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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € o transmissor de importantes arboviroses como dengue, febre
amarela urbana, chikungunya e zika que tém acometido varios paises do mundo todo. Neste
cenario, é crucial o controle do vetor. No entanto, inseticidas mais usados tém efeito negativo
na saude humana, no meio ambiente e induzem a selecao de mosquitos resistentes. Por isso,
busca-se novos produtos com essa atividade. As plantas sintetizam e exalam diversos
compostos, com atividades biolégicas diversas. Jatropha curcas L. € uma oleaginosa com
potencial para a producdo de biodiesel e sintetiza metabdlitos secundarios com uma
variedade de atividades biolégicas testadas in vitro. Neste sentido, objetivou-se investigar o
potencial larvicida de componentes da semente de J. curcas L. contra larvas de Ae. aegypti.
O extrato bruto do tegumento e cotilédone foi obtido sem utilizacdo de solventes organicos. O
extrato bruto aquoso da semente ndo apresentou atividade larvicida, somente para o
tratamento com o sedimento do cotilédone que pbdde ser constatado 80% de mortalidade das
larvas de Ae. aegypti, apds 24 horas. As proteinas de J. curcas L. foram extraidas em tampao
fosfato de sédio 0,2 mol/L, pH 7,0 e o extrato proteico foi fracionado por cromatografia de
exclusdo molecular em resina Sephadex-G-50, sendo obtidos trés picos: F1, F2 e F3. A F3 foi
dessalinizada em cromatografia de exclusdo molecular em resina Sephadex-G-25 e dois picos
foram obtidos: F3’ e F3”. A homogeneidade das fragdes foi analisada por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). As larvas (L3), foram submetidas a diferentes concentracbes
dos componentes proteicos da semente. A fracdo proteica F3 na concentracdo de 0,6 mg/mL
apresentou atividade larvicida, apos o 5° dia de tratamento. O 6leo vegetal da semente de J.
curcas L. obtido da EMBRAPA, também foi avaliado em diferentes concentracdes, condicbes
e combinado com as fragdes proteicas. O 6leo de J. curcas L. apresentou atividade larvicida
significativa em diferentes concentracdes e condi¢des testadas. Entretanto, destaca-se a taxa
de mortalidade larval de 80% para o tratamento na concentragdo de 5 uL/mL em periodo de
24 horas, para o 6leo otimizado com auxilio do agitador magnético, sendo a CLg, de 4,3
mg/mL. A combinacdo das fracBes proteicas e 20 uL/mL do bleo apresentou atividade
larvicida, sendo dose e tempo dependente. Para 10 mg/mL das fracdes proteicas, combinado
ao Oleo de J. curcas L a taxa de mortalidade foi de 100% em 24 horas. A identificacdo dos
compostos da fragdo soltavel diclorometano do éleo de J. curcas L. foi feita por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massa CG/EM. Nove compostos foram identificados na
fracdo soluvel do 6leo de J. curcas L., sendo o 9,12-acido octadecadiendico-metil éster
(35,99%), oleato de metila (34,71%), os componentes majoritarios. A atividade da
acetilcolinesterase de larvas tratadas com 6leo foi investigada e indicou uma reducéo de 63%
da atividade da acetilcolinesterase apos 12 horas de tratamento. Andlises morfolégicas das
larvas expostas a diferentes concentracdes do 6leo foram realizadas com auxilio do
estereomicroscopio, sendo observado altera¢des na coloragdo e tamanho das larvas tratadas
com o 6leo de J. curcas L. Os resultados obtidos poderdo contribuir na identificacdo de
componentes para o controle do vetor Ae. aegypti, baseado em compostos ativos de origem
vegetal, como alternativa aos larvicidas sintéticos utilizados.

Palavras chave: vetor, larvicida, oleaginosa.



