leo essencial obtido de

folhas de C. argyrophyllus, administrado em camundongos pela via intraperitoneal e oral,

diversos sinais clinicos foram manifestados pelas fémeas, sendo os efeitos proporcionais as

doses administradas (Tabela 4).

Tabela 4 Efeitos comportamentais e mortalidade em camundongos administrados
intraperitoneal e oralmente com 6leo essencial obtido de folhas de Croton argyrophyllus,
em relacdo as diferentes dosagens.

Sinais Clinicos

Via intraperitoneal (mg kg™)

Via oral (mg kg?)

5 50 300 2000 GC' 5 50 300 2000 GC

1. Sistema Nervoso Central

Auséncia de coordenagdo motora - - - + - - - - - -
Convulséo tdnica cronica - - - ++ - - - - ++ -
Parada cardiorrespiratoria - - - ++ - - - - + -
Refluxo - - - - - - - - - -
1.1 Efeitos estimulantes

Agressividade - - - - - - - + - -
Ambulacdo aumentada - - - - - - - - - -
Aumento da respira¢éo - - - - - - - - - -
Autolimpeza - - - - - - - - - -
Bocejo - - - - - - - - - -
Erecdo de cauda + + + +++ A+ + + - - +
Espasmos - - - + - - - - - -
Frémito vocal - - + - - - - - - -
Inversdo de macha - - - + - - - + - -
Irritabilidade - - - - - - - - - -
Movimento circular - - ++ +++ - - - - - -
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Sinais Clinicos

Via intraperitoneal (mg kg™)

Via oral (mg kg™)

2000 GC!

50 300 2000

GC!

Movimento das vibrissas
Movimento estereotipado
Reacdo de fuga

5 50 300
+ + ++ - -

=+ - -

+ ++ -

Sacudir a cabeca
Saltos acrobaticos - - ++ - - - - 4+ 4+ -
Tremores grosseiros - - - +++ - - - - + -
1.2 Efeitos depressores
Ambulacdo diminuida - - - - - - - - - -
Ataxia - - - - - - - - - -
Catatonia - - - - - - - - - -
Cauda em straub - - - - - - - - - -
Perda do reflexo auricular - - - - - - - - - -
Ptose palpebral - - - - - - - - - -
Prostracéo - - - - - - - - - -
Resposta ao toque diminuida - - - - - - - - - -
Sedacéo - - - - - - - - - -
2. Sistema Nervoso Auténomo
Cianose - - - + - - - - + -
Contorgdes - - + + - - - - +++ -
Diarreia - - - - - - - - - -
Dispneia - - - - -
Distensdo abdominal - - - - - -
Diurese ++ +++ 4+ - ++ + ++  ++ ++ ++
Edema de focinho - - - + - - - - + -
Excrecdo fecal ++ ++ - - ++ o+ ++ 4+ - ++
Piloerecéo - - - - - - - - e+ -
Taquipneia - - - + - - - - + -
Salivacéo - - - - - - - - - -
3. Mortalidade (%) 00 00 333 1000 OO OO 00 00 333 0,0
'Grupo Controle; Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e
Resultado positivo intenso (+++).

Na Tabela 4, observou-se que o Oleo essencial administrado pela via
intraperitoneal, na dose de 2000 mg kg™ ocasionou maior niimero de sinais clinicos e mais
intensos nos camundongos. Os sinais clinicos observados foram: erecdo de cauda,
espasmos, inversdo de macha, movimentos circulares, reacfes de fuga e tremores
grosseiros. Além desses, outros efeitos foram observados sob o SNC (auséncia de
coordenacdo motora, convulsdo tbénica cronica e parada cardiorrespiratoria, seguida de
Obito), assim como sob o SNA (cianose, contorcdes, edema de focinho e taquipneia). Por
essa via, ocorreu mortalidade somente nas concentragdes de 2000 (100,0%) e 300 mg kg™
(33, 3%).

