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RESUMO

Diante das recorrentes epidemias mundiais relacionadas ao mosquito A. aegypti principal
transmissor do virus da dengue, Zika, Chicungunha e Febre amarela urbana, observa-se
a constante utilizacao de inseticidas e consequente surgimento de linhagens resistentes do
mosquito. Sendo assim, diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas para controle do
vetor, incluindo a identificacdo de larvicidas a partir de extratos vegetais. Crambe
abyssinica Hochst é uma oleaginosa pertencente a familia das cruciferas, a mesma da
colza e canola cultivada na regido Central do Brasil, com grande valor industrial devido
a qualidade do seu 6leo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito larvicida das fracGes
proteicas e do 6leo de Crambe. Os componentes proteicos foram extraidos em tampéao
fosfato de sddio 0,2 mol/L, pH 7,0 (1g/4ml). Fracionadas por cromatografia de exclusédo
molecular em resina Sephadex-G-100. Foram realizados ensaios para verificar a
mortalidade com larvas de terceiro instar de A. aegypti, as fragdes obtidas foram
incubadas nas concentracdes 0,4, 2, 10, 20, 40 e 80 pg/ml com as larvas e nas
concentragOes empregadas, ndo apresentaram atividade larvicida. O ensaio realizado com
0 0leo do Crambe foi realizado nas concentrac6es de 100, 300 e 500 ul apresentou efeito
larvicida em todas as quantidades. O acido erucico, principal componente do 6leo, foi
testado em concentragdes de 0,5 a 4 mg/mL. Resultando na LCso na concentragdo de 1,5
mg/ml (4,7 Mm) e a LCgo na concentragéo 2,5 mg/ml (7,5mM), promovendo 52% e acima
de 90% de mortalidade das larvas respectivamente. Para elucidar o possivel mecanismo
de acdo das mortes essa atividade foi investigada por meio da extracdo de enzima das
larvas (L3) tratadas com 2,5 mg/ml de &cido erGcico, incubadas por duas horas e houve
reducdo de 35% da atividade comparada ao controle sem tratamento. Esses resultados
foram reafirmados pela analise comparativa da inibicdo do acido ericico com o
organofosforado Malation. Deste modo, concluimos que o acido erucico do 6leo de
Crambe apresenta um potencial toxico como inibidor enzimatico de acetilcolinesterase,
porém estudos sdo necessarios elucidar outros mecanismos envolvidos, além de

desenvolver uma forma de utilizacao para fins comerciais.

Palavras chave: Aedes aegypti. Crambe abyssinica Hochst. Acido erdcico



ABSTRACT

In the face of the recurrent global epidemics related to the mosquito A. aegypti main
transmitter of the dengue virus, Zika, Chicungunha and urban yellow fever, we observe
the constant use of insecticides and consequent emergence of mosquito resistant strains.
Thus, several researches are being developed to control the vector, including the
identification of larvicides from plant extracts. Crambe abyssinica Hochst is an oilseed
belonging to the cruciferous family, the same as the rapeseed and canola cultivated in
Central Brazil, with great industrial value due to the quality of its oil. The objective of
this work was to evaluate the larvicidal effect of protein fractions and Crambe oil. The
protein components were extracted into 0.2 mol / L sodium phosphate buffer, pH 7.0 (1g
/ 4ml). Fractionated by Sephadex-G-100 resin exclusion chromatography. In order to
verify the mortality with third instar larvae of A. aegypti, the fractions obtained were
incubated at concentrations of 0.4, 2, 10, 20, 40 and 80 pg / ml with the larvae and at the
concentrations used larvicidal activity. The assay performed with Crambe oil was
performed at concentrations of 100, 300 and 500 ul showed larvicidal effect in all
amounts. Erucic acid, the main component of the oil, was tested at concentrations of 0.5
to 4 mg / mL. Resulting in LC50 at a concentration of 1.5 mg/ ml (4.7 Mm) and LC90 at
a concentration of 2.5 mg / ml (7.5 mM), promoting 52% and above 90% larval mortality
respectively. In order to elucidate the possible mechanism of action of the deaths, this
activity was investigated by enzymatic extraction of the larvae (L3) treated with 2.5 mg /
ml of erucic acid, incubated for two hours and a 35% reduction in activity compared to
control without treatment. These results were reaffirmed by the comparative analysis of
the inhibition of erucic acid with the organophosphorus Malation. Thus, we conclude that
erucic acid of Crambe oil has a toxic potential as an enzymatic inhibitor of
acetylcholinesterase, but studies are necessary to elucidate other mechanisms involved,

as well as to develop a form of commercial use.

Keywords: Aedes aegypti. Crambe abyssinica Hochst. Erucic acid.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente as populagdes das zonas tropicais e subtropicais do mundo tem sido
acometida por algumas doencas consideradas epidémicas transmitidas por mosquitos
como o A. aegypti. O A. aegypti é importante vetor de viroses, sendo considerado pela
organizacdo mundial de saude (OMS), um grave problema de saude publica. Neste
sentido, faz-se necessario pesquisas visando identificar novas alternativas de controle do
vetor e por tanto busca-se a prospeccdo de produtos naturais de origem vegetal com

propriedades toxicas.

1. O VETOR A. aegypti

A. aegypti do grego aedes, “odioso”, e do latim &gypt “do Egipto”, ¢ a
nomenclatura taxondmica e popularmente conhecido “mosquito da dengue”
(FERREIRA, 1986).

O mosquito A. aegypti pertence a familia culicidae, subordem nematocera da
ordem Diptera. A familia culicidae é subdividida em trés subfamilias: anophelinae,
culicidae e toxorhynchitinae, sendo o principal o culicinae, abrangendo cerca de 3000
espécies, em aproximadamente, 24 géneros diferentes em que grande maioria tem como
habito alimentar a hematofagia (GWARDS & COLLINS, 1996).

Esta espécie de mosquito mede menos de 1 cm e é facilmente identificada pelas
manchas brancas presente no corpo (figura 1), foi disseminado por todo o continente
americano, pelo préprio homem, através do transporte dos ovos, das larvas e até mesmo
do mosquito adulto em navios, avides e veiculos terrestres (FRANCIS; ALEXANDER,
2014).

Além disso, 0 ovo do A. aegypti é extremamente resistente, conseguindo sobreviver
por muitos meses no seco (gracas a formacdo da cuticula serosa durante a embriogénese),
caracteristica unica quando comparado aos ovos de mosquitos vetores de outros géneros
(REZENDE et al., 2008). Sao insetos holometabolos, que apresentam metamorfose
completa, ou seja, tem-se ovo, larva, pupa e inseto adulto. O ovo quando em contato com
a agua eclode em larvas, em torno de 2 dias, as larvas as quais se alimentam de matéria
organica levam em torno de 5,6 a 9,1 dias passam por quatro instar de desenvolvimento:
L1, L2, L3, L4 e pupa (BESERRA, et al, 2009).
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Ciclo de vida de
Aedes aegypti

Mosquito adulto

- (@8

pupa

22 estadio

32 estadio

42 estadio

Figura 1: Ciclo de vida do A. aegypti. A- adulto. B- ovos. C- larva de primeiro estadio. D- larva de segundo
estadio. E- larva de terceiro estadio. F- larva de quarto estadio. G- pupa. Fonte: Geris et al., 2012.

A fémea tem preferéncia para alimentar-se do homem e seu horério de atividade
é diurno em locais domiciliares (NGOAGOUNI et al., 2016). Desde que o sangue do
hospedeiro esteja infectado, 0 mosquito estara apto a transmitir o virus apés 8 a 12 dias
sendo este intervalo considerado como o periodo de incubacdo ou transmissdo extrinseco.
Esta condicdo permanece até o final de sua vida (6 a 8 semanas). Nao ha transmissao por
contato direto de um doente ou de suas secre¢Ges com pessoas sadias, nem por intermédio
de agua ou alimento contaminado (GUBLER, 2011).

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Classe: Insecta

Ordem: Diptera
Subordem: Nematocera
Familia: Culicidae
Subfamilia: Culicinae
Género: Aedes

SUbge_nerO: Stegomyla Figura  2: Mosquito  A.  aegypti . Fonte:
Espécie: A. aegypti http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/textos/curiosidades.html
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1.1 Historico das epidemias

1.1.1 Dengue

O agente etioldgico da dengue é um arbovirus (virus transmitido por artrépodes), do
género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae. Sdo conhecidos quatro tipos
imunoldgicos do virus sendo designados: Dengue Virus Sorotipo - DENV: Den-1, Den-
2, Den-3 e Den-4 (WHO, 2012). Além de outras doencas, como febre amarela urbana,
mais recentemente, chikungunya e Zika (BHATT et al., 2013).

A viremia por dengue se inicia um dia antes do aparecimento da febre e permanece
até o sexto dia da enfermidade, com quadro febril agudo que pode ser de curso benigno
ou grave. Clinicamente a dengue € apresentada como: dengue classica, ou febre da dengue
(sintomatica ou assintomatica), febre hemorragica da dengue, e, as vezes, como sindrome
de choque da dengue (BRASIL.MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A dengue classica, em geral, se inicia abruptamente com febre alta (39° a 40°),
seguida de cefaleia, mialgia, prostracdo, anorexia, astenia, dor retro orbitaria, nauseas,
vOmitos, exantema, prurido cutaneo, hepatomegalia, dor abdominal generalizada. Este
quadro clinico tem duracdo média de cinco a sete dias, quando cessa 0s sinais e sintomas.

Na febre hemorragica, os sintomas iniciais sdo semelhantes aos da dengue classica,
mas no terceiro ou quarto dia o quadro se agrava com dor abdominal, sinais de debilidade
profunda, agitacdo ou letargia, palidez de face, pulso rapido e débil, hipotensdo com
diminuicdo da pressdo diferencial, manifestacdes hemorragicas espontaneas, derrames
cavitarios, cianose e diminuicdo brusca da temperatura (BRASIL.MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

O virus do dengue é amplamente distribuido em zonas tropicais e subtropicais do
mundo e varios surtos foram relatados no passado em paises asiaticos e latino-
americanos, o Brasil é responsavel por quase 98,5% das fatalidades (PAHO, 2008).

A contaminacdo ocorre atraves da picada dos mosquitos A. aegypti e Ae. Albopictus
que sdo o0s responsaveis pelas transmissdes do dengue. Desde 1846, ha relatos de
epidemias de dengue no Brasil, no periodo de 1846 a 1853, ocorridas em S&o Paulo e Rio
de Janeiro, mas as primeiras citacfes na literatura cientifica datam de 1916 (Meira), na
cidade de S&o Paulo, e em Niterdi no ano de 1923 (PEDRO, 1923). Em 1928, um navio

francés com casos suspeitos esteve em Salvador, Bahia, mas ndo houve circulagdo do
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virus na populacéo dessa capital (SOARES, 1928). Até 1970, apenas nove paises haviam
sofrido graves epidemias de dengue.

As areas urbanas do Brasil permaneceram livres do A. aegypti até 1976. Com o
ressurgimento do mosquito nas Américas, deu-se inicio a uma onda de epidemias
comegando em 1981 em Roraima e, ap0s seis anos, no Rio de Janeiro e algumas capitais
da regido Nordeste, resultando na circulacdo endémica e epidémica do virus por todo o
pais. Na decada de 90 do século passado, as regides Sudeste e Nordeste foram
responsaveis pela maior parte dos casos notificados.

Em 2002, foi observada, até aquele ano a maior incidéncia da doenca, quando
foram confirmados cerca de 697.000 casos (Ministério da Saude, 2009). Uma vez
infectada por um dos tipos, o infectado ganha imunidade vitalicia contra o sorotipo em
particular. No entanto, a imunidade cruzada para 0s outros sorotipos € parcial e
temporaria. E relevante destacar que as infeccdes subsequentes causadas por outros
sorotipos aumentam o risco de dengue grave (WHO, 2008).

Em 2010 eram de 2,2 milhdes de casos, passando a 3,2 milhdes em 2015, e ja no
ano seguinte a doenca era endémica em mais de 100 paises nas regides da Africa,
Ameéricas, Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental. Ainda assim
as regides mais afetadas sdo as Ameéricas, o Sudeste Asiatico e o Pacifico Ocidental.
Ainda em 2016, houveram grandes surtos de dengue em todo o mundo, sé no Brasil, havia
pouco menos de 1,5 milhdes de casos, com registro de 1032 mortes. (WHO, 2016)

O crescimento das cidades de forma desordenada, sem infraestrutura adequada,
com precario servigco de saneamento basico e a falta de destinacdo correta para residuos
solidos, contribuem para o aumento da producdo de recipientes plasticos descartaveis
proporcionando o aparecimento de criadouros, ampliando a densidade populacional do
mosquito. O crescente fluxo de pessoas que transitam pelas diversas areas e paises no
mundo propiciou também a expansdo da dengue para areas integras (BHATT et al., 2013).