ABSTRACT

The mosquito Ae aegypti is the responsible for the transmission of important arboviruses such
as dengue, yellow fever, chikungunya and Zika, which have affected people in several
countries around the world. In this scenario, this vector control is crucial. However, the most
commonly used insecticides have negative effects on human health, the environment and still
induce the selection of resistant mosquitoes. Therefore, new products with such activities are
constantly being searched. Plants synthesize and exude several compounds, with various
biological activities. Jatropha curcas L. is an oilseed with potential for biodiesel production, and
synthesizes secondary metabolites with a variety of biological activities tested in vitro. In this
sense, the objective was to investigate the larvicidal potential of J. curcas L. seed components
against larvae Ae. aegypti. The crude extract of the integument and cotyledon was obtained
without using organic solvents. The crude aqueous extract of the seed did not show larvicidal
activity, only for the treatment with the cotyledon sediment that could be verified 80% mortality
of larvae Ae. aegypti, after 24 hours. The J. curcas L. proteins were extracted in 0.2 mol / L
sodium phosphate buffer, pH 7.0 and the protein extract was fractionated by Sephadex-G-50
molecular exclusion chromatography, obtaining three peaks: F1, F2 and F3. F3 was desalted
by molecular exclusion chromatography on Sephadex-G-25 resin and two peaks obtained: F3'
and F3”. The homogeneity of the fractions was analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). The larvae (L3), were submitted to different concentrations of the protein
components of the seed. The protein fraction F3 at a concentration of 0.6 mg/mL showed
larvicidal activity after the 5th day of treatment. The vegetable oil from the seed of J. curcas L.
obtained from EMBRAPA, was also evaluated in different concentrations, conditions and
combined with protein fractions. The oil of J. curcas L. showed significant larvicidal activity at
different concentrations and conditions tested. However, the larval mortality rate of 80% for
treatment at a concentration of 5 uL/ mL in a 24-hour period stands out, for oil optimized with
the aid of a magnetic stirrer, with CL80 being 4.3 mg/mL. The combination of protein fractions
and 20 ulL/mL of the oil showed larvicidal activity, being dose and time dependent. For 10
mg/mL of protein fractions, combined with J. curcas L oil, the mortality rate was 100% in 24
hours. The identification of the compounds of the soluble dichloromethane fraction of the J.
curcas L. oil was done by gas chromatography coupled to a CG / EM mass spectrometer. Nine
compounds were identified in the soluble fraction of the J. curcas L. oil, with 9,12-
octadecadienic acid-methyl ester (35.99%), methyl oleate (34.71%), the major components.
The acetylcholinesterase activity of oil-treated larvae was investigated and indicated a 63%
reduction in acetylcholinesterase activity after 12 hours of treatment. Morphological analyzes
of the larvae exposed to different concentrations of the oil were performed with the aid of a
stereomicroscope, observing changes in the color and size of the larvae treated with the oil of
J. curcas L. The results obtained may contribute to the identification of components for the
control of the vector Ae. aegypti, based on active compounds of plant origin, as an alternative
to the synthetic larvicides used.

Keywords: vector, larvicide, oilseed.
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1 INTRODUCAO

O Ae. aegypti possui grande importancia médica por ser transmissor de quatro
importantes arboviroses, dengue, febre amarela, chikungunya e Zika (BENELLI, 2015;
MOYES et al, 2017). A ampla distribuicdo geografica e abundéancia deste vetor é
impulsionada pelo movimento humano e a presenca de um clima adequado. (KRAEMER et
al., 2019).

Neste cenario, o controle do vetor € imprescindivel para o prevenir diversas doencas.
Os programas nacionais de controle ao vetor utilizam métodos que incluem vigilancia, reducéo
da fonte, controle bioldgico, controle quimico com uso de inseticidas e repelentes e
armadilhas. (BRAGA; VALLE, 2007; RANSON et al., 2011). O controle quimico é amplamente
utilizado, entretanto, causam grande impacto, por selecionar mosquitos resistentes,
contaminarem o ambiente e intoxicarem organismos ndo alvos (MARQUES et al., 2017,
SIMAS et al., 2004).