No que diz respeito & administracéo pela via oral somente na dose de 2000 mg kg™,
foram observados convuls@es ténica cronica e parada cardiorrespiratoria (Tabela 4). Com

relagdo aos efeitos estimulantes, nessa mesma dose, as fémeas apresentaram sinais clinicos
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menos frequente e mais moderados, comparados aos efeitos apresentados pelos animais
administrados pela via intraperitoneal na dose de 2000 mg kg™ (Tabela 4). Sinais clinicos
relacionados ao SNA, também foram manifestados pelas fémeas administradas oralmente
na dose 2000 mg kg™, tais como: cianose, contorcdes, distenséo abdominal, diurese, edema
de focinho, piloerecdo e taquipneia. Esses efeitos foram mais frequentes e mais intensos
nessa dose quando comparada as doses de 300, 50 e 5 mg kg™ (Tabela 4). Diferentemente
da administracdo pela via intraperitoneal, na via oral ocorreu mortalidade somente na dose
de 2000 mg kg™ (33,3%), conforme demonstrado na Tabela 4.

Né&o houve mortalidade dos animais tanto na via oral quanto na via intraperitoneal,
nas doses em que as fémeas apresentaram sinais de excrecao fecal e diurese, 0 que nao
ocorreu nas doses em que 0s animais apresentaram somente diurese, com 33,33% de
mortalidade ou na auséncia de ambos, com 100% de mortalidade (Tabela 4). Os saltos
acrobaticos manifestados pelos camundongos administrados pela via oral e intraperitoneal
nas doses de 2000 e 300 mg kg™, também podem ter influenciado na redugdo de
mortalidade das fémeas (Tabela 4). Nao foi observado nenhum sinal de efeito depressor do
6leo essencial sobre os camundongos (Tabela 4).

Os animais do grupo controle administrados pela via oral e intraperitoneal
apresentaram sinais clinicos semelhantes aos efeitos observados nas fémeas administradas
pelas duas vias e submetidas as doses de 50 e 5 mg kg™, onde ndo apresentaram
mortalidade (Tabela 4).

A analise da toxicidade aguda intraperitoneal do 6leo essencial obtido de folhas de
C. argyrophyllus revelou uma DLs, estimada de 2000 mg kg™, enquanto a toxicidade
aguda oral foi de DLso 2500 mg kg™, sendo portanto classificadas nas categorias 4 (média
toxicidade) e 5 (auséncia de toxicidade), respectivamente, de acordo com a escala do
sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos
(GHS).

No que diz respeito a massa corporea, pela via intraperitoneal na dose de 2000 mg
kg foi observado que o peso dos camundongos diminuiu ao longo do tempo de
observacdo (y= -0,6x + 30,7 e R2= 1) (Fig. 1 a), essa correlacdo apresentou-se como
negativa, forte (r= -1) e significativa (p<0,05). Vale ressaltar, que por essa via e nessa
dosagem 100% dos camundongos foram a 6bito j& no segundo dia de observacdo (Fig. 1
a). Na dose de 300 mg kg™ o peso dos camundongos também diminuiu em relagdo ao
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periodo de observacio (9= -0,78x + 39,56 e R*= 0,96) (Fig. 1 b). A correlacio encontrada
para essa dose foi negativa, forte (r=-0,98095) e significativa (p<0,05).

Ja nas doses de 50 mg kg™, 5 mg kg™ e o grupo controle, o peso dos animais
aumentou em relacdo ao periodo de observacdo (y= 0,22x + 29,61 e R?*=0,67; y=0,17x +
29,79 e R?= 0,88 e 9= 0,19x + 38,50 ¢ R*= 0,81, respectivamente) (Fig. 1 c, d, e),
apresentando correlagbes positivas, fortes (r= 0,82256; r= 0,93880 e r= 0,90862,
respectivamente) e significativas (p<0,05).

Com relacdo a via oral a medida que o tempo de observacdo avanga o peso dos
camundongos diminui nas doses de 2000 e 300 mg kg™ (§= -0,98x + 28,77 e R2= 0,97; §=
-0,67x + 42,90 e R2= 0,97, respectivamente) (Fig. 1 a, b). Essas correlacdes apresentam-se
como negativas, fortes (r= -0,98626 e r= -0,98883, respectivamente) e significativas
(p<0,05). No que diz respeito as doses de 50 mg kg™, 5 mg kg™ e o grupo controle, 0 peso
dos animais aumentou com o periodo de observagdao (y= 0,42x + 34,01 e R%= 0,90; =
0,37x + 31,96 e R°= 0,94 e §= 0,16x + 41,07 ¢ R?= 0,27, respectivamente), (Fig. 1 ¢, d, e),
apresentando correlagbes positivas, fortes (r= 0,95274, r= 0,97203 e r= 0,52308,

respectivamente) e significativas (p<0,05).
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Fig. 1 Peso médio dos camundongos fémeas que foram administrados com o 6leo essencial
obtido de folhas de Croton argyrophyllus na dose de 2000 mg kg™ (a), 300 mg kg™ (b), 50
mg kg™ (c), 5 mg kg™ (d) e o grupo controle (e); via oral (VO) e intraperitoneal (IP).
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Discussao