O dengue é a infecgdo viral mais comum que afeta seres humanos transmitida por
mosquitos. Estima-se que 390 milhdes de casos de dengue ocorrem anualmente em torno
de 125 Paises em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo como apresentado no
mapa (Figura 3) (WHO, 2017).

Sobre o desenvolvimento de medidas profilaticas, a primeira vacina do dengue
Dengvaxia® foi desenvolvida em 2015 por autoridades reguladoras em 19 paises, para
uso em areas endémicas em pessoas entre 9 e 45 anos de idade. Dengvaxia® foi licenciada

com base nos resultados de dois grandes ensaios clinicos, desenvolvido pela Sanofi
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Pasteur. E uma vacina tetravalente recombinante da dengue, baseada na cepa da vacina
da febre amarela 17D, administrada em uma série de 3 doses com 6 meses entre cada
dose. A vacina possui quatro componentes, codificando para antigenos das quatro cepas
do virus da dengue. Os resultados confirmaram achados anteriores de que, no geral, 0s
participantes do ensaio sorotipo positivo para dengue tinham um risco reduzido de dengue
grave e confirmacdo de internacdo devido a dengue. Ja o sorotipo negativo, ou seja, que
nunca foram infectadas se dispdem a dengue grave. Uma hipotese plausivel € que a vacina
pode iniciar uma primeira resposta imune a dengue em pessoas soronegativas que as
predispdem a um risco maior de doenca grave. No entanto, outras hip6teses sdo possiveis
e, nesse instar, ndo ha explicacdo definitiva. E importante ressaltar que n3o é a vacina
gue provoca casos excessivos, mas sim que a vacina induz um estado imunolégico que
aumenta o risco de infeccOes subsequentes serem mais pronunciadas (WHO, 2015)
Neste ano a Organizacdo Mundial da Saude reconheceu que em ambientes de alta
prevaléncia, a vacina pode ter beneficios significativos ao nivel da populacdo. No entanto,
até que uma revisao completa seja realizada, a OMS recomenda a vacinagdo apenas em
individuos com uma infeccdo documentada por dengue passada, seja por um teste de

diagnostico ou por um historico médico documentado de doenga de dengue (WHO,2018).
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Figura 3: Mapa global da infec¢do do Dengue nas &reas destacadas, corresponde a zona tropical e
subtropical do mundo Fonte; http://apps.who.int/ithmap/2018

1.1.2 Zika

De acordo com a organizacdo Mundial da salude, o zika virus é um flavivirus,

considerado um arbovirus, identificado pela primeira vez em Uganda em 1947 em
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macacos. Mais tarde, foi identificado em humanos em 1952 em Uganda e na Republica
Unida da Tanzania. Surtos de doenca do virus Zika foram registrados na Africa, nas
Américas, na Asia e no Pacifico. Dos anos 1960 a 1980, casos esporadicos raros de
infeccbes humanas foram encontrados em toda a Africa e Asia, geralmente
acompanhados por doencas leves.

O primeiro surto registrado de doenca do virus Zika foi relatado na llha de Yap
(Estados Federados da Micronesia Francesa) em 2007. Em margo de 2015, o Brasil
registrou um grande surto de doenca, logo identificado como infeccao pelo Zika virus que
se espalhou rapidamente nas Américas. Foram confirmados os primeiros casos da doenca
em abril de 2015 sendo notificados 148.905 casos suspeitos da doenca no Brasil,
incluindo 6bitos. Em média as pessoas que morreram tinham 20 anos de idade. De acordo
com a Organizagdo Pan-Americana da Saude, em 2016, dos casos de Zika nas Américas,
94% foi no Brasil, entre os meses de janeiro a maio. (WHO, 2017).

O principal modo de transmissdo descrito do virus é por vetores. No entanto, esta
descrita na literatura cientifica a ocorréncia de transmissao ocupacional em laboratorio de
pesquisa, perinatal e sexual, além da possibilidade de transmisséao transfusional. Segundo
a literatura, mais de 80% das pessoas infectadas ndo desenvolvem manifestacées clinicas,
porém quando presentes sdo caracterizadas por exantema maculopapular pruriginoso,
febre intermitente, hiperemia conjuntival ndo purulenta e sem prurido, artralgia, mialgia
e dor de cabeca e, menos frequentemente, edema, dor de garganta, tosse, vomitos e
hematospermia. Apresenta evolucdo benigna e os sintomas geralmente desaparecem
espontaneamente ap6s 3 a 7 dias. (BRASIL.MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Segundo
Amilcar Tanuri estudos recentes mostram inclusive o reaparecimento em alguns pacientes,
em areas endémicas, dos sintomas de zika, comprovados por diagnéstico molecular, no sangue
e, depois de um, dois e até trés meses voltam a ter dores articulares e a ficarem com edema nas

maos, sendo possivel isolar o virus.

O Zika Virus é transmitido por A. aegypti e pelo mosquito Aedes albopictus. Um
estudo realizado por Duschinka na Fiocruz Pernambuco detectou a presenca do virus Zika
em mosquitos da espécie Culex quinquefasciatus, ao comparar a presenca do virus Zika
em A. aegypti e Culex quinquefasciatus intestino médio, glandulas salivares e saliva , Iém
de encontrar mosquitos de campo dessa mesmo espécie também infectados, comprovando

a viabilidade do virus ser transmitido por uma gama maior de vetores.

17



No Brasil a disseminacdo do virus foi acompanhada por um aumento sem
precedentes no nimero de criancas nascidas, principalmente na regido nordeste com a
circunferéncia da cabeca pequena, uma condi¢cdo chamada microcefalia, que consiste
em uma malformacdo neonatal caracterizada por um perimetro encefalico, abaixo do
desvio padréo da populacéo normal daquela faixa etaria e sexo. Também houve relatos
em varios paises, incluindo o Brasil, do aumento repentino nos casos de sindrome de
Guillain-Barré, um disturbio neuroldgico que pode causar paralisia e as vezes ocasiona
amorte. Essa sindrome é uma condicdo rara na qual o sistema imunoldgico do paciente
ataca o sistema nervoso. Pessoas de todas as idades podem ser afetadas, mas é mais
frequente em adultos e no sexo masculino.

Além das consequéncias ja abordadas, outros relatos apontam para a causa de
abortos e mortalidade pré-natal. O espectro de anomalias congénitas associadas a
exposicao de fetos ao zika virus durante a gravidez é chamado de (sindrome congénita

associada a infeccdo pelo zika virus) (WHO, 2017).

1.1.3 Chikungunya

A chikungunya é uma doenca viral transmitida também por mosquitos, descrita
pela primeira vez durante um surto no sul da Tanzania em 1952. E um virus de RNA que
pertence ao género alphavirus da familia Togaviridae. O nome “chikungunya” deriva de
uma palavra na lingua Kimakonde, que significa “ficar contorcido”, e descreve a
aparéncia encurvada de pacientes com dor articular (artralgia). A doenca é caracterizada
por febre frequentemente acompanhada de dor nas articulagdes. Outros sinais e sintomas
comuns incluem dor muscular, dor de cabeca, nausea, fadiga e erup¢do cutanea. As fortes
dores nas articulacBGes sdo debilitantes, mas geralmente dura alguns dias ou pode ser
prolongada por semanas. Dai o virus pode causar doenca aguda, subaguda ou cronica. O
Chikungunya foi identificado em mais de 60 paises na Asia, Africa, Europa e Américas.
O virus é transmitido pelas picadas de mosquitos fémeas infectadas, o A. aegypti e
0 Aedes albopictus. O inicio da doenca ocorre geralmente entre 4 e 8 dias, mas pode variar
de 2 a 12 dias. (WHO, 2017).

Varios métodos podem ser usados para o diagndstico. Testes soroldgicos, como

ensaios imunoenzimaticos (ELISA), podem confirmar a presenca de anticorpos anti-
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chikungunya IgM e IgG. Os niveis de anticorpos IgM sdo mais altos 3 a 5 semanas apds
0 inicio da doenca e persistem por cerca de 2 meses. Ndo ha tratamento especifico com
drogas antivirais para chikungunya, possuindo apenas o tratamento dos sintomas. N&o ha

vacina comercial contra chikungunya. (WHO, 2017)

No ano vigente, no Municipio de Campos dos Goytacazes, norte fluminense,
foram confirmados, pela Secretaria de Saude um surto epidémico de chikungunya na
cidade, com 300 casos por cada 100 mil habitantes, resultando em 558 casos confirmdos com

400 registrados no centro de referéncia.

1.2 Medidas para controle do vetor

O controle de insetos visa reduzir as populacdes de pragas e vetores de doencas e
para um controle mais efetivo e com baixo custo é necessario conhecer os fatores
abiodticos como regime climético, temperatura, pressdo, umidade, intensidade de luz e
chuvas. No ecossistema em que se encontra a espécie tém uma grande influéncia no
tamanho e no comportamento da populacdo do inseto alvo. Além desses fatores também
¢ importante conhecer alguns aspectos basicos sobre a biologia e ecologia do inseto alvo.
Fatores bioticos, tais como relagdes de predatismo, ciclo de vida, marcadores de
resisténcia, caracteristicas de dispersdo de populagéo e as rela¢gdes com outros seres vivos
com 0s quais convivem, esses sdo fundamentais para que o controle seja executado com
sucesso. Porém, o controle eficaz € uma tarefa dificil, ndo existindo um protocolo Unico
que possa ser executado para uma determinada populagédo (BRAGA E VALLE, 2007).
Um procedimento racional é o controle seletivo, que deve ter como alvo uma
particularidade fisiologica do inseto, de preferéncia ndo encontrada em plantas e
mamiferos hospedeiros. Os componentes bioquimicos ou vias bioguimicas que sdo unicos

em insetos sdo considerados bons alvos para isso.

Considerando as condic¢des socioambientais favoraveis a expansdo do A. aegypti
em nosso pais, este ndo foi controlado desde sua reintroducdo em 1976 até 2002
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Sendo assim, o Ministério da Sadde decidiu rever a
estratégia empregada contra o A. aegypti e criou o Programa de Erradicacdo do A. aegypti
(PEAQ).

O PEAa, mesmo ndo atingindo seus objetivos teve méritos ao propor a

necessidade de atuacdo multissetorial e prever um modelo descentralizado de combate a
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doenca, com a participacdo das trés esferas de governo, Federal, Estadual e Municipal.
Participacdo essa, que resultou em um fortalecimento das acGes de combate ao vetor, com
um significativo aumento dos recursos utilizados para essas atividades, mas ainda com as
acoes de prevencdo centradas quase que exclusivamente nas atividades de campo de
combate ao A. aegypti com o uso de inseticidas. Essa estratégia, comum aos programas
de controle de doencas transmitidas por vetor em todo o mundo, mostrou-se

absolutamente incapaz de responder a complexidade epidemioldgica da dengue.

Ainda em 2002 diante do cenario epidemioldgico foi necessario intensificar as
medidas de controle, resultando na reducdo do impacto da dengue no Brasil. Com esse
objetivo, o Ministério da Salde apresenta esse Programa Nacional de Controle da Dengue
(PNCD), com os seguintes fundamentos:

1) a elaboracdo de programas permanentes; 2) o desenvolvimento de
campanhas de informacdo e de mobilizacdo das pessoas com maior
responsabilizacdo de cada familia na manutencdo de seu ambiente doméstico
livre de potenciais criadouros do vetor; 3) o fortalecimento da vigilancia
epidemioldgica e entomolégica para ampliar a capacidade de predicdo e de
deteccdo precoce de surtos da doenca; 4) a melhoria da qualidade do trabalho
de campo de combate ao vetor; 5) a integracdo das a¢des de controle da dengue
na atencdo basica, com a mobilizacdo do Programa de Agentes Comunitérios
de Salde (Pacs) e Programa de Saude da Familia (PSF); 6) a utilizagdo de
instrumentos legais que facilitem o trabalho do poder publico na eliminacdo de
criadouros em imOveis comerciais, casas abandonadas, etc.; 7) a atuagdo
multissetorial por meio do fomento a destinacdo adequada de residuos s6lidos
e a utilizacdo de recipientes seguros para armazenagem de &gua; e 8) o
desenvolvimento de instrumentos mais eficazes de acompanhamento e
supervisdo das acBes desenvolvidas pelo Ministério da Salde, estados e
municipios. (BRASIL.MINISTERIO DA SAUDE, 2002)

A fim de compreender melhor essas medidas de controle podemos considera-las da
seguinte forma: controle mecanico, controle legal, controle bioldgico e controle quimico.