Alternativas promissoras de controle do vetor, como a infec¢gdo por Wolbachia,
técnicas de esterilizacdo de insetos e manipulagdo genética, tém sido desenvolvidas e
testadas em areas determinadas, ndo sendo até o momento aplicadas em larga escala
(BENELLI, 2015; ESU et al., 2010; MOYES et al., 2017). Desta forma, pesquisas estdo sendo
realizadas visando extrair, isolar e identificar novas moléculas inseticidas, e a tendéncia é a
investigacao de produtos naturais de origem vegetal (BIN JANTAN et al., 2005; MARQUES et
al., 2017; VIANA; SAMPAIO; MARTINS, 2018).

As plantas sintetizam diversos compostos biologicamente ativos, com propriedades
distintas como antimicrobiana, antitumoral e inseticida (SIMAS et al., 2004). Componentes
quimicos proveniente do metabolismo secundario de plantas, tais como alcaloides,
terpenoides e compostos fenélicos sdo capazes de causar uma série de efeitos sobre varios
insetos vetores de doencas, seja na fecundidade, diminuindo a eclosdo de ovos, inibindo o
crescimento ou atraindo inimigos naturais (VIANA; SAMPAIO; MARTINS, 2018). Oleos
essenciais sao importantes fontes naturais de moléculas bioativas, pois apresentam
substancias lipofilicas, volateis, de baixo peso molecular, tendo geralmente moléculas com
carater terpénico, como constituintes majoritarios (NURSALAM, 2016).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos
(LQFPP/UENF), liderado pela Dra. Olga Lima Tavares Machado tem investigado compostos
proteicos e o 6leo de oleaginosas com carater toxico e alergénico. Maciel et al., (2009)

identificaram em Jatropha curcas L. uma proteina alergénica da classe das albuminas 2S, que



15

€ capaz de desencadear reacoes de hipersensibilidade do tipo 1 (MACIEL et al., 2009). Nesse
mesmo vegetal, também foi identificada uma proteina inibidora de protease cisteinica com
atividade sobre o Toxoplasma gondii (SOARES et al., 2015). Pesquisas vem sendo
desenvolvidas com 6leo de Cambre abyssinica hotsh e de Ricinus communis, resultados
preliminares indicam o acido erdcico, componente majoritario do 6éleo de C. abyssinica, o 6leo
de ricino e o &acido ricinoleico tem efeito larvicida para Ae. aegypti.

Contudo, considerando o impacto do vetor Ae. aegypti na salde publica e a demanda
por compostos haturais com propriedades inseticidas, a proposta deste trabalho foi verificar a
toxicidade de componentes da semente de J. curcas L. (extrato bruto, fracdes proteicas, 6leo
e acgdo sinérgica das fracbes proteicas e 0leo) contra larvas de Ae. aegypti e investigar a

inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima vital para o inseto vetor.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O vetor Ae. aegypti

O Ae. aegypti (LINNAEUS, 1762) pertence ao Filo Arthropoda, Classe Hexapoda,
Ordem Diptera, Subordem Nematocera, Familia Culicidae, Género Aedes (MUNSTERMANN;
CONN, 1997). A familia Culicidae inclui cerca de 3500 espécies descritas. E subdividida em
trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae. Os géneros Anopheles, Culex e
Aedes sdo aqueles que apresentam maior nimero de espécies e subespécies com relevancia
para a saude por serem vetores de patdgenos para o homem (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
WHO, 2009).

O Ae. aegypti € originario da Africa e foi levado a outros continentes através de navios
negreiros. O culicideo é considerado cosmopolita, com ampla distribuicdo geografica,
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais, compreendidas principalmente entre
os paralelos de 35°C Norte e 35°C Sul, dentro das zonas isotermais 10° C (WHO, 2009).
Entretanto, sugere-se o aumento da distribuicdo deste vetor devido ao aumento de 2°C na
temperatura global até o final do século XXI (GITHEKO et al., 2000). Kraemer et al., (2015)
forneceram previsdes sobre a distribuicdo do Ae. aegypti no mundo, baseando-se em dados
atualizados sobre a localizacdo da espécie combinado as condi¢cdes ambientais em todo

mundo (Figura 1).

Figura 1- Mapa global da distribuicdo prevista de Ae. aegypti. O mapa mostra a probabilidade de
ocorréncia em uma area. Nas areas destacadas em azul, a probabilidade é 0, e em vermelho, 1.
Fonte: Adaptado de KRAEMER et al., 2015.