O potencial inseticida de Oleos essenciais tem despertado o interesse da
comunidade cientifica, pois pode contribuir com programas de manejo integrado para o
controle de insetos vetores, a exemplo do Ae. aegypti, visto que os inseticidas de origem
botanica sdo biodegradaveis e podem apresentar um baixo impacto ambiental, além de
retardar os mecanismos de resisténcia nos insetos.

Morais et al. (2006), apds conduzirem estudos com 0s Gleos essenciais obtidos de
folhas de plantas do género Croton, constataram atividade larvicida sobre o Ae. aegypti
apos 24 horas de exposicdo, e diversas substancias bioativas foram identificadas, sendo
consideradas as principais responsaveis pela atividade larvicida o metileugenol e o-
copaeno presentes em C. nepetaefolius que apresentou CLso de 0,08 mg mL™, a-pineno e
B-pineno para C. argyrophyloides com CLs de 0,10 mg mL™, a-pineno, B-felandreno e
trans-cariofileno em C. sonderianus com CLso de 0,10 mg mL™ e o componente anetol
presente em C. zehntneri com CLsy de 0,02 mg mL™, sendo esta Gltima considerada a
espécie mais promissora para o controle das larvas.

As substancias a-copaeno, a-pineno, B-pineno e p-felandreno, também foram
identificadas no o6leo essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus, as quais podem ter
contribuido para o elevado potencial t6xico CLsg (0,31 mg mL™) e CLgg (0,70 mg mL™) as
larvas do Ae. aegypti, apés 16 horas de exposicdo, 0 que demonstra a minima quantidade
necessaria desse Oleo, para expressar sua atividade larvicida.

No que diz respeito a avaliacdo da atividade adulticida, Misni et al. (2011),
relataram que o 6leo essencial obtido de folhas de Piper aduncum L. apresentou CLso de 56
mg mL™ e CLgo de 123 mg mL* sobre fémeas adultas do Ae. aegypti, apds 24 horas de
exposicdo, com base nesses resultados tais autores indicam que o 6leo essencial dessa
planta € promissor e apresenta potencial para ser usado em pulverizadores contra o Ae.
aegypti.

Diferentemente dos resultados apresentados por Misni et al. (2011), com uma 1
hora de exposicdo das fémeas do Ae. aegypti ao 6leo essencial obtido de folhas de C.
argyrophyllus ja obteve-se uma CLsg de 8,36 mg mL™ e CLgo de 13,39 mg mL™. Além
disso, com 12 horas ja foram registradas as concentracfes minimas necessarias para
ocasionar 50% e 90% de mortalidade das fémeas adultas (CLso de 6,28 mg mL™ e CLgo de

9,48 mg mL™, respectivamente). Dessa forma, as concentragdes letais adquiridas por Misni
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et al. (2011), sdo consideradas elevadas quando comparadas as do 6leo essencial de C.
argyrophyllus.

Os Oleos essenciais podem atuar em enzimas digestivas, neuroldgicas e ainda
interagir com o tegumento dos mosquitos. As substancias lipofilicas sdo as principais
responsaveis por essas acles e apresentam maior penetracdo no corpo dos insetos, 0 que
tende a aumentar o potencial inseticida dos 6leos essenciais e reduzir seu tempo de acéo
(Isman 2006; Lima et al. 2009).

Entre os compostos lipofilicos presentes nos éleos essenciais responsaveis por tais
efeitos destacam-se 0s sesquiterpeno oxigenados, 0s quais sdo apontados como 0s
principais responsaveis pela atividade inseticida sobre o Ae. aegypti (Costa et al. 2010).
Vale ressaltar que no Oleo essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus, foram
identificados diversos sesquiterpeno oxigenados, tendo o espatulenol como majoritario, e
de acordo com Cantrell et al. (2005), essa substancia é altamente tdxica a adultos do Ae.
aegypti.