De acordo com as diretrizes nacionais para prevencéo e controle da dengue de 2009
0 controle mecénico consiste na adocdo de préaticas capazes de impedir a procriagdo do
A. aegypti, tendo como principais atividades a protecdo, a destruicdo ou a destinacdo
adequada de criadouros, que devem ser executadas sob a supervisdo do Agente de
Controle de Endemias (ACE), ou Agente Comunitario de Saude (ACS), prioritariamente

pelo préprio morador/proprietario. Entre as medidas apontadas pela Diretriz esta:

Reforgo na coleta de residuos solidos, com destino final adequado, em
areas com altos indices de infestacdo; coleta, armazenamento e destinacao
adequada de pneuméticos, atividade que tem amparo legal na Resolugdo
Conama n° 258 e que é executada em parceria entre a iniciativa privada e 0s
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municipios, com a implantacdo de Ecopontos; vedacdo de depdsitos de
armazenamento de agua, com a utilizacdo de capas e tampas.
(BRASIL.MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Dessa mesma forma, alguns estudos, buscaram implementar essas medidas de
controle mecanico ao utilizarem de plantas da familia Bromeliaceae como criadouros de
A. aegypti e a partir da aplicacdo de palha de madeira e de casca de arvores entre as folhas
de bromélias ornamentais, em que se mostrou eficaz contra o desenvolvimento de larvas
do A. aegypti (SILVA E GOMES, 2008).

O controle legal diz respeito ao uso de instrumentos legais de apoio aos demais
controles, como por exemplo, leis e portarias que podem ser instituidas no ambito dos
municipios, estado ou federacdo, e principalmente a responsabilizar o proprietério pela
manutencéo e limpeza de terrenos baldios, assegurar a visita domiciliar do Agentes de
controle de endemias aos imdveis fechados, abandonados e onde exista recusa a inspecéo,
além de regulamentar algumas atividades comerciais consideradas criticas, do ponto de
vista sanitario. (MINISTERIO DA SAUDE, 2009)

O controle bioldgico pode ser definido como qualquer atividade envolvendo
manipulacdo de inimigos (predadores, parasitas, parasitoides ou patogénos) naturais ou
modificados, e genes para reduzir ou suprir uma populacdo de animal ou vegetal que
representa uma praga (MELO E AZEVEDO, 1998).

Como por exemplo, a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) usada
exclusivamente no controle de insetos pragas na agricultura, mas com a descoberta de um
isolado patogénico a dipteros chamado Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti)
(BECKER, 2000; POLANCZYK et al., 2003) foi utilizada no controle de vetores de
doencas, e em varios municipios, incluindo-a no controle da dengue
(BRASIL.MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Ainda com bactérias, estudos mostraram
que a Wolbachia é capaz de bloquear a transmissdo do virus da dengue e recentemente
foi comprovado o bloqueio do virus zika e chikungunya no A. aegypti (AHMAD,2017).
Outra alternativa é a utilizacdo de fungos entomopatogénicos (Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana) no controle bioldgico de larvas de A. aegypti quando inoculados em

recipientes usados para a oviposi¢cdo de fémeas do mosquito (PEREIRA GOMES, 2009).

Neste mesmo sentido, mosquitos transgénicos foram criados para reduzir a
populacdo de A. aegypti e participar de estratégias integradas para controle das epidemias

com machos estéreis ou com espermatozoides defeituosos, inviabilizando o surgimento
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da prole (CARVALHO et al., 2015), além de utilizacdo de peixes larvofagos (Bettas) no
controle bioldgico deste vetor (PAMPLONA et al., 2010).

Estes métodos sdo uma alternativa vantajosa em relacdo ao controle quimico,
especialmente quanto ao impacto ambiental e desenvolvimento de resisténcia.

O controle quimico tem papel importante na estratégia de controle do A. aegypti,
inclusive em periodos interepidémicos, pela rapidez e facilidade com que atua. Este
método consiste no tratamento focal, perifocal dos criadouros do vetor e aplicacdo
espacial com equipamento ultra baixo volume (UBV) (BRASIL.MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). O tratamento focal é direcionado ao controle das larvas, com aplicacéo
periddica de larvicidas em recipientes que possam atuar como criadouros (PAHO, 1995;
FUNASA, 2001). O larvicidas pertencentes ao grupo dos organofosforados, de grande
utilizacdo para o controle do A. aegypti € o temefos. Entretanto, seu uso continuo tem
selecionado populag¢des de mosquitos resistentes (BRAGA et al., 2004; BESERRA et al.
2007).

Para o controle quimico adulticida sdo empregadas duas modalidades: a aplicagdo de
inseticida de acdo residual denominada de tratamento perifocal, indicada para uso
rotineiro especifico em imoveis que, além de concentrarem muitos recipientes em
condigdes que favorecem a proliferacdo de formas imaturas, contribuem para a dispersao
passiva do vetor; e a aplicacdo espacial de inseticida com UBV, indicado para situag0es
de surto e epidemias (PAHO, 1995, FUNASA 2001, MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Os inseticidas empregados nestes casos sdo 0s piretroides, cipermetrina e deltametrina
e 0 organofosforado (malathion) (BRASIL.MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Com relacdo ao custo dessas acGes em 2015 o Ministério da satde adimpliu em
torno de R$ 8,1 milhdes dos R$ 13,7 milhdes previstos no orcamento de combate a
dengue, segundo a Coordenacdo Geral do Programa Nacional de Controle da Dengue, 0
valor corresponde a 60% do total previsto no orcamento. Estados e municipios receberam
ainda R$ 1,25 bilhdo para a¢des de vigilancia em salde dentro do Piso Fixo de Vigilancia
em Saude. A fim de comparacdo um estudo realizado no Estado de Goiania mostrou que
a média mensal de custos recorrentes foi de R$1.355.760 (US$814,075) e R$981.100
(US$589,108) nos periodos epidémico e endémico respectivamente; o custo de capital
anual foi estimado em R$683.315 (US$410,301); cerca de 82%, 15% e 3% do custo total
referem-se, respectivamente, as fontes de recurso municipal, federal e estadual
(SANTOQOS, 2015).
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1.3 Controle quimico

1.3.1 Compostos quimicos convencionais

A utilizacdo de compostos quimicos no controle de insetos para protecao das lavouras
de alimentos ja é préatica corriqueira ha varios séculos. Esses compostos podem ser
denominados de pesticidas, agrotoxicos, agroquimicos, defensivos agricolas e sdo
substancias que matam ou controlam um organismo indesejavel para determinada
finalidade agrondmica (BAIRD E CANN, 2011; ELERSEK E FILIPIC, 2011).

De modo geral, os inseticidas abrangem uma larga variedade de substancias
quimicas com diferentes grupos funcionais e, com diferentes modos de a¢do De acordo
com a organizagdo mundial da saude - OMS, as classes de pesticidas permitidos s&o 0s
piretréides, carbamatos, organoclorados e organofosforados. A orientacdo é que nos casos
de combate a insetos, como 0 mosquito, use-se 0s piretréides contra mosquitos adultos e
organofosforados ou Bacillus thuringiensis var. Israeliensis -Bti (ESPINDOLA et al,
2008), no controle de larvas.

De acordo com sua composicdo 0s inseticidas agem de diferentes formas no
organismo alvo, podendo atuar, no bloqueio enzimatico, ou de sitios cataliticos no sistema
nervoso Central e/ou periférico, principalmente em insetos.

Os piretroides sintéticos, afetam o sistema nervoso periférico e central do inseto,
estimulando as células nervosas a produzir descargas repetitivas e, causam paralisia
(WARE, 2000). Sao biodegradaveis, ndo cumulativos e raramente provocam intoxicacoes
agudas em aves e mamiferos, embora possam causar hipersensibilizacdo e irritacdo das
mucosas nesses animais e sao extremamente toxicos aos animais aquaticos (PALCHICK,
1996 apud BRAGA, 2007).

Da mesma forma, os organoclorados atuam no canal de s6dio, mantendo-o aberto
e destruindo o equilibrio de ions sédio e potassio dos ax6nios, impedindo, assim, a
transmissao normal de impulsos nervosos em insetos e mamiferos (WARE, 2000). Possui
uma persisténcia no ambiente e ao acimulo em tecidos do organismo de animais e de
humanos (BRAGA; VALLE, 2007). Os insetos quando desenvolvem resisténcia é por
meio da substituicdo de um ou varios aminoacidos na sequéncia da proteina canal
(DAVIES et al., 2007).
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J& os carbamatos inibem a Acetilcolinesterase (AChE), por carbamilagdo, alguns
carbamatos sdo potentes inibidores da Aliesterase e apresentam seletividade dita contra
as acetilcolinesterase de certas espécies, no entanto, a inibigdo desta enzima pelos
carbamatos é reversivel (WARE, 2000).

Em se tratando dos organofosforados, a literatura aborda sua a¢do no bloqueio
enzimatico da acetilcolinesterase assim também, como os carbamatos, porém, existem
outras agdes toxicas desses pesticidas, tais como: inibicdo de carboxilases e lipases,
ativacdo de proteinas do tipo cinases (PKC, do inglés protein kinase), formacdo de
espécies oxidativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) com posterior
estresse de diversos tecidos, dentre outras, ainda assim a mais citada e estudada no meio
cientifico é a da inibicdo da AChE (FUKUTO E METCALF, 1956; FUKUTO, 1990;
ELERSEK E FILIPIC, 2011; COLOVIC et al., 2011; PATRICK, 2013).

1.3.2 Larvicidas

Dentre os organofosforados o inseticida teméfos foi empregado no controle do A.
aegypti em formulagdes conhecidas como Abate, Difos, Biothion, Abathion, Nimitex e
Swebate. Foi 0 pesticida mais utilizado no Brasil entre os anos de 1967 a 1998, no
controle do vetor é empregado como larvicida em adgua estagnada, na concentracao de 1%
e em reservatorios na concentracdo final de 1ppm (NOBRE, 1998). E aplicado em
intervalos de dois meses, nos criadouros de A. aegypti em todos 0s municipios com
circulagdo viral, desde 1996, inclusive em caixas d’agua e outros recipientes usados para
estocagem de &gua potéavel para uso doméstico, sendo as principais fontes de criagdo de
larvas do vetor. (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1995;
FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2000). Tendo sido substituido, a partir de 2002,
o uso do organofosforado, temefos pelo larvicida bioldgico Bti, na area urbana do Recife
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

A utilizacdo do controle quimico continua sendo uma das principais taticas utilizadas
para o combate dos vetores, entretanto, devido a resisténcia adquirida pelos culicideos e
pesquisas vem sendo desenvolvidas como alternativa. Devido ao intenso uso de
praguicidas, muitas espécies desenvolvem varios mecanismos de defesa para a sua

sobrevivéncia, consequentemente, ocorre a redugédo da eficacia do produto devido a morte
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de todos os individuos suscetiveis, restando apenas o0s imunes ao produto
(MACORIS,1999).

Na tentativa de superar o problema de resisténcia aos inseticidas usuais, uma nova
geracdo de inseticidas entra no mercado, como alternativa em situaces onde ha indicios
de resisténcia aos piretroides e organofosforados. (WHO, 2009). Os reguladores de
desenvolvimento de insetos (IGRs) compdem a terceira geracdo de inseticidas apos 0s
inorganicos e 0s organicos sintéticos. Estes compostos sdo heterogéneos, incluindo os
analogos e antagonistas de hormonio juvenil, andlogos e antagonistas de ecdisona e
inibidores da sintese de quitina. Dentre os inibidores da sintese de quitina, os derivados
do benzoilfenilureia destacam-se por sua acdo inibidora na deposicdo de quitina. O 1-(4-
clorofenil)-3- (2,6-difluorobenzoil)-ureia, conhecido como diflubenzuron, foi o primeiro
composto desse grupo a ser comercializado. Inicialmente, seu uso era para controle de
ervas daninhas e pesquisadores observaram que os insetos alimentados com folhas
tratadas com diflubenzuron tinham dificuldades em fazer a muda (CONSOLI, 1994;
COHEN, 2001 apud GARCEZ, 2013).

O inseticida inibe a sintese da quitina durante o instar mais suscetivel do inseto, a
fase jovem, em virtude de suas sucessivas ecdises. As larvas tornam-se incapazes de
descartar seu exoesqueleto dos insetos, resultando em morte por inani¢do ou ruptura da
nova e malformada cuticula (MELLON, 1984 apud. GARCEZ, 2013).

O biolarvicida obtido da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti) é utilizado como opcdo de substancia ativa, apresentando um componente
produzido durante a esporulagdo, composto pelas proteinas endotoxinas Cry (cristal
toxico) e Cyt (toxina com atividade citolitica e hemolitica), as quais atuam de modo
sinérgico com outros pesticidas. A bactéria libera estas toxinas na forma de protoxinas
ainda inativas que, chegando ao intestino médio do inseto, sdo ativadas por acdo de
proteases, causando lise do epitélio e/ou interrompendo a secre¢do normal e favorecendo
a germinacédo dos esporos, 0 que leva & morte do inseto. A a¢do conjunta dessas toxinas,
aliada a acao de outros pesticidas, geralmente organofosforados, reduz a possibilidade de
resisténcia. Apesar de ser um método de controle eficaz e com baixo efeito residual, esta
toxina sofre efeito de inativacdo com a exposi¢do direta a luz solar (BECKER, 200;
POLACZYZ, 2003 apud 2013).
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1.4 Mecanismo de acdo: Inibicdo da acetilcolinesterase (AChE)

O sitio-alvo de organofosforados e carbamatos sdo os da acetilcolinesterase (AChE),
enzima responsavel pela degradacédo de acetilcolina. Nestes casos, quando ha resisténcia,
ela esta relacionada com afinidade reduzida da AChE pelo inseticida, o que permite a
interrupcdo normal ou quase do estimulo nervoso (FERRARI, 1996; HEMINGWAY,
2000; EFRANCH-CONSTANT, 1998 apud BRAGA, 2007).