A distribuicdo de Ae. aegypti estd diretamente associada as condicbes climaticas
(KRAEMER et al., 2015). Com intuito de auxiliar estrategicamente programas de vigilancia
para o controle do vetor e diminuigcdo da carga de arbovirus nas popula¢cdes humanas em
todo mundo, Kraemer et al. (2019) realizaram um estudo sobre previsdo de distribuicdo de

Ae. aegypti para os proximos anos (Figura 2). O estudo levou em consideragdo a aceleracao
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da urbanizagéo, conectividade e mudancgas climaticas. De acordo com as previsfes, o0 Ae.
aegypti alcancara 19,96 milhdes de km? até 2050 (dependendo dos cenérios climaticos e de
urbanizacéo), determinando a transmissédo de arboviroses em 49,13% do territério mundial
(KRAEMER et al., 2019).

Figura 2 - Mapa de distribuicdo prevista do Ae. aegypti em 2050.
Fonte: Adaptado de KRAEMER et al. 2019.

Acredita-se que o Ae. aegypti foi introduzido no Brasil entre os séculos XVIII e XIX,
periodo pré-colonial, durante o comércio de escravos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Ha
consenso de que, a partir da populacao silvestre, uma variedade genética desta espécie teria
encontrado, nas areas alteradas pelas atividades humanas, condi¢des favoraveis para seu
desenvolvimento (CROVELLO; HACKER, 1972).

A etologia do Ae. aegypti favorece sua disperséo em ambientes urbanos,
principalmente no intra e no peridomicilio. Utiliza-se, preferencialmente, recipientes contendo
agua para postura dos ovos, tanto os abandonados a céu aberto, como os comumente
utilizados para armazenar agua para o uso domeéstico (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). A rapida
proliferacdo da espécie é favorecida quando ha criadouro em ambientes de convivio humano,
devido as condi¢des ideais de reproducao e fonte de alimentacéo (ZARA et al., 2016).

O vetor Ae. aegypti chegou a ser erradicado no Brasil entre os anos de 1958 a 1973
(CAVALCANTE; TAUIL, 2016). Nestas décadas o Brasil e mais 17 paises fizeram uma
campanha nacional, centralizada, verticalizada e com estruturacdo militar para erradicar o
vetor. Entretanto, alguns paises ndo obtiveram éxito e o Brasil sofreu varias re-infestagfes,
gue foram precocemente eliminadas. Porém em 1976, foi registrada a reintroducao do vetor
no Brasil, na qual o vetor ndo pode ser eliminado. As razdes para reintroducéo do vetor estao
relacionadas ao aumento populacional acelerado, gerado por intensos fluxos migratorios
rurais-urbanos, inadequado ou insuficiente saneamento basico e consequentemente, falhas
no abastecimento de 4gua e coleta de lixo, ocasionando o0 aumento de nimero de criadouros
potenciais do Ae. aegypti. Além da producdo de grande quantidade de recipientes

descartaveis pelo sistema produtivo moderno, associado ao destino inadequado destes
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recipientes, como por exemplo, o abandono em quintais, terrenos baldios, vias publicas,
contribuindo assim, para proliferacao do vetor (TAUIL, 2002). Devido a adaptacéo da espécie
a diferentes ambientes, houve o0 seu aumento populacional nas cidades e a disperséo para
outras areas pelos meios de transporte, proporcionando o aumento da sua capacidade vetorial
(ZARA et al., 2016). No Brasil, 0 vetor Ae. aegypti encontra-se disseminado por, praticamente,
todo o territério nacional (SCOTT, 2009).

O Ae. aegypti se desenvolve através de uma metamorfose completa, isto €, do ovo
eclode uma larva que se alimenta ativamente, realizando trés mudas antes de se transformar
em pupa, de onde emerge o inseto adulto alado. Os ovos séo depositados, preferencialmente,
nas paredes Umidas de recipientes, préximo a lamina d’agua (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).
Apo6s o desenvolvimento do embrido, que dura por volta de dois a trés dias, 0os ovos tornam-
se resistentes a dessecacdo, ficando viaveis por até um ano, caracteristica Unica quando
comparado aos ovos de mosquitos vetores de outros géneros (VARGAS et al., 2014).