De acordo com Lopez e Pascual-Villalobo (2010), as substancias y-terpineno e
linalol também s&o responsaveis pela atividade inseticida dos 6leos essenciais, pois inibem
a atividade da acetilcolinesterase, enzima de fundamental importancia do SNC, sendo que
a sua inibicdo resulta em imobilidade e morte dos insetos. Vale ressaltar que essas
substancias também foram identificadas no Oleo essencial obtido de folhas de C.
argyrophyllus.

Ramos et al. (2013), ao conduzirem estudos do efeito anti-inflamatorio do 6leo
essencial obtido de folhas frescas também de C. argyrophyllus, coletadas no estado de
Sergipe, detectaram a presenca de 42 substancias, sendo os compostos biciclogermacreno
(14,60%), espatulenol (8,27%), ( E)-cariofileno (6,79%), p -elemeno (6,19%), P -
felandreno (5,75%), mirceno (4,81%), e Oxido de cariofileno ( 3,68%), considerados 0s
mais abundantes. J& Araujo et al. (2014), ao analisarem a composi¢do quimica do 6leo
essencial obtido de folhas frescas dessa mesma espécie, coletadas no estado de Alagoas
identificaram 24 compostos, sendo biciclogermacreno (27,78%), seguido por 4-elemeno
(8,67%), P-elemeno (8,50%), prenopsan-8-ol (8,50%), E-cariofileno (6,27%), trans-4-
dauca (11), 7-dieno (5,97%) e espatulenol (4,83%) os majoritarios.

Na presente pesquisa, foram identificadas 45 substancias, e entre elas o espatulenol
(22,80%), (E)-cariofileno (15,41%), a-pineno (14,07%), biciclogermacreno (10,43%),

germacreno-D (5,69) e 1,8 cineol (5,18), como majoritarios. Convém ressaltar, que nesse
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estudo, o oleo essencial foi obtido de folhas de C. argyrophyllus submetidas a estufa, o que
pode justificar a diferenca entre os resultados obtidos por Ramos et al. (2013) e Araujo et
al. (2014). Além da variacdo de substancias, o 6leo essencial obtido de folhas de C.
argyrophyllus submetidas a estufa apresentou um rendimento de 0,48%, superior quando
comparado ao rendimento de 0,33% do 6leo essencial obtido de folhas frescas da mesma
planta quando estudada por Araujo et al. (2014).

Ao submeter as folhas a estufa, visando a extracdo de 6leos essenciais pode
aumentar consideravelmente o rendimento dos mesmos, e também, o percentual de
componentes bioativos, pelo fato da temperatura afetar a resisténcia da membrana celular
das folhas, favorecendo assim, uma maior liberacdo do Oleo essencial durante a
hidrodestilacdo (Blank et al. 2007). Além disso, o local de coleta das folhas, assim como
as condices do solo e os diferentes fatores ambientais, possivelmente exerceram a
variacdo quantitativa e qualitativa das substancias identificadas, bem como do rendimento
dos dleos essenciais, estudados nos diferentes trabalhos.

Quanto a avaliacdo da toxicidade aguda em camundongos, Lima et al. (2014),
relataram que sinais clinicos ligados ao SNC e SNA manifestados por camundongos apos
serem submetidos a Oleos volateis, sdo decorrentes de alteracbes do equilibrio dos
neurotransmissores excitatorios e inibitorios, o que induz um descontrole da conducdo dos
impulsos nervosos.

Portanto, os efeitos estimulantes observados nos camundongos administrados pelas
vias intraperitoneal e oral, principalmente nas doses de 2000 e 300 mg kg™ podem ter
ocorrido a partir de substancia(s) quimica(s) excitante(s), como 0S monoterpenos a
exemplo do linalol, a-tujona e borneol, os quais podem interagir com sitios especificos no
SNC (Passos et al. 2009), estimulando a liberagdo de neurotransmissores excitatorios e/ou
inibicdo da recaptacdo dos mesmos, sendo que a inibicdo da recaptagdo aumenta a
concentragcdo dos neurotransmissores em contatos com 0s receptores, 0 que leva ao
aumento da atividade de conexao entre os neur6nios (Silva 2002; Rang 2004; Bastos et al.
2011).