A acetilcolinesterase esta presente na maioria dos seres vivos e tem como fungédo
hidrolisar o neurotransmissor chamado de acetilcolina em colina e &cido acético. Essa
enzima é fosforilada pelo inseticida, permanecendo irreversivelmente inativada.

A acetilcolina presente na fenda sinaptica, promove a propagacdo do impulso
nervoso, provocando a abertura de canais de sddio na célula pos-sinaptica. Normalmente,
apos a interrupcdo do estimulo, a acetilcolina é removida por receptacdo ou por
degradacdo enzimatica. Nos casos de inibicdo da AChE, a acetilcolina acumula-se nas
junc@es nervosas, o que impede a interrupc¢do da propagacao do impulso elétrico, na fenda
sinaptica. Dessa forma, o sistema nervoso central continuara sendo estimulado,
desencadeando o processo de paralisia que pode culminar com a morte do inseto
(CHAVASSE, 1997). Nos seres humanos, a acetilcolina permite que informagoes
passadas pelo sistema nervoso central cheguem a diferentes 6rgaos e glandulas do corpo
auxiliando no funcionamento integro dos mesmos. O acumulo inadequado dessa
substancia, devido a inibicdo da AChE, pode acarretar o mau funcionamento de varios
desses 6rgaos e glandulas e, dependendo da demasia, levar a morte (BRASIL, 1998;
PATRICK, 2013).

Sdo dois locais de interacdo do neurotransmissor com a enzima. O primeiro é o
sitio ibnico, onde ha uma interagdo entre a carga positiva do nitrogénio da ACh e a carga
negativa produzida pelo residuo de aspartato da AChE. O segundo é o sitio estearico,
onde o grupo éster da ACh faz ligagdo de hidrogénio com o residuo de tirosina da AChE.
A hidrolise da ACh no sitio ativo da AChE depende dos residuos de histidina, que
funciona como um catalisador acido-base, e de serina, que age como um nucleéfilo. A
serina por si sO € incapaz de hidrolisar um éster, levando a histidina a exercer um papel
importante na catalise. Deste modo, as seguintes etapas sdo realizadas: I. Apds a chegada
da ACh ao sitio ativo da AChE, a carbonila do neurotransmissor € atacada pelo par de

elétrons da hidroxila do residuo de serina. E a histidina atua como uma base retirando um
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préton do ion hidroxénio formado; Il. A histidina protonada atua posteriormente como
um acido, doando um préton para a por¢éo colina da ACh, que é entdo liberada; A saida
da porcéo colina deixa a AChE acetilada e, para que a enzima volte a ter atividade esta
sofrerd hidrdlise, com a agua atuando como nucledéfilo. Entéo, &cido acético é formado
neste processo e o residuo de serina € liberado, fazendo com que a enzima esteja pronta
para atuar novamente como mostrado na figura 3 abaixo (HOUGHTON et al., 2006;
SANTOS et al., 2007; PATRICK, 2013).
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Figura 4: Esquema da hidrélise da ACh no sitio ativo da AChE. Adaptado de Fifer, E. K. (2007).

Os inseticidas organofosforados podem se ligar ao sitio ativo da enzima inibindo-
a ou inativando-a através do ataque nucleofilico do residuo de serina ao fésforo do
composto, fazendo com que a enzima seja fosforilada. A formacédo da ligacdo fosforo-
oxigénio, extremamente forte, dificulta o processo de recuperacdo da enzima, resultando
na sua inibicdo. Em alguns casos, que dependem da velocidade da hidrélise da enzima
fosforilada e da estrutura do pesticida organofosforado, a enzima pode ser ainda inativada.
Esse processo, é conhecido como envelhecimento. Ele consiste na desalquilacdo do

pesticida organofosforado ap6s a sua ligacdo com a enzima, seguido da forte interacao
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entre 0 oxigénio negativo e a histidina protonada (SANTOS et al., 2007; PATRICK,
2013).

Ainda neste sentido os organofosforados podem ser considerados mais ou menos
toxicos de acordo com o tipo de ligacdo encontrada em sua formulagao, os que possuem
ligacdo P=0 sdo considerado mais toxico; 0s que possuem ligagdo P=S sdo menos toxicos
(FUKUTO, 1990; PATRICK, 2013).

Devido a menor toxicidade dos pesticidas organofosforados que possuem a
ligacdo P=S, muitas das substancias utilizadas comercialmente como inseticidas,
possuem essa ligacdo. I1sso faz com que essas substancias sejam menos toxicas para 0s

mamiferos, mas continuem com elevada acdo inseticida (PATRICK, 2013).

1.5 Resisténcia adquirida aos inseticidas

A Organizagdo Mundial de Saude define resisténcia como o desenvolvimento de
uma habilidade em uma linhagem de algum organismo para tolerar doses de um produto
toxico que é fatal para grande parte dos individuos em uma popula¢do normal da mesma
espécie (BRAGA E VALLE, 2007). A resisténcia € um fenbmeno estritamente genético,
com mutacOes que afetam as proteinas alvos dos inseticidas e/ou o seu metabolismo (Li
e cols., 2007). Uma populacdo de insetos é considerada resistente quando sua resposta a
um inseticida em condi¢des de campo ou em bioensaios diminui significativamente
abaixo da sua resposta normal (GEORGHIOU e MELLON, 1983).

Com um curto ciclo de vida e progénie abundante, propicia 0 surgimento de
populacdes com diferentes caracteristicas genéticas. O gene para resisténcia que aumenta
em frequéncia na populacdo pode se espalhar para outras populacdes através do fluxo
genético, o proprio inseticida ndo produz uma mudanca genética; mas Seu USO
ininterrupto, pode selecionar individuos resistentes e isso € um dos principais obstaculos
para o controle de pragas artropodes (HEMINGWAY, et al., 2004).

Os individuos com mutacGes vantajosas relacionadas ao fendtipo de resisténcia
possuem maior probabilidade de sobreviverem a tratamentos com inseticidas e
contribuirem com uma prole maior e aumentam a frequéncia do gene que confere
resisténcia nas proximas geracbes (BEATY E MARQUARDT, 1996).
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Segundo French (1992) uma populacdo de inseto pode desenvolver resisténcia
cruzada, se for tratado com dois produtos quimicamente préximos, quando um deles
causa selecdo para um mecanismo de desintoxicagdo comum a ambos. Ha relatos de
resisténcia cruzada aos organofosforados malathion, fenitrothion e ao carbamato
propoxur em populagédo de Culex quinquefasciatus (BRACCO et al., 1997).

As acdes de controle do vetor das principais doencas que acometem a sociedade
tiveram sua eficcia reduzida devido a resisténcia analisada nos insetos. Durante décadas
0 controle dos insetos envolveu a eliminacdo mecanica de locais de reproducdo e
aplicacOes de larvicidas e adulticidas em operacGes de pulverizacao espacial. (DUSFOUR
etal., 2015). Este fato afeta o controle de vetores a nivel mundial, e as estimativas indicam
que mais de 500 espécies de artropodes desenvolveram resisténcia a um ou mais
pesticidas (GEORGHIOU E LAGUNES-TEJEDA, 1991). No Brasil, os primeiros casos
de resisténcia de populacdes de A. aegypti ao temefdés foram relatados em 1999
(MACORIS et al., 1995, FUNASA, 1999; BESERRA et al., 2007; MONTELLA et al.,
2007). Neste contexto, algumas metodologias alternativas tém sido desenvolvidas,

entretanto, os inseticidas quimicos ainda séo primordiais nos programas de controle.

A reducéo da sensibilidade dos insetos aos inseticidas pode estar envolvida em
mecanismos como: 1. ModificacBes comportamentais, onde 0 inseto reconhece a
presenca do inseticida e evita contato com ele, por exemplo, reduzindo sua entrada em
domicilios (MBOGO E COLS., 1996; MATHENGE E COLS., 2001); 2. Redugdo na
penetracdo cuticular, associada a modificagdes na sua composi¢do (STONE E BROWN,
1969); 3. Resisténcia metabolica, por aumento da capacidade de metabolizacdo desses
produtos, através de enzimas de detoxificacdo (HEMINGWAY, 2000); e 4. Modificacédo
nos sitios alvos dos inseticidas (FFRENCH-CONSTANT E COLS., 2004).

v Resisténcia Metabolica

A resisténcia metabdlica a organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretroides tem sido associada principalmente ao aumento da detoxificacdo desses
inseticidas promovida por trés principais enzimas: glutationa-S-transferases (GSTSs),
esterases (ESTs) e citocromo P450 (CYPs) (HEMINGWAY, 2000; PERRY E
COLS.,2011). A alta atividade de enzimas de detoxificacdo pode estar associada a
elevacdo dos niveis de expressdao dos genes que codificam estas enzimas, como por

exemplo, foi descrito para linhagens de A. gambiae resistentes a DDT, que apresentam 0s
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genes de GSTs super expressos (ORTELLI E COLS., 2003). Outros processos que podem
levar ao aumento de atividade de detoxificacao de inseticidas sdo a amplificacdo génica,
observada em linhagens de C. quinquefasciatus resistentes que apresentam cerca de 20
copias do gene de estearase B (GUILLEMAUD E COLS., 1997); E o aumento da
atividade de enzimas de detoxificacdo pode ainda ser resultante de substituicbes de
aminoacidos, que modificam sua afinidade pelo composto toxico, aumentando o nivel de
resisténcia (HEMINGWAY, 2000).

v Resisténcia por Modificagdo nos Sitios Alvos dos Inseticidas

A resisténcia a inseticidas pode também ser decorrente de modificacdes nas
moléculas alvos dessas substancias, dificultando ou impedindo a interacao (Perry e cols.,
2011). Uma substituicdo do aminoacido alanina por um de serina no receptor de GABA
confere resisténcia aos inseticidas ciclodienos, como o dieldrin. Esta mutacdo ja é
encontrada em D. melanogaster, A. aegypti e em varios outros insetos resistentes ao
inseticida (THOMPSON E COLS., 1993; FRENCH-CONSTANT E COLS., 1998).
Outros exemplos de mutac¢des em sitios alvos dos inseticidas sdo as encontradas nos genes
que codificam canais de sédio dependentes de voltagem, que estdo associados a
resisténcia a DDT e piretroides conhecida como “kdr”. A primeira mutagdo observada
relacionada a resisténcia “kdr” em insetos, foi a substituicdo do aminoacido leucina por
fenilalanina no segmento transmembrana S6 do dominio Il do canal de sédio de M.
domestica. Essa mutacao produz um aumento cerca de 10 a 20 vezes maior na resisténcia
ao DDT e piretréides. Um segundo ponto de mutagdo ocorre em outra regido do mesmo
dominio, agora a substituicdo do aminoacido metionina por uma treonina, resultando em
um aumento de cerca de 500 vezes na resisténcia a estes dois inseticidas. Esse fenotipo é
conhecido como super “kdr” (WILLIAMSON E COLS., 1993; WILLIAMSON E COLS.,
1996; WILLIAMSON E COLS., 1997) A observacdo de resisténcia cruzada dos
inseticidas DDT e piretrdides € um bom indicativo da resisténcia do tipo kdr (BEATY E
MARQUARDT, 1996). Outro alvo de inseticidas € a enzima acetilcolinesterase.
Mutacdes pontuais em cinco regides do gene desta enzima foram descritas e estdo
associadas a resisténcia a organofosforados e carbamatos em D. melanogaster (MUTERO
E COLS., 1994).

Com relacdo aos Agentes de Controle Bioldgico e a Compostos Reguladores do
Crescimento dos Insetos, ja se tem documentado altos niveis de resisténcia em larvas de

C. quinquefasciatus a toxina Bin, produzida pelo B. sphaericus. A resisténcia a inseticidas
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de terceira geracdo, do tipo hormonal, é pouco evidenciada, entretanto, altos niveis de
resisténcia a metopreno tém sido observados no mosquito O. nigromaculis (CORNEL E
COLS., 2002) e em A. taeniorhynchus (DAME E COLS., 1998).

A resisténcia aos inseticidas de terceira geracdo, do tipo ndo hormonal, também é
pouco conhecida. A resisténcia ao diflubenzuron, um inibidor da sintese de quitina, tem
sido relacionada com altos niveis de enzimas GSTs e CYPs encontrados nestes insetos
(SAUPHANOR E COLS., 1997).