As fases larvais e de pupa de todos 0s mosquitos acontecem na agua. As larvas
possuem aspecto vermiforme e coloragcdo esbranquicada. Apds a eclosédo dos ovos, estas
passam por quatro estadios de desenvolvimento (Figura 3). Os adultos possuem pernas e
antenas longas, coloracdo preta, com manchas brancas (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Os machos e fémeas desta espécie alimentam-se de seiva de plantas, no entanto, as
fémeas necessitam das proteinas presentes no sangue para a maturacéo dos ovos. O Ae.
aegypti, portanto, é hematofago, predominantemente doméstico e antropofilico. A quantidade
de sangue ingerido durante o repasto sanguineo influencia o nimero de ovos por postura,
sendo, em geral, 120 ovos produzidos pelas fémeas (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FUNASA,
2002). O habito hematofagico permite o processo de transmissao de arbovirus, que se inicia
com as fémeas do Ae. aegypti picando um individuo infectado. Em seguida, o virus atinge o
epitélio intestinal e se replica, atinge a hemocele e se dissemina por diferentes tecidos. Apés
um periodo entre 7 a 14 dias, o virus alcanca as glandulas salivares e pode ser transmitido
para um novo hospedeiro (MCBRIDE; BIELEFELDT-OHMANN, 2000; RUCKERT; EBEL,
2018).
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Figura 3- Ciclo de vida do Ae. aegypti. Adulto (A); ovos (B); larvas de primeiro estadio, 2mm (C); larvas
de segundo estadio, 3 mm (D); larvas de terceiro estadio, 4mm (E); larvas de quarto estadio, 5mm (F);

pupa (G).
Fonte: Adaptado de GERIS et al., 2012.

2.2 Principais doencas transmitidas pelo Ae. aegypti

Diversos artropodes representam uma ameacga fundamental para milhées de pessoas
em todo mundo, uma vez que sdo vetores de patdgenos que podem desencadear epidemias
ou pandemias na populacdo (BENELLI, 2015; MEHLHORN et al., 2012). Esses animais
podem transmitir centenas de virus (arbovirus), dos quais, aproximadamente, 30 sdo mais
conhecidos por causar doencas em humanos (CLETON et al.,, 2012). Mesmo diante da
diversidade, os virus da dengue, febre amarela, zika e chikungunya sao os que trazem maior
impacto na saude humana. Estes sdo virus de RNA de uma Unica cadeia, e possuem altas
taxas de mutacdo, o que provavelmente auxiliou na rapida evolugdo (RUCKERT; EBEL,
2018).

Historicamente o Ae. aegypti tem sido o vetor primario em quase todas as principais
epidemias desses quatro virus (SOUZA-NETO; POWELL; BONIZZONI, 2019). A transmisséo
do virus ocorre através da picada de uma fémea infectada, sendo capaz de transmitir o virus
vérias vezes ao logo de sua vida (MARCAL JUNIOR; SANTOS, 2004).
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2.2.1 Dengue

A dengue tem como principais vetores os mosquitos das espécies Ae. aegypti e Ae.
albopictus (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). O virus da dengue originou-se, possivelmente, de
virus que circulavam em primatas nas proximidades da peninsula da Malasia. E amplamente
distribuido em zonas tropicais e subtropicais do mundo e varios surtos foram relatados em
paises asiaticos e latino-americanos, visto que o desenvolvimento e a proliferacdo do vetor
dependem diretamente das condi¢cdes ambientais e socioecondmicas (MARQUES et al.,
2017).