No que diz respeito a reducdo de peso, os camundongos administrados pelas duas
vias, nas doses de 2000 e 300 mg kg™, reduziram o peso a medida que o tempo de
observacdo avancava. Vale ressaltar que as fémeas submetidas a essas doses foram as que
mais manifestaram sinais clinicos, além de serem mais intensos quando comparados as

demais doses. De acordo com Mariz et al. (2006), efeitos comportamentais intensos,
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podem interferir e desestruturar a musculatura lisa abdominal de camundongos,
ocasionando de tal forma complicagbes gastrointestinais, e, desse modo, prejudicar a
ingestdo de alimentos.

A perda significativa de peso evidencia sinais de toxicidade, pois esse parametro
representa um dos principais efeitos que antecedem a mortalidade de roedores, conforme
verificado por Mariz et al. (2006), ao analisarem o extrato etandlico de partes aéreas de
Jatropha gossypiifolia L. quando administrado oralmente em ratos ocasionou a perda
consideravel de peso, seguida de &bito. O mesmo ocorreu com camundongos
administrados com o 6leo essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus, mas, somente
com animais administrados pela via intraperitoneal nas doses de 2000 mg kg™ com
reducdo de peso de (§=-0,6x + 30,7 e R2= 1) e mortalidade de (100%), 300 mg kg™ com
uma diminui¢do de peso de (§= -0,78x + 39,56 e R?*= 0,96) e mortalidade de (33,3%), e
com camundongos administrados pela via oral na dose de 2000 mg kg™ que teve uma
reducdo de peso de (§=-0,98x + 28,77 e R2= 0,97) e mortalidade de (33,3%).

Ja nas doses de 50 mg kg™, 5 mg kg* e o grupo controle os camundongos
administrados tanto oralmente quanto intraperitonealmente ndo manifestaram perda de
peso, assim como auséncia de mortalidade. Provavelmente, devido a uma menor
intensidade dos efeitos comportamentais manifestados pelos animais, 0 que tende a nédo
interferir no processo alimentar dos roedores. Sachetti et al. (2009), ao avaliarem a
toxicidade aguda do Oleo-resina de Copaifera reticulata Ducke. e sua atividade
neurotoxicas em ratas, ndo relataram efeitos comportamentais de toxicidade, e também néo
foram observadas diferencas significativas no peso corporal dos roedores.

Dessa forma, pode-se sugerir que efeitos comportamentais poucos expressivos,
auséncia de perda de peso e auséncia de mortalidade em uma determinada dose, pode
indicar uma maior seguranca quanto ao uso de um determinado produto vegetal. Essas
consideracdes podem ser observadas claramente nas doses de 50 e 5 mg kg™ do 6leo
essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus, que demonstram uma maior seguranca,
quando se pensa na formulacdo de um possivel inseticida botanico sobre o Ae. aegypti.

E importante salientar que somente nas doses em que os camundongos
manifestaram sinais de excrecdo fecal e/ou diurese permaneceram vivos ou tiveram
mortalidade reduzida. Conforme Pucci et al. (2010), plantas que estimulam a diurese

apresentam a propriedade de eliminar liquidos do organismo, e, dessa forma, atuam na
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desintoxicacdo de varios drgdos intestinais, principalmente os rins, 0 que pode evitar a
presenca de sinais clinicos intensos, ou auséncia dos mesmos, em roedores tratados.

As folhas de Echinodorus grandiflorus Cham. sintetizam 6leo essencial composto
principalmente por (E) -cariofileno, linalol e a-humuleno (Pimenta et al. 2006). Cardoso et
al. (2003), apds administrarem oralmente os camundongos com o infuso dessas folhas
observaram atividade diurética e, portanto, auséncia de toxicidade nos animais. Essas
mesmas substancias presentes nas folhas de E. grandiflorus foram identificadas no 6leo
essencial de folhas de C. argyrophyllus, sendo o (E) -cariofileno uma das substancias
majoritarias, que pode, provavelmente, estar ocasionando tal efeito ou agindo em
sinergismo com 0s demais componentes.