Os mecanismos de resisténcia a inseticidas descritos anteriormente, sozinhos ou
em combinacdo, podem conferir um amplo espectro de resisténcia (HEMINGWAY E
COLS., 2004). Dois fenbmenos adicionais relacionados com resisténcia sdo conhecidos,
a resisténcia cruzada e a mualtipla. A primeira refere-se aos casos nos quais um Unico
mecanismo de defesa confere resisténcia a inseticidas de uma mesma classe ou a
inseticida de classes diferentes. Para exemplificar, j& foi descrito resisténcia cruzada a
DDT e a piretréides em A. albimanus da Guatemala, a qual foi associada a alta atividade
de oxidases do tipo CYP (BROGDON E COLS., 1999). No caso da multipla, a defesa é
contra inseticidas atraves de mecanismos de resisténcia multiplos e coexistentes
(MILANI, 1963; BUSVINE, 1968). A resisténcia multipla tem sido observada em
populacBes de A. gambiae e C. quinquefasciatus de Benin (Africa) resistentes a DDT e
piretréides. Os mecanismos de resisténcia encontrados nestas duas populacGes, que
justificam este tipo de resisténcia, foram a ocorréncia simultanea de mutacao “kdr” e o
aumento da metabolizagdo desses compostos por enzimas de detoxificacdo (CORBEL E
COLS., 2007).

1.6 Consideragdes Finais

Considerando a necessidade de se obter novos componentes, como alternativa aos
inseticidas sintéticos para o combate de insetos, principalmente de mosquitos
transmissores de doengas, € que se tem investido em estudos com extratos vegetais.
Sabendo que as plantas sdo fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas,
ja que essas sdo produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque patogénico,
denominadas fitoalexinas (SIMAS et al., 2004).
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O sistema imune inato da planta constitui o primeiro mecanismo para a luta
contra os agentes patogénicos que a invadem (FERREIRA & PINTO et al., 2010).
Compostos como metabolitos secundarios, peptideos antimicrobianos (AMPS), entre
outros desempenham um papel-chave na defesa contra microrganismos, utilizando
diversos modos de acdo (BROEKAERT et al., 1995; GARCIA-OLMEDO et al., 1995;
NG, 2004; PORTIELES et al., 2006).

Alguns trabalhos demonstram o potencial vegetal como Lelis (2012)
demonstrando os efeitos dos extratos obtidos de Ottonia frutescens e Trigynaea
oblongifolia que inibiram a ovoposi¢do de fémeas do mosquito A. aegypti. Em 2015 Silva
relatou o uso da torta de Ricinus communis como inibidor de protease (RcTI) agindo no
controle tanto da germinacdo do fungo fitopatogénico C. gloeosporioides quanto no
desenvolvimento larval de A. aegypti. Em 2017, Marques testou metabdlitos de Ottonia
anisum em larvas (L3) de A. aegypti, comprovando ser eficiente na mortalidade dessas

larvas.

Em investigacdo as bases existentes em Propriedade Intelectual em deposito de
patentes, foram encontradas uma grande diversidade de patentes relacionadas a area que
se refere a este projeto. Foi encontrado uma vasta variedade de inventos patenteados,
destacando-se a primeira referente a Complexos de inclusdo do 6leo essecial de Citrus
sinensis (l.) osbeck em b-ciclodextrina com atividade larvicida as larvas do A. aegypti.
Em que sua formulacdo/composicdo compreende complexos de inclusdo (6leo
essencial/13- ciclodextrina), que favorece a solubilidade do 6leo em meio aquoso. Os
complexos de inclusdo resultam da obtencdo de um sistema binario que favorece a
liberacdo do 6leo (e seus constituintes) como bioinseticida contra as larvas do A. aegypti
(BR 10 2014 024639 8 A2).

Ainda neste sentido, uma outra formula¢do/composicao a base de nanocompadsito
bentonita/polimero hidrofilicoidleo essencial para controle larvicida do A. aegypti
contendo Oleo essencial de Syzygium aromaticum e nanocompdsitos. Nesta
formulagdo/composi¢do do produto larvicida proposto compreende nanocompoésitos
(bentonita/polivinilpirrolidonaldleo essencial), que favorece a solubilidade do 6leo em
meio aquoso. Os nanocompdsitos resultam da obtencdo através da intercalacdo por
solucdo argila/polimero que favorece a liberacdo do dleo (e seus constituintes) como
alternativa ao controle das larvas do A. aegypti (BR 10 2014 030551 3 A2).
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Contudo, nota-se um esforco nas pesquisas e invengdes de produtos na area de
controle de pragas e vetores a partir de extratos vegetais como forma alternativa aos
produtos sintéticos, visando oferecer ao mercado novas formulagdes e consequentemente

0 uso sustentavel e que ndo ofereca riscos aos demais animais e meio ambiente.

Neste sentido o presente trabalho utilizou o vegetal Crambe Abyssinica Hochst
como possivel fonte natural de substancias com efeitos letais em larvas de A. aegypti de
forma a agregar esse conhecimento a utilidade industrial para esta cultura, além de,
oferecer uma nova alternativa para o combate de vetores responsavel por epidemias

graves que acometem o Brasil e 0o mundo.
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2. O VEGETAL: Crambe abyssinica Hochst

2.1 Descricao do vegetal

O crambe (Crambe abyssinica) € uma oleaginosa da familia Brassicaceae, que possui
integrantes com finalidades olerificas semelhantes ao crambe, como a colza (Brassica
napus L. var oleifera), canola (B. napus) e mostarda (B.juncea; B. campestres; B. alba;
B. nigra)( Lazzeri et al., 1994). Antigamente conhecida como planta de 6leo da familia
das Cruciferaceae ou cruciferas (FALASCA et al., 2010).

O género Crambe possui 39 espécies conhecidas, e Crambe abyssinica Hochst
enquadra-se na se¢do Leptocrombe DC. Subespécie Abyssnica Hochst, (PRINA, 1999).

Além dessas, muitas espécies da familia sdo cultivadas como plantas horticolas e
foram introduzidas no Brasil, a exemplo do Repolho (B. Oleracea var. capitata), Couve
(B. oleracea var.acephala), Couve-flor (B. oleracea var. botrytis), Brocolis (B. oleracea
var. itdlica), Couvechinesa (B. pekinensis), Couve-rabano (B. Oleracea var. gongylodes),
Couve-de-bruxelas (B. Oleracea var. gemmifera), Couve-tronchuda (B. oleracea var.
tronchuda), Racula (Eruca sativa), Agrido aquatico (Rorippa nasturtium-aquacticum) e
Rabanete (Raphanus sativus) (MOREIRA; BRAGANCA, 2010).

Para caracterizar a planta do Crambe podemos considerar as seguintes
particularidade, como raizes pivotantes e profunda, suas hastes ramificam-se proximas ao
solo para formar trinta ou mais galhos, que novamente se ramificam, formando galhos
terciarios (Figura 5E), (COLODETTI et al., 2012).

O grdo é redondo, com 2 mm de didmetro e de cor marrom claro (Figura 5D)
(COLODETTI et al., 2012). A semente (Figura 5C) possui forma esférica com 0,8-2,6
mm de didmetro (FALASCA et al., 2010).

Figura 5: Semente do crambe. Fonte: oilseedcrops.org.
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As folhas sdo grandes, largas, ovais e assimétricas (Figura 5D), a lamina foliar possui
aproximadamente 10 cm de comprimento e 7,6 cm de largura, com superficie lisa. O
peciolo possui aproximadamente 20 cm de comprimento e é piloso (OPLINGER et al.,
2000). O tipo de inflorescéncia (Figura 5E) é racemo, com flores da cor branca ou amarela
e os frutos do tipo capsula (FALASCA et al., 2010).

Figura 6: Imagens de plantas de crambe: plantas em desenvolvimento (A e B), sementes em
germinacdo (C), detalhe das folhas (D) e florescimento (E) (COLODETTI et al., 2012).

2.2 O cultivo do Crambe

Apesar da importancia econdmica e emprego na agroenergia, poucos trabalhos
foram realizados com crambe. Assim, abre-se um vasto campo para investigacfes que
tenham como objetivo desenvolver as potencialidades dessa espécie e,
consequentemente, melhorar os aspectos agronémicos e tecnolégicos para seu emprego
na inddstria de biodiesel. De acordo com as normas internacionais de qualidade, para o
aumento na producédo de biodiesel, é necessario buscar novas oleaginosas que produzam
6leos ndo comestiveis (JEFFERSON, 2006).
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O Crambe atualmente é uma cultura em expansdo no Brasil e muitas pesquisas
tém sido desenvolvidas em torno da qualidade do dleo de suas sementes (LAZZERI, et
al., 1994). Esta espécie é nativa da regido do Mediterraneo, sendo a sua origem a zona do
Mediterraneo e as terras altas do leste da Africa, porém esta também se adapta muito bem
ao clima frio das amplas extensdes da Europa (FALASCA et al., 2010).

Na década de noventa foi introduzida no Brasil pela Fundacdo Mato Grosso do
Sul, municipio de Maracaju, com o objetivo de avaliar o seu comportamento como cultivo
para cobertura de solo em sistemas de plantio direto (MULLER, 2008; DAHLKE;
SIMONETTI, 2010). Devido suas exigéncias climaticas, a regido Centro-Sul do Mato
Grosso do Sul, Norte/Nordeste do Parana e Sul de Sdo Paulo apresentaram-se como
melhor adaptagdo com viabilidade de cultivo comercial (PITOL, 2008).

Devido a suas caracteristicas de baixo custo e facilidade de producéo,
caracterizada por ciclo rapido, uma vez que floresce em 35 dias e pode ser colhida em 90
dia e sua maturacdo uniforme, propiciam colheita mecanizada, para tanto o crambe tem
sido alternativa para cultura de rotagdo (PANNO & PRIOR, 2009). E uma cultura de
inverno muito recomendada a fim de evitar problemas com insetos e doencas, fazendo a
rotacdo com trigo, sorgo, aveia e soja.

Pode ser plantada em épocas que 0s riscos para as demais culturas de safrinha
seriam muito elevados na regido Centro Oeste do Brasil (PITOL; BROCH; ROSCOE,
2010). Por se tratar de um vegetal muito robusto, consegue se desenvolver em condicoes
climaticas antagonicas, suportando desde geadas tipicas do sul do pais até climas quentes
e secos como do centro-oeste (MACHADO et al., 2007).

Apesar da facilidade de adaptacdo a regido, baixo custo e facilidade de cultivo, o
crambe inicialmente ndo despertou interesse dos agricultores por ser inferior ao nabo
forrageiro na cobertura de solo e por ndo haver mercado para produgdo de gréos. Este
cenario mudou quando houve estimulo a producdo do biodiesel e o crambe voltou a ser
avaliado por possuir boas possibilidades. Assim, foram retomados os trabalhos de
pesquisa que culminaram com a recomendacdo dessa espécie como uma das principais
culturas para a producdo de biodiesel. Resultando na criagdo de um cultivar FMS
Brilhante que obteve o registro pela Fundacdo MS (PITOL, 2008).

Sua semente em base seca contém 33,9% de 6leo, 25,2% de proteina, e 12,3% de
fibra bruta. O teor de 6leo é quase o dobro da soja e 8-9% superior ao de colza
(DUBYNE, 2015).
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A colheita é feita normalmente em condi¢Bes de sequeiro e sem irrigagdo
complementar. As raizes podem chegar a mais de 15 centimetros de profundidade, o que
confere a planta grande tolerancia a periodos de deficiéncia hidrica do solo. No entanto,
ndo tolera solos muito himidos ou encharcados, solos &cidos e com aluminio toxico.
(FUNDACAO MS, 2013). A planta ndo se desenvolve bem em solos rochosos e com
pouca profundidade. As sementes sdo moderadamente tolerantes a solos salinos durante
a germinacéo, em temperatura moderada entre 10 a 30°C (FALASCA et al., 2010. E uma
cultura muito tolerante a seca (solos quentes), principalmente a partir de seu
desenvolvimento vegetativo, também é muito tolerante ao frio, exceto ap6s a germinacéo,
sendo capaz de tolerar temperaturas de até -3° C (PITOL, 2008). Além disso € resistente
a pragas e doencas (OPLINGER, et al.1991; FALASCA, et al. 2010; ATABANI, et al.
,2013).

As sementes apresentam elevado teor de 6leo, em média 38%. O 6leo de crambe,
principal produto da oleaginosa, é rico em é&cido erucico (50-60%), um &cido graxo
monoinsaturado de grande aplicacdo na industria farmacéutica, cosmeética, de
lubrificantes, de pléasticos, entre outras (FALASCA et al., 2010).

A respeito do 6leo, o crambe é uma alternativa como matéria-prima para a
producédo de biodiesel, tendo em vista que a planta possui elevado conteldo oleaginoso
(SOUZA et al, 2009). A extracao do 6leo pode ser feita de forma mecéanica, com extrusora
e prensa. Testes ja comprovaram que o 6leo de crambe tem boa qualidade para a producéo
de biodiesel, sendo este mais resistente a degradacdo e apresenta alta estabilidade a
oxidagéo. Isso confere vantagens relacionadas ao tempo de armazenamento, sendo este
um ponto extremamente importante, uma vez que a maioria do biodiesel gerado por
diversos 6leos vegetais nao apresenta essa estabilidade (BISPO et al., 2010).