A dengue tem como agente um arbovirus do género Flavivirus, da familia Flaviviridae,
representado por cinco sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4 e DEN-5 (MUSTAFA et al.,
2015; RUCKERT; EBEL, 2018). E uma doenca febril aguda, caracterizada por dores
musculares e articulares intensas. A forma classica é de baixa letalidade e pode ser
sintomatica ou assintomatica. J& na forma hemorrdgica da dengue, a febre é alta com
manifestacbes hemorragicas, hepatomegalia e insuficiéncia circulatéria sendo a letalidade
significativa (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Para esta doenca, a primeira vacina licenciada
foia CYD-TDV (Dengvaxia®), uma vacina tetravalente atenuada e recombinante, baseada
na cepa da vacina da febre amarela 17D (WHO, 2018).

Cerca de 3,9 bilhdes de pessoas, em 128 paises, correm risco de infec¢cdo por dengue,
sendo mais de 390 milhdes de casos e 20.000 mortes relatadas anualmente (WHO, 2018).
No Brasil, para as semanas epidemioldgicas entre 01 e 52, do ano de 2019, foram notificados
1.544.987 (taxa de incidéncias de 735,2 casos por 100 mil habitantes) casos provaveis de
dengue no pais. A regido Centro Oeste apresentou 1.349,1 casos/100 mil habitantes, logo
apoés, as regibes Sudeste com 1.159,4 casos/100 mil habitantes, Nordeste com 376,7
casos/100 mil habitantes, a regido Norte com 195,8 casos/100 mil e, por fim, a regido Sul com
165,2 casos/100 mil habitantes. A figura 4 apresenta a taxa de incidéncia de dengue por regido
de saude em 2019. Setecentos e oitenta e dois 6bitos foram confirmados em 2019. Destes,
101 confirmados por critério clinico epidemiolégico. Considerando os casos provaveis de
dengue, as maiores taxas de letalidade foram observadas nas regides Centro-Oeste, 0,08%
e Sul, 0,06% (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
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Figura 4- Taxa de incidéncia de dengue por regido de saude, SE 01 a 52, 2019.
Fonte: Adaptado de Sinan Online -bancos de dados dengue de 2019 atualizado em 30/12/2019
MINISTERIO DA SAUDE, 2019.

2.2.2 Febre amarela

A febre amarela ocorre em paises da Africa, América do Norte e América do Sul, sendo
causa importante de morbilidade e alta letalidade nestas regiées. E uma doenca aguda de
curta duragédo (aproximadamente 12 dias) e gravidade variavel, caracterizada por febre,
ictericia, dor de cabeca, dores no corpo e prostracdo profunda. A sua forma mais grave pode
levar a insuficiéncia hepatica e renal, podendo evoluir para 6bito. O agente etiol6gico é um
arbovirus pertencente ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae. Existem dois tipos de
transmisséo da febre amarela: a urbana e a silvestre. A febre amarela urbana é transmitida
pelo vetor Ae. aegypti, enquanto que a silvestre é transmitida pelo mosquito dos géneros
Haemagogus e Sabethes, que também picam primatas ndo-humanos (macacos); o homem é
infectado acidentalmente ao penetrar no ciclo enzoético natural (FUNASA, 2002; GUERRA,
COSTA, 2020). Embora nédo exista um tratamento especifico para a febre amarela, a vacina
disponivel tem eficacia superior a 95% e é produzida a partir de virus atenuado, sendo
comercializada desde 1937. No Brasil, a vacina é fabricada pela Fundacdo Oswaldo Cruz,
utilizando a cepa 17 (KRAEMER et al., 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

No ano de 2018, houve grande surto de febre amarela em 5 paises: Brasil, Congo,
Etiépia, Nigéria e Sudao do Sul. No Brasil, entre os anos de monitoramento 2016/2017 e
2017/2018, foram registrados cerca de 2,1 mil casos e mais de 700 6bitos, sendo o maior

surto da historia da febre amarela silvestre desde que o ciclo de transmisséo foi descrito na
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década de 1930 (GUERRA; COSTA, 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). A
figura 5 indica a distribuicio de casos de humanos e epizootias em macacos confirmados para
febre amarela, entre as semanas epidemiolégicas 01 a 22 de 2019.
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Figura 5- Distribuicdo dos casos humanos e epizootias em primatas ndo humanos confirmados para
febre amarela, por municipio provavel de infeccdo e/ou de ocorréncia, no Brasil, entre as semanas
epidemioldgicas 01 e 22/2019.