Oliveira et al. (1991), ao administrarem oralmente os infusos obtidos de folhas de
Maytenus aquifolium Mart. e Maytenus ilicifolia Mart. em camundongos observaram um
aumento da frequéncia urinaria e de defecacdo dos roedores, o que levou a diminuicdo dos
sinais clinicos dos animais, nao apresentando diferenca quando comparados com o grupo
controle, além disso verificaram-se uma elevada seguranca no uso dessas plantas. Os
triterpenos sdo os principais componentes das folhas dessas espécies e podem estar
presentes em seus extratos aquosos, estimulando a excrecdo fecal juntamente com sais
biliares, induzindo a eliminacdo de toxinas do corpo do animal, o que confere sua
resisténcia (Furtado et al. 2011; Shah et al. 2011; Calou et al. 2014).

Além disso, os saltos acrobaticos também chamam a atencéo, pois 0s camundongos
administrados pela via intraperitoneal na dose de 300 mg kg™ e pela via oral na dose de
2000 mg kg! efetuaram, e tiveram mortalidade reduzida (33,3% e 33,3%,
respectivamente), assim como 0s animais administrados pela via oral na dose de 300 mg
kg™ que também efetuaram e ndo houve mortalidade (Tabela 4). Assim, pode-se sugerir
que esse sinal clinico implica no aumento do metabolismo do seu figado, o que tende a
contribuir com a biotransformacéo de substancias toxicas em bioinativas, mantendo, dessa
forma, uma considerada resisténcia do animal. Nessas dosagens houve uma relacéo
negativa entre 0 peso e o periodo de observacdo, 0 que pode estar relacionado, também, a
um aumento do metabolismo. De acordo com Henry (2008), o figado € o principal 6rgao
responsavel pelo metabolismo de toxinas, o que impede a permeancia de compostos
toxicos no corpo do animal.

Processos de biotransformacdo ja foram identificados em substancias presentes no

0leo essencial de Croton cajucara Benth. sendo comum esses compostos apresentarem
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carbonila (a,f)-insaturada, a qual interage com receptores que induzem o metabolismo de
agentes toxicos e posteriormente com enzimas do organismo, tornando substancias nocivas
em inativas, em consequéncia da exposicao de camundongos a substancias toxicas (Souza-
Brito et al. 1998).

O o6leo essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus ndo apresentou sinais clinicos
depressivos nos camundongos, diferente dos resultados apresentados por Batatinha et al.
(1995), que ao avaliarem a toxicidade aguda do 6leo essencial obtido de folhas de C.
zehntneri sugeriram que seus compostos agem exclusivamente na inibigéo da atividade do
SNC, manifestando efeitos depressores nos camundongos. As substancias majoritarias
presentes no Oleo essencial de folhas de C. zehntneri sdo anetol e estragol, as quais nao
foram identificadas no dleo essencial de folhas de C. argyrophyllus. Batatinha et al.
(1995), além de indicarem mais estudos, confirmaram uma baixa toxicidade para o 6leo
essencial de C. zehntneri.

No que se refere a DLs;=2000 mg kg™ (média toxicidade) para as fémeas de
camundongo administradas por via intraperitoneal e DLs;=2500 mg kg™ (auséncia de
toxicidade) para fémeas administradas por via oral com o 6leo essencial obtido de folhas
de C. argyrophyllus, Hiruma-Lima et al. (2000), ao analisarem a toxicidade aguda do 6leo
essencial obtido de cascas de caule de C. cajucara, utilizando diferente metodologia, onde
0 método de calculo da DLsp foi adotado de Litchfield e Wilcoxon (1949), encontraram
valores de DLso de 9,26 e 680 mg kg™ para as administraces oral e intraperitoneal
respectivamente em camundongos, e consideraram que 0 Oleo essencial dessa espécie
também apresenta baixa toxicidade, assim como o 6leo essencial obtido de folhas de C.
zehntneri estudado por Batatinha et al. (1995), Pelo exposto, evidencia-se que 0s 6leos
essenciais dessas espécies apresentam categorias de média a baixa toxicidade, mesmo
quando extraidos de oOrgdos diferentes e submetidos a métodos distintos para a
determinacéo da DLs.