Ainda sobre a qualidade do seu 6leo, segundo Oplinger et al. (2000), o 6leo
extraido da semente de crambe pode ser usado como lubrificante industrial, inibidor de
corrosdo, e como ingrediente na fabricacdo de borracha sintética, além de servir para a
fabricacdo de filmes plasticos, plastificantes, nylon, adesivos, antiestatico, e isolamento
elétrico.

O o6leo de Crambe como mostrado na Tabela 1 possui uma variedade de &cidos
graxos de constituicdo proxima ao da Canola. Porém de acordo com a literatura a do
Crambe possui um elevado teor de acido erucico (C22Hs202) em torno de 50 a 60%
(FALASCA et al., 2010) um acido monoinsaturado de cadeia longa (C22:1) de formula
molecular e estrutural como demostrado na Figura 4, de peso molecular 1053,75 nao €
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usual na alimentacdo, exceto em algumas partes da india e China, diferentemente, de
outros acidos ele é toxico para consumo humano, pois se consumido em grandes
quantidades pode causar provocar problemas cardiacos que podem ser fatais. (AIR, 1997
e LEONARD, 1993), porém se consumido em quantidades bem baixas ndo apresenta
risco, dessa forma € utilizado pela industria farmacéutica para a fabricacdo do dleo de
Lorenzo, juntamente com o acido oleico, teve sua eficiéncia observada no combate a
adrenoleucodistrofia (MOSER, et al, 2001) uma condicdo relacionada ao cromossomo X,
que acomete principalmente em homens, se trata de um disturbio metabolico
peroxissomal que compromete principalmente a substancia branca e os axonios do

sistema nervoso central (SNC), cértex da adrenal e os testiculos.

Tabelal: perfil dos cidos graxos (%) do 6leo de Crambe de acordo com a literatura.

Acidos Simbolo Fonseca et Silva et al., He &
al., 2011 2009 Thompson,
2006
Palmitico C16:0 2,0 - 2,0
Esteérico C18:0 0,9 1,1 0,9
Oléico C18:1 19,0 17,8 17,8
Linoléico C18:2 8,8 6,1 8,1
Linolénico C18:3 4,7 2,8 -
Araquidico C20:0 0,9 1,7 -
Gadoléico C20:1 3,6 6,7 3,7
Behénico C22:0 2,1 3,7 -
Erdcico Cc22:1 57,2 56,7 54,2
Lignocérico C24:.0 0,8 - -
Nervoénico C24:.0 0,1 - -
Outros - - - 13,3
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CHs

OH

Acido Erucico

Figura 7: Estrutura molecular do acido erdcico. Fonte:
https://www.engquimicasantossp.com.br/2013/04/oleo-de-lorenzo.htmL

O subproduto da extracdo do 0leo, a torta e/ou farelo, podem ser utilizados como
suplementos proteicos em alimentacdo de ruminantes. O farelo apresenta excelente
qualidade nutricional, com indices de até 45% de proteina bruta, com digestibilidade
ruminal da matéria organica semelhante ao farelo de soja (CARLSON et al., 1996). As
proteinas representam 25-35% do conteldo das sementes de Crambe, logo estdo
presentes no subproduto resultante da extracéo do oleo.

Tendo demostrado as caracteristicas e potencialidades do vegetal em estudo como
as propriedades do seu 6leo entre outras, considerando ainda os estudos recentes
relacionados a oleaginosas deste mesmo ramo industrial, foi possivel investigar o efeito
toxico destes compostos em larvas de insetos, como alternativa aos compostos inseticidas

desenvolvidos até o momento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito larvicida em A. aegypti das fracBes proteicas e do 6leo da semente da

Crambe abyssinica Hochst, bem como, seu mecanismo de agéo.

3.2 Objetivos especificos

v’ Extrair e caracterizar as proteinas da semente de Crambe;

v'Investigar o efeito das fragdes proteicas da semente de Crambe, sobre larvas de
terceiro instar de A. aegypti;

v'Investigar o efeito do 6leo da semente de Crambe sobre larvas de terceiro instar
de A. aegypti;

v'Investigar o principal componente do 6leo, o acido erdcico, sobre larvas de
terceiro instar de A. aegypti;

v'Realizar testes enzimaticos com acetilcolinesterase para elucidacdo do
mecanismo de acdo dos componentes com efeito letal em larvas de terceiro

instar de A. aegypti.
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4 METODOLOGIA

Material Bioldgico: Os experimentos foram realizados a partir de sementes de
Crambe fornecidas pela “Fundagdo MS para a Pesquisa e Difusdo de Tecnologias
Agropecudrias” - Maracaju, Mato Grosso do Sul, na safra de 2009. As larvas foram
obtidas em colaboragdo com o Prof. Francisco Jose Alves Lemos do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia- CBB, da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro -UENF.

4.1 Extracgéo e isolamento de proteinas

4.1.1 Cromatografia de exclusdo molecular

Foi realizada de acordo com o processo de extracdo de proteinas proposto por
Machado e colaboradores em 1992. 100 gramas das sementes foram trituradas e as
proteinas foram entdo extraidas com tampéo fosfato de sodio 0,2 mol/L, pH 7,0, na
proporcdo 1:4 (1g/4mL). Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 10.000 g por 15
min a 4° C, o sedimento foi descartado e o sobrenadante obtido foi novamente

centrifugado nas mesmas condicdes anteriores.

Foi realizada filtracdo em gel utilizando resina Sephadex-G-100 utilizando o Ecotono
Sistem. Foram aplicados 0,5 ml da amostra em cada corrida e eluidas com PBS, pH 7,0,
num fluxo de 1,0 mL/min e fragdes de 1 mL foram coletadas em tubos. Logo apos, as
amostras coletadas foram quantificadas em espectrofotdmetro em absorbancia de 220 nm.
Em sequéncia as fragdes foram dessalinizadas em tubo benzoilado de 32MM durante 2
dias, em temperatura em torno dos 15°C, renovando a agua do recipiente 3 vezes ao dia.
Ap0s esse processo as fracdes foram concetradas por liofilizacdo e armazenadas a -20°C

para ser utilizada nas etapas posteriores.
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4.1.2 Cromatografia de fase reversa utilizando sistema de alta eficiéncia (HPLC)

As fracGes foram submetidas ao processo de purificagio por meio de
cromatografia liquida de fase reversa (coluna C18), com fluxo de 0,7 mL/min, em sistema
de alta performance HPLC da Shimadzu, modelo LC-10AD (estacdo de trabalho “Class-
LC10”). Para eluigdo foi empregado um gradiente de hidrofobicidade formado por Acido
trifluoracético (TFA). Fase movel A (TFA 0,1%) e fase mével B (TFA 0,1% + ACN
40%). O perfil de eluicdo foi monitorado por medi¢cdo da absorbancia de 220nm. Os
espectros de UV ( ultravioleta) foram obtidos utilizando um detector foto-diodo e as
fracbes de interesse coletadas e secas em centrifuga a vacuo (Speed- Vac, Savant —
Modelo SC1110), e armazenado para analises futuras. Durante a eluicdo empregamos o

gradiente descrito abaixo.

Tabela 2: Método dos gradientes por tempo em minutos no HPLC.

TEMPO CONCENTRACAO DE B
(MIN.) (%)

0.01 0

5.00 0

7.00 15

10.00 15

13.00 45

18.00 45

20.00 50

23.00 50

25.00 52

28.00 52

40.00 80

43.00 80

45.00 0

65.00 INTERRUPCAO

4.1.3 Determinagdo da Homogeneidade e Estimativa da Massa Molecular por

SDS-PAGE-Tricina

Das fracGes isoladas anteriormente, a fracdo contendo proteinas de baixo peso
molecular, indicados no perfil resultante da filtracdo em gel, foi classificada FBPM. Esta
foi analisada segundo a sua homogeneidade por eletroforese em gel de Tricina-PAGE,
segundo Von Jagow, 1987. O gel continha um separador (15cm x9cm x 0,1 cm; Lx A

X E), um gel espacador (15 cm x 1 cm x 0,1 cm) e um gel concentrador (15 cm x 2,5 cm
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x 0,1 cm). Apos a diluicdo das amostras no tampdo de amostra (glicerol 12 %, SDS 4 %,
R-mercaptoetanol 2 %, Tris-HCI 50 mM, pH 6,8, e azul de Coomassie G 0,001 %), Um
miligrama da amostra da Proteina do Crambe FBPM foi diluida em 1ml e aplicada no gel,
10uL e 40 pL, com 5 pL foram aplicados na raia do gel e a corrida eletroforética foi
realizada a 150 V por aproximadamente 12 horas a 4 °C. A corrida foi interrompida antes

que o corante do tampao de amostra ausentar-se

4.2 Obtencéo do Oleo de Crambe e do 4cido Erucico

O oOleo foi obtido comercialmente da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA. Desenvolvido no Laboratério localizado na Central de
Analises Quimicas e Instrumentais — CAQ. As sementes de Crambe maceradas e secas
foram prensadas com a principal finalidade de maxima separacédo de 6leo, o que significa
minima matéria graxa no residuo e perdas minimas posteriores na purificacdo (RITTNER,
1996 apud CARVALHO 2011). O liquido extraido é o produto de maior valor, no entanto,
para que se evite a desnaturagdo das proteinas e a presenca de solventes no residuo sélido,
a prensagem hidraulica foi a alternativa mais adequada.

De acordo com os levantamentos de dado, dos acidos graxos contidos no 6leo de
Crambe, 0 &cido erlcico é o mais abundante chegando a aproximadamente 60% da sua
constituicdo. Entdo este foi obtido comercialmente da Empresa Sigma Aldrich
(COD. 112-86-7).

4.3 Ensaio de Mortalidade

4.3.1 Preparagdo das amostras

As fragOes proteicas para a andlise foram preparadas a partir das amostras
liofilizadas, em que 20 mg foram diluidos em 1ml de agua destilada. O 6leo foi utilizado

sem diluigdes. O acido erucico foi diluido na concentracdo de 20mg/ ml de 6leo de soja.
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4.3.2 Criagé&o dos insetos e manutengdo da colonia

O mosquito A. aegypti da linhagem Rockefeller, foi obtido da col6nia presente no
Laboratorio de Biotecnologia em colaboracdo com o Prof. Francisco José Alves no
Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro — UENF. Os mosquitos adultos foram mantidos em gaiolas mantidos com
solucéo aquosa de sacarose 10%. Os ovos coletados e espalhados em agua mineral num
recipiente por dois dias.

As larvas foram alimentadas com racdo de gato, moida manualmente
(aproximadamente 5g para cada 100 larvas no recipiente). De 3 a 7 dias ap6s a emergéncia
das larvas, em condigcOes de temperatura controlada em torno dos 27 a 30°C as pupas
foram removidas com o auxilio de uma pipeta Pasteur (quebra-se a ponta para encaixe do
bulbo) para as gaiolas onde emergirdo os insetos adultos. Na fase adulta, os mosquitos
foram alimentados com solucéo de sacarose (10%) para manutencdo e as fémeas foram
alimentadas com sangue de camundongo para postura de ovos e/ou experimentacao.

Nestas condicdes as fracGes proteicas e oleosas foram avaliadas quanto o seu

potencial toxico em larvas de A. aegypti.

4.3.3 Investigacdo das Fracdes Proteicas do Crambe

Apos a eclosdo dos ovos, em aproximadamente 2 dias, em temperatura de 27°C as
larvas foram acompanhadas até atingir o instar L3 do desenvolvimento. Apds detecgdo
do instar 3, estas foram selecionadas com a pipeta de Pasteur e entdo transferidas para
pogos contendo 5 mL de 4&gua, cada pogo contendo 10 larvas, em triplicatas,
representando um numero de 660 larvas ao total. Utilizando as fracbes I, Il, FBPM e
extrato bruto. As larvas foram incubadas nas concentragdes de 0,4, 2, 10, 20, 40, 80
ug/mL. Depois de 24h e seguindo por 48h elas foram observadas quanto a mortalidade

estimuladas por pipeta Pateur.

4.3.4 Investigacdo com o 6leo do Crambe

Apos a eclosdo dos ovos, em aproximadamente 2 dias, em temperatura de 27°C
as larvas foram acompanhadas até atingir o instar L3 do desenvolvimento, estas foram
selecionadas com a pipeta de Pasteur e entdo transferidas para pogos contendo 5 mL de
agua, cada poco contendo 10 larvas, em triplicatas, representando um nimero de 360
larvas ao total. Foram submetidas ao contato com o 6leo nas proporcdes de 100, 300 e
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500 pL em 5ml de agua. Com a finalidade de comparar, foi utilizado outros 6leos como:

soja, canola e 6leo mineral nas quantidades definidas acima.

4.3.5 Investigacdo com o acido erdcico

Apos a eclosdo dos ovos, em aproximadamente 2 dias, em temperatura de 27°C
as larvas foram acompanhadas até atingir o instar L3 do desenvolvimento, estas foram
selecionadas com a pipeta de Pasteur e entdo transferidas para pogos contendo 5 mL de
agua, cada poco contendo 10 larvas, em triplicatas, representando um numero de 750
larvas ao total. Em concentracbes de 0,5mg/mL, 1mg/mL, 1,5mg/mL, 2mg/mL,

2,5mg/mL, 3mg/mL e 4 mg/ml, no tempo de 24h e 48h.

4.4 Investigacdo do Mecanismo de Acao

4.4.1 Teste inibitério da acetilcolinesterase - AChE

O método utilizado foi o colorimétrico, desenvolvido em 1961 por Ellman e seus
colaboradores. Este método baseia-se na inibicdo da atividade da AchE em clivar o
substrato butiriltiocolina formando butirato e tiocolina. Para a tiocolina produzida reduz
o ferricianeto de potéassio, de cor amarela, em ferrocianeto de potéssio, que é praticamente
incolor. A reducdo da absorbancia em 405nm, consequentemente a redugdo do
ferricianeto de potassio, serd& monitorada fotometricamente, sendo diretamente
proporcional a atividade da colinesterase na amostra.

A acetilcolinesterase padréo foi adquirida da Labtest. Para extracdo da AchE as
larvas tratadas com diferentes concentracGes de &cido er(cico e as utilizadas como
controle foram trituradas em nitrogénio liquido. Para cada ensaio foram utilizadas de 30
a 50 larvas, ressuspendidas 300uL de agua e em seguida centrifugadas. Em seguida foram
centrifugadas por 3 minutos. Logo apos, 20 ul do sobrenadante foi incubado em meio
reacional de 100 pL do R1(Tampéo pirofosfato 90 mmol/L e ferricianato de potéssio > 2
mmol/L) e 25 puL do R2 (butiriltiocolina >15mmol/L). O meio reacional sera
homogeneizado e incubado em banho maria por 2 min.

A leitura da absorbancia inicial (A1) em 405 nm sera realizada a cada 1 minuto,
durante 3 minutos (Az) utilizando um leitor de placas de ELISA. Posteriormente, a leitura
sera realizada de 5 em 5 minutos até completar 30 minutos de reacdo. Os valores de
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absorbancia entre A1 e Az serdo comparados. Para o calculo da porcentagem de inibigdo
da ACHE sera realizada uma regra de trés simples, onde a média da absorbancia por
minuto para controle é considerado como sendo 100% de atividade e o valor que se quer
obter é igual a X. Este valor X obtido é subtraido de 100% para obter a porcentagem de
inibicdo. A incubacéo de 20uL da amostra da AChE das larvas foi feita em meio reacional
em 100uL do reagente 1 (Tampao pirofosfato 90 mmol/L e ferricianato de potassio > 2
mmol/L) logo em seguida 25uL do reagente 2 (butiriltiocolina >15mmol/L). Apds

homogeinizagdo, o meio reacional foi incubado a 37 °C em constante agitagéo.

A leitura da absorbancia foi realizada a cada 1 minuto durante 3 minutos e depois
observada de tempos em tempos de 5 minutos até meia hora com um leitor de placas. Os
resultados obtidos foram verificados a partir da comparacdo da absorbancia e o calculo

do delta dos tempos iniciais e finais.
4.4.1 Teste inibitdrio da acetilcolinesterase comparado

Realizado em colaboracdo com o Laboratétio de Ciéncias ambientais no Centro de
Ciéncias e Tecnologia — CCT, sob supervisdo da Professora Maria Cristina Canela.
Realizou-se o teste inibitdrio comparativo de acordo com o0 metodo de Ellman adaptado
(ELLMAN et al, 1961). Este método é baseado na quantidade de tiocolina liberada
guando a AChE hidrolisa o substrato de iodeto de acetiltiocolina. O produto tiocolina
reage com o reagente de Ellman (DTNB) para produzir um composto amarelo [5-tio-2-
(nitrobenzoato)], que pode ser detectado a 405 nm. Em cada po¢o de uma placa de 96
pocos, foram adicionados 65 pL de PBS (0,2 mol.L™! de tamp&o fosfato, pH 7.2), 10 uL
de amostra malation/ acido ertcico e 10 uL de AChE (1300 U.mg ). A mistura foi
mantida a 37 °C durante 3Hochst Posteriormente, foram adicionados 65 pL de iodeto de
acetilcolina a 1,00 mmol.L! e 65 pL do reagente de Ellman a 1,00 mmol.Lt (DTNB
dissolvido em 0,2 mmol.L* de tamp&o fosfato pH 7,2). Em seguida, a absorbancia foi
medida a 405 nm utilizando um leitor de microplacas (ELX800 Biotec). Os experimentos
foram realizados em triplicata. Os resultados foram calculados comparando a
porcentagem da velocidade da atividade enzimética contendo a amostra com a do

controle. Controle - 10 uL de dgua ultrapura / acetona / DMSO.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo: Extracdo e Isolamento de Proteinas

A separacdo das proteinas da semente de Crambe abyssinica foi realizada por gel-
filtracdo em resina Sephadex G-100, a qual resultou em um perfil cromatogréafico relativo
ao fracionamento do extrato bruto de proteinas da semente como mostrado na figura 7,
Trés fragdes proteicas foram obtidas: FI, Fragcdo de massa molecular (MM)> 35 kDa ; Fll,
fracdo 35 <MM> 10 kDa, regido; e FllI, fracdo de massa molecular <10 kDa, denominada
FBPM.

Perfil Cromatografico em Sephadex G100

FBP
FI =

Abs 220 nm

~4—Perfil cromatograficoem
Sephadex G100

Figura 8: Perfil Cromatografico em Sephadex-G100. 1ml de extrato bruto. Coluna 60x1 cm. Eluente PBS
10 %; fluxo 0,7 mL/min. VVolume coletado 1 mL/tubo. Abs de 220nm.

5.1.2 Caracterizagdo da FBPM por Cromatografia de fase reversa em sistema de
alta eficiéncia -HPLC

A FBPM foi submetida ao processo de fracionamento por cromatografia liquida de
fase reversa — HPLC, como o perfil demonstrado na figura 8 abaixo, em que se observa
varios pontos de elevacdo demonstrando a presenca de diferentes peptideos com base no
comprimento de onda observado, contidos nessa fracdo e em destaque o maior ponto no
tempo de 19 a 20 min de uma corrida de 1h em 220 de absorbancia. Eluente (A) 0,1 % de
TFA e 2% de acetonitrila, eluente (B) 0,1% de TFA e 80% Acetonitrila.
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Figura 9: Perfil cromatografico em cromatografia liquida de fase reversa, coluna C18, Eluente A e B
acetonitrila. Em preto leitura em absorbancia de 190nm, em rosa leitura em absorbancia de 220 nm, em
azul leitura em absorbancia em 280nm.

5.1.3 Determinagdo da massa por SDS-PAGE-Tricina

Para determinagdo da homogeinidade e estimativa da massa molecular a FBPM
foi submetida a eletroforese em gel de Tricina-PAGE, segundo Von Jagow (1987). As
concentracBes de acrilamida usadas nos géis sao menores do que em outros sistemas
eletroforéticos. Estas concentragcdes mais baixas facilitam a eletrodeposicédo, o que é
particularmente crucial para as proteinas. O perfil das proteinas contidas na fracao de
baixo peso molecular (figura 9), em que fica evidenciado a banda A com peptideo de
aproximadamente 14 a 17 Da, tomando por base os tamanhos apresentados no marcador
M 3546.
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A: 40ul B: 10ul C: M3546

Figura 10: Banda A, 40 pL da amostra da FBPM de Crambe abyssinica Hochst. Banda B, 10 pL da
amostra, Banda C, marcador color para SDS-Tricina-PAGE

5.2 Ensaio de mortalidade

5.2.1 Investigago das Fragdes Proteicas do Crambe

As analises da atividade larvicida das fracGes proteicas, do Crambe, foram realizadas
em condi¢Ges adequadas de temperatura e acompanhamento das larvas até o instar
desejado. As larvas que ndo responderam ao estimulo da Pipeta foram consideradas
mortas. Assim o ensaio foi observado apds 24h e 48h e os resultados mostrados na tabela
1, comprovam que ndo houve atividade tdxica das por¢des proteica da semente de Crambe

nas concentracoes testadas.

Efeito das fracdes proteicas

Controle dgua
Ext. Bruto
FBPM

FCPII

FCPI

0 2 4 6 8 10 12

M 400pug/mL  ®200ug/mL  ® 100ug/mL ®50pug/mL ® 10pg/mL W 1lug/mL

Figura 11: O efeito das fragOes proteicas de Crambe abyssica Hochst em Larva (L3) de A. aegypti apds 48
horas. Em triplicata. Numero amostral 660 larvas.
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Diante dos resultados demonstrados (Figura9) no tempo maximo de 48h todas as
concentragOes analisadas de FI, FIl, FBPM e extrato Bruto, a unica que demostrou algum
tipo de alteracéo foi na quantidade de 200 pug de FBPM e do Extrato Bruto em quantidades
maiores de 400 pg, ainda assim esses dados ndo séo suficientes para determinar atividade

larvicida nessas fracdes proteicas.

5.2.2 Investigagdo com 6leo do Crambe

De acordo com a rotina ja estabelecida para cultivo das elas foram analisadas
segundo sua motilidade estimuladas por pipeta Pasteur e as que ndo responderam ao
estimulo foram consideradas mortas. A fim de comparagdo e para excluir efeitos
associados as caracteristicas de insolubilidade do 6leo, além do d6leo de Crambe, também

testou-se o 6leo de soja, 6leo de canola e o 6leo Mineral.

Como mostrado na tabela 3, as larvas tratadas com o0leo de canola e soja
permaneceram vivas de acordo com o controle, ja nos po¢os em que foi acrescido o 6leo
de Crambe e o dleo mineral nas quantidades testadas as larvas tiveram um

comprometimento no desenvolvimento larval seguida pela morte das mesmas.

Tabela 3: Efeito toxico do dleo de Crambe abyssica Hochst, comparado ao 6leo de soja, canola e 6leo
Mineral contra o A. aegypti.

Oleo 100 l 300 pl 500 pL
Crambe 9 8 10
Canola 0 0 0
Soja 0 1 1
Mineral 8 6 10
Controle 1 0 0

Ensaio realizado em triplicatas. NUmero amostral 360 larvas. Ap6s 48 horas

5.2.3 Investigacdo com o acido erdcico

A partir desses resultados, foi investigado o principal componente do 6leo, o &cido

erucico, para investigacdo da sua mortalidade como apresentada na Figura 11 abaixo.
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Figura 12: Investigacdo da LCsg utilizando concentragdes de 0,5 a 2,5 mg/mL em que o controle 1 é agua
e o controle 2 é 6leo de soja, os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando 10 larvas por pogo com
5 mL de agua. Nimero amostral 750 larvas.

Esse realizado em triplicatas contou com um numero amostral de 750 larvas,
observadas no tempo de 24 e 48h. Os dados foram analisados e tratados em plataforma
Microsoft Office Excel 2010. Na concentracdo de 1,5 mg/ml de &cido erdcico
correspondendo a 4,5Mm, culminou em 53% de morte nas larvas (Figural0). Na
concentracdo de 2,5 mg/ml, representando 7,4 Mm, apresentou mortalidade média
superior a 90%, pelo efeito do acido erdcico. A determinacao da concentracéo letal (LCso)
foi estabelecida por analise estatistica em Excel utilizando as fungdes (LOG, Emax,

Tendencia). Sendo assim, LCsp = 1,5 mg/ml e a LCqo = 2,5 mg/ml.
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Figura 13: Imagem das larvas de A. aegypti ap6s o tratamento de 24h algumas larvas com perda da
motilidade e outras mortas nas concentragdes de 0,5 a 2,5mg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata,
utilizando 10 larvas por pogo com 5 mL de agua. Nimero amostral 750 larvas.

Com relagdo as alteragdes ocorridas na morfologia das larvas por consequéncia da
acdo do acido erucico, foi possivel observar (figura 11) que as larvas mortas por agédo do
acido erucico, apresentam uma alteragdo na coloracdo das suas extremidades,

apresentando-se escuras.

A partir dos resultados obtidos com o ensaio anterior, observou-se a cinética da
mortalidade por hora, na concentragdo de 2,5 mg/ml, de acordo com a figura 12.

Cinética da mortalidade larval
40
30
20
10

1h 2h 3h 4h 5h
tempo em horas

-10

NUmero de larvas mortas

Larvas mortas ~ cceeceee Linear (Larvas mortas)

Figura 14: Larvas tratadas com concentragdo de 12,5mg/5mL para observacao da mortalidade pelo tempo
de tratamento. Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando 10 larvas por pogo com 5 mL de agua.
Nimero amostral 30 larvas.

Neste ensaio foi possivel verificar que as larvas tratadas com &cido erucico a partir

de 1h perdem a motilidade normal, e permanecem em estagio moroso até em torno de 2h
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de tratamento onde ocorre as primeiras mortes. No tempo de 4h mais da metade das larvas

ndo apresentam mais sinais vitais, culminando no total de morte em 5h de tratamento.