A partir dos resultados obtidos e das consideragdes descritas o 6leo essencial obtido
de folhas de C. argyrophyllus, apresenta uma boa margem de seguranca para 0 Seu uso
como inseticida boténico a ser utilizado no controle de larvas e adultos de Ae. aegypti, pois
as concentraces letais que se apresentaram toxicas em larvas e fémeas do mosquito foram
inferiores as doses letais médias necessarias para ocasionar a toxicidade aguda por via

intraperitoneal e por via oral nos camundongos.
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Concluséo

O ¢leo essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus apresenta-se toxico as larvas
e adultos de Ae. aegypti nas concentracdes utilizadas, as quais sdo bem inferiores as doses
necessarias para apresentar toxicidade aguda em camundongos, 0 que mostra uma maior
seguranca na utilizacdo desse Oleo essencial, quando se pensa na formulacdo de um
inseticida boténico para o controle do Ae. aegypti. Sua composi¢do quimica apresentou 0s
componentes espatulenol, (E) cariofileno, a- pineno e biciclogermacreno como substancias

majoritarias.
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ENCICLOPEDIA BIOSFERA, edi¢do N° 22/2015.
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(modelo no final deste edital). O recebimento dos trabalhos deve acontecer do dia 01 de
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NORMAS PARA PUBLICACAO DE TRABALHOS

1) Forma de apresentacdo: O Trabalho devera ser apresentado de forma completa — Digitado
em formato DOC (ndo sendo aceito formato DOCX, PDF ou outro), contendo Titulo,
nome(s) completo(s) do(s) autor(es) (sem abreviacGes), e-mail do autor principal, incluindo
instituicdo de origem, cidade e pais.

2) O trabalho deve ter: resumo em lingua portuguesa, palavras-chave (em ordem alfabética),
Titulo em lingua estrangeira, resumo em lingua estrangeira (abstract), palavras-chave em
lingua estrangeira (keywords). O resumo deve ter o0 méximo de 250 palavras.
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introducgdo), material e método, resultados e discussdo, concluséo (se for o caso), referencias.
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4) Figuras: Deverdo ser apresentadas em formato jpg, com resolucdo minima de 300 dpi.
Orientamos para que o trabalho tenha preferencialmente tamanho maximo de 1.000Kb. As
figuras devem informar a fonte.

5) As situacdes ndo previstas devem seguir o que é determinado pelas normas da ABNT. E
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a - Pesquisa cientifica com resultados;

b - Estudo de caso;
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obedecendo as regras do mesmao.
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Presidente da Comissdo Editorial e Cientifica



ANEXO I1
Normas da Parasitology Research

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before;
that it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been
approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or
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Online Submission
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Online publication of color illustrations is always free of charge.
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Title Page
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The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
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Abstract
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Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
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Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.
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Use the table function, not spreadsheets, to make tables.
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Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.
Identify any previously published material by giving the original source in the form of a
reference at the end of the table caption.
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Footnotes
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other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference
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Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the
title page. The names of funding organizations should be written in full.

Please always use internationally accepted signs and symbols for units (SI units).

Nomenclature

The International Code of Zoological Nomenclature (ICZN) must be observed. Genus and
species names should be in italics. Authors of scientific names of the genus and species group
should not be italicized. At first mention, a specific name should be cited with nomenclatural
author and year, e.g. Catenula lemmnae (in italics) Duges, 1832. When three or more joint
authors have been responsible for a name, then the citation of the name of the authors may be
expressed by use of the term "et al.” following the name of the first author, provided that all
authors of the name are cited in full elsewhere in the same work, either in the text or in a
bibliographic reference. Authors unfamiliar with the taxonomy of the group to which a
species belongs should consult an expert to ensure that it is properly identified and that the
correct name is used.

Citation
Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).
This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).



This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995a, b; Kelso and Smith
1998; Medvec et al. 1999, 2000).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works
should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a
reference list. Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first
author of each work. Order multi-author publications of the same first author alphabetically
with respect to second, third, etc. author. Publications of exactly the same author(s) must be
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Journal article
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of high intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J
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Article by DOI
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Book
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Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
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Online document
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Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California
Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title
Word Abbreviations, see ISSN LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of
in-text citations and reference list. This journal is committed to upholding the integrity of the
scientific record. As a member of the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal
will follow the COPE guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by
following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.
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is copyrighted.
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