5.3 Investigacdo do Mecanismo de Acao

A partir das anlises dos resultados anteriores, verificou-se entdo o mecanismo de
morte envolvido nestes resultados, partindo de estudos ja existentes, do mecanismo de
morte de inseticidas, realizou-se uma verificagio da inibicdo da enzima

acetilcolinesterase nesses insetos, figura 15 e 16.

Padrdo enzimatico AChE

HAN
0,6

\\ =&—Enz Padréo
04

02 \

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tempo em minutos

Absorbancia 405nm

Figura 15: Atividade da Acetilcolinesterase da enzima padrdo no tempo de 25 minutos. Larvas tratadas
com concentragdo de 2,5mg/mL de &cido erlcico. Os ensaios foram realizados em quadruplicata, utilizando
10 larvas por pogo com 5 mL de dgua. Nimero amostral 200 larvas.
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Figura 16: Atividade da acetilcolinesterase extraida da larva no tempo 20 minutos de reacdo. Larvas
tratadas com concentracdo de 2,5mg/mL de acido erdcico. Os ensaios foram realizados em quadruplicata,
utilizando 10 larvas por po¢o com 5 mL de dgua. Numero amostral 200 larvas.
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Este ensaio analisou a absorbancia em comprimento de onda em 405 nm durante
20 min, sendo 2 min iniciais necessarios para incubacédo dos reagentes. Contudo, observa-
se (figural6) que a degradacdo do substrato na Larva S/T ocorreu de acordo com o padréo
(figuralb), ja as larvas tratadas com 2h a inibicdo corresponde a 35% em relagdo ao
controle sem tratamento. Com relagéo a larva tratada com 24h a degradacéo foi inibida
em 97% permanecendo praticamente estavel no tempo inicial e final. Portanto, conclui-
se que o componente do Oleo, o acido erdcico, possui acdo tdxica por inibicdo da

acetilcolinesterase.

5.3.1 Teste inibitorio da acetilcolinesterase comparado

Para fins de comparagdo e verificacdo destes resultados foi realizado um ensaio
enzimatico com &cido erucico e Malation, um composto inseticida organofosforado

conhecido pelo blogueio da acetilcolinesterase, conforme tabela abaixo.

Tabela 4: Ensaio enzimatico do blogueio da acetilcolinesterase do &cido erdcico e do malation.

Amostra % Atividade da
Acetilcolinesterase
Branco Acetona 100
Branco DMSO 100
Malation 79,013
Acido ertcico 92,44

Ensaio realizado em triplicatas. Ndmero amostral de 90 larvas. Apds 48 horas

A partir desse ensaio foi possivel confirmar a acdo do acido erdcico nas larvas de
A. aegypti, por bloqueio enziméatico da acetilcolinesterase, embora em menores

proporcdes que o Malation.

5.3.2.1 Revisdo dos compostos toxicos ao Aedes aegypti

Considerando os resultados encontrados neste trabalho, realizou-se uma revisao na
literatura sobre os toxicos que apresentaram efeito a larvas em terceiro instar em

condigdes relacionadas ao encontrado neste projeto, como mostrada na tabela5.
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Tabela 5: Revisdo bibliografica dos compostos toxicos em A. aegypti

Composto DLgo Grau/toxicidade Referéncia
Cipermetrina (Piretroide) 0,030 mM Nivel Il LUNA et al , 2004
Temefos 0,030 mM Nivel 1113 LUNA et al , 2004
(organofosforado)
Glicosinolatos Carcinogénico RONG et al, 1996
Acido ertcico 74mMM e e

55



6 DISCUSSAO

O Crambe é uma oleaginosa cogitada para a producao de biodiesel em diversos
paises como Brasil e Argentina (FALASCA, 2010). Neste trabalho procuramos
identificar componentes com atividade larvicida que possam ser empregados para limitar
0 crescimento do mosquito A. aegypti, vetor dos virus Dengue, Zika, Chikungunya e

Febre amarela urbana em areas de risco.

Inicialmente isolamos componentes proteicos presentes na torta de Crambe. O
extrato proteico foi fracionado por cromatografia de filtracdo em gel e trés fragdes foram
isoladas, denominadas FI, FIl e FBPM (Fracdo de baixo Peso molecular). A literatura
apresenta poucas informacGes sobre 0s componentes proteicos presentes nas sementes do
Crambe. Assim, abre-se um vasto campo para investigagdes que tenha como objetivo
desenvolver as potencialidades dessa espécie. Estudos estdo sendo realizados com o
propdsito de caracterizar a Fll e fazem parte da tese de doutoramento da aluna Jucélia da
Silva Araujo (Araujo et al, no prelo). Nesta fracdo estdo presentes isoformas de albuminas
2S e neste trabalho foi iniciado a caracterizacdo da FBPM. Esta fracdo de maior interesse
foi submetida & cromatografia de exclusdo molecular, cromatografia em sistema HPLC e
varios componentes foram isolados. O componente majoritario desta fracdo teve sua
massa molecular determinada por SDS-Tricina_PAGE, apresentando componentes com
massa molecular entre 14 e 17 Daltons. O efeito destas fragdes sobre larvas (L3) de A.
aegypty foi investigado, no entanto FI, FIl, FBPM e o extrato bruto ndo apresentaram

efeitos larvicidas nas concentrages testadas.

Inimeros trabalhos vém sendo realizados com extratos vegetais (6leo e proteinas)
com o objetivo de desenvolver uma nova alternativa ao controle do mosquito vetor. Um
deles mostrado por Indione e colaboradores (2007) testou o 6leo essencial da A. indica
sobre larvas e Mostrou que 64,0% e das larvas de quarto estadio de A. aegypti na
concentracdo de 8 mg/L (1,0%) sofrem o efeito toxico do 6leo e 82,0% das larvas quando
a concentracao foi reduzida para 3 mg/L (0,3%) em 24h de exposi¢cdo (NDIONE et al,
2007).

Com relacdo ao Crambe abyssinica Hochst os estudos até hoje realizados sdo
pertinentes ao glucosinolato, observado por Rong e Colaboradores em 1996, em que 0s
resultados mostraram que os glucosinolatos de crambe tém potencial na mortalidade

aguda ao mosquito A. aegypti (larvas) tratada com farinha de sementes de Crambe. Estes
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pesquisadores relataram efeitos toxicos desta farinha, quando incorporado na dieta
regular da mosca, contra larvas de mosca doméstica (Musca domestica L.), indicando que
os glucosinolatos como um possivel agente de controle dos insetos. No entanto, o
glucosinolato foi obtido por extracdo com solventes organicos, como hexano,
tradicionalmente usado na obtencdo do Oleo de oleaginosas. Entretanto, 0 uso de
solventes organicos apresenta varios inconvenientes tanto relacionados a qualidade dos
produtos obtidos quanto & seguranca e impacto ambiental. (GARCIA-RISCO et al.,
2011). No entanto, um possivel mecanismo de a¢do para esta atividade larvicida ndo foi
investigado.

Neste trabalho, verificamos que independente da diferenca de densidade do 6leo em
agua, o 6leo do Crambe apresenta interferéncia significativa na movimentacdo normal
das larvas levando-as a morte. Outros estudos relacionados a este apontam que uns dos
primeiros sinais de um produto com acdo larvicida é a diminuicdo dos movimentos
larvais, ja demostrado em larvas de A. aegypti ao serem tratadas com Magonia pubescens
(ARRUDA et al, 2003). Essa redugdo também foi demostrada por Ruiz e colaboradores
em 2004 com larvas de A. aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles albimanus quando

expostas ao BTi.

Diante disso, averiguamos o efeito larvicida do principal acido graxo do éleo, o acido
erucico e demonstramos que este componente esta relacionado as mortes nas
concentracOes (LCso) de 1,5 mg/ml, correspondendo a concentracgdo final de 4,7 Mm e
um percentual acima de 90% de mortalidade nas larvas tratadas com 2,5 mg/ (LCgo )
correspondendo a 7,4 Mm em 24horas de tratamento em um nimero amostral de 750
larvas. Ponderando o fato de que o &cido erucico corresponde a 57% do componente do
6leo, sua concentracdo corresponde a ~1,7 Molar. Assim, para uma utilizagdo como
agente 100% larvicida, sobre larvas este poderia ser diluido por cerca 200 vezes (1700
mM). Luna e colaboradores em 2004 testaram os inseticidas quimicos temephos
“Temefos Fersol 1G”, (granulado, 1%) e cipermetrina “Cynoff 400 Pm”, (p6, 25%),
substancia sintética derivada da substancia natural piretrina isolada de Chrysanthemum
cinerariaefolium. Esses produtos foram diluidos em &gua mineral a uma concentragdo de
120 mM. Neste foi demostrado que 0,030 mM de temefos e de cipermetrina provocaram

100% de mortalidade em larvas da colonia da linhagem Rockefeller.
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Embora as dosagens de acido erucico empregadas para atingir 100% de mortalidade
se mostrem acima das apresentadas para 0s inseticidas quimicos convencionais, seus
efeitos toxicos ndo sdo totalmente estabelecidos, sendo este utilizado na farmacologia
juntamente com o &cido oleico, para compor o “6leo de Lorenzo” (20% acido erucico e
80% acido oleico) utilizado para o tratamento de doencas desmielinizantes, como
a adrenoleucodistrofia-ALD (LOES,1994 ). Esta é uma doenca genética hereditaria
recessiva, ligada ao cromossomo X para a qual ainda ndo existe cura. Um tratamento
consagrado para amenizar os efeitos da doenca é a administracio do Oleo de Lorenzo,
criado pelo pai de um paciente. A histéria gerou um filme com o0 mesmo nome (Lorenzo’s
Oil, em inglés). Formulacdes derivadas do 6leo de Lorenzo foram testadas por Moser e

colaboradores em 2005.

Em revisdo a literatura encontra-se estudos voltados a investigacdo do mecanismo
de acdo de Oleos essenciais em inseto. O Oleo essencial da A. indica de principio ativo
azadiractina, tem acdo larvicida sobre A. Aegypti e é reportada como causadora de
alteracdes fisioldgicas irreversiveis (DUA, 2009) consequéncia do bloqueio da sintese e
liberagdo de ecdisona (MACIAS, et al, 2008). Isso ocasiona a inibicdo do crescimento,
mé formacao, esterilidade e morte das larvas (TATEISHI et al, 1993). Em outro trabalho,
por Rawani et al os extratos brutos de Carica papaya, Murraya paniculata e Cleistanhus
collinus sobre larvas de Culex quinquefasciatus controlam o crescimento de adultos de A.
aegypti e larvas de Culex quinquefasciatus pelo extrato da semente da C. papaya e ocorre
devido a inibicdo da amilase.

Ao investigarmos possiveis mecanismos de ac¢do do &cido erucico sobre larvas L3
analisamos o efeito deste sobre acetilcolinesterase extraida de larvas controle e larvas
com mobilidade reduzida, em minutos antes da mortalidade. Verificamos entéo a reducgéo
na atividade enzimatica da acetilcolinesterase e comparamos com a inibicdo provocada
pelo malation, um, inseticida quimico, indicado para o combate de larvas. Embora tenha
ocorrido reducdo da atividade da acetilcolinesterase isolada das larvas e inibigdo “in
vitro” desta enzima tenham sido observado, ndo é possivel afirmar que este seja 0 Unico
mecanismo envolvido na morte das larvas. Estudos sdo necessarios para analisar 0s

efeitos decorrentes desta inibicao e outros efeitos provocados pelo acido erucico.
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CONCLUSAO

Os estudos sobre 0s vegetais e suas potencialidades é crescente no ramo na
biotecnologia. Em se tratando de bioprospeccdo de compostos vegetais para controle
efetivo de pragas e vetores de doencas, sdo conhecimentos valiosos e surgem da
perspectiva de estratégias de controle mais seletivas, mais seguras para espécies nao alvos
e com menor chance de aparecimento de resisténcia. Neste trabalho ficou evidente que as
proteinas das sementes de Crambe ndo foram toxicas para as larvas de A. aegypti, nas
concentragOes utilizadas, mas o &cido erucico, 22-carbonos e monoinsaturado, principal
constituinte do oOleo, apresentou efeito toxico e inibitério sobre a acetilcolinesterase,
podendo assim agregar valor comercial ao cultivo de crambe no Brasil. Este 6leo pode
ser uma fonte alternativa para o combate do vetor de virus causadores de doengas como

dengue, zika, chicungunha e febre amarela.

Das perspectivas futuras podemos elencar a analise morfologica por microscopia
Gtica, para averiguar alguma mudanca estrutural além de se fazer necessario investigar
outros mecanismos relacionados a inibicdo enzimética que podem estar envolvidos na
acao letal do composto. Todo esse valioso arsenal de conhecimentos possibilita, cada vez
mais, o controle racional de insetos, diminuindo assim, 0s prejuizos econdmicos e sociais

nas reas de Salde e Agricultura.
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