Fonte: Adaptado de DEIDT/SVS/MS - SAUDE, 2019.

2.2.3 Zika

Outro virus transmitido, principalmente, pelo mosquito Ae. aegypti e o0 pelo Ae.
albopictus é o zika, um Flavivirus. Ja foram documentadas as formas de transmissao sexual,
vertical, através de transplantes e transfusdo sanguinea. Este virus foi isolado, primeiramente,
em 1947 de um macaco rhesus usados como sentinela na regido da floresta de Zika, Uganda
(XU et al.,, 2016). Aproximadamente, 20% dos infectados pelo zika virus desenvolvem
sintomas semelhantes a outras arboviroses, como dengue e chikungunya, sendo
caracterizada por erupc¢édo cutanea, com ou sem febre branda, conjuntivite, mialgia, artralgia,
dor de cabeca e mal-estar. No entanto, o zika virus pode causar defeitos congénitos, incluindo
microcefalia, e esta associado a sindrome de Guillain-Barré, meningoencefalite e mielite em
adultos infectados (ZANLUCA et al., 2015).

Surtos de zika foram registrados na Africa, Asia, regido Pacifico Ocidental e, mais
recentemente, na América. No Brasil, entre as semanas epidemiolédgicas 01 a 48, do ano de
2019, foram notificados 10.768 casos provaveis (taxa de incidéncia 5,1 casos por 100 mil
habitantes). A regido com maior taxa de incidéncia foi a Nordeste, com 9,5 casos/100 mil
habitantes; em seguida, as regibes Centro-Oeste, com a taxa de incidéncia 5,8 casos/100 mil
habitantes; Norte, com a taxa de incidéncia 4,3 casos/100 mil habitantes; Sudeste, com taxa
de incidéncia 4,0 casos/100 mil habitantes e Sul, com a taxa de incidéncia 0,4 casos/100 mil
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habitantes (Figura 6). No que se diz respeito aos Obitos por zika, foram confirmados trés
6bitos, todos por critério laboratorial, no estado da Paraiba (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
No Brasil, principalmente na regido nordeste, a disseminacao do virus foi acompanhada por
um aumento sem precedentes no numero de criangcas nascidas com microcefalia, que
consiste em uma malformacé&o neonatal caracterizada por uma cabec¢a muito menor que a de

outras criangas da mesma idade (MARINHO et al., 2016).
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Figura 6- Taxa de incidéncia de zika por regido de saude, SE 01 a 48, 2019.
Fonte: Adaptado de Sinan Net - banco de dados de zika de 2019 atualizado em 16/12/2019
MINISTERIO DA SAUDE, 2019.

2.2.4 Chikungunya

A chikungunya € uma doenca, cujo o agente etiolégico € um virus do género
Alphavirus, pertencente a familia Togaviridae, transmitido aos humanos pela picada do
mosquito do género Aedes, particularmente, o Ae. albopictus e o Ae. aegypti. A doenca €
caracterizada por febre, geralmente, acompanhada de dor nas articulagbes, dor muscular,
cefaleia, nduseas, fadiga e erupcdo cutdnea. Ndo ha tratamentos especifico para a doenca,
somente para os sintomas. (GRANDADAM et al., 2011).

Em 1952, o virus CHIKV foi isolado na Tanzania e a primeira emergéncia documentada
ocorreu com sua introdugdo no sudeste asiatico e na india. Em 2004, ocorreu a segunda
emergéncia no Quénia, se disseminando por diversas ilhas do Oceano indico, atingindo a
india e sudeste asiatico. Em outubro de 2013, o CHIKV chegou as Américas pelo Caribe,
resultando em milhares de infecgBes. No Brasil, a transmissao autéctone foi detectada em
setembro de 2014, na cidade de Oiapoque (Amapa) (HONORIO et al., 2015; NASCI, 2014).
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Em 2019, entre as semanas epidemiolégicas 02 a 52, do ano de 2019, foram
notificados 132.205 casos provaveis (taxa de incidéncia de 62,9 casos por 100 mil habitantes)
de Chikungunya no pais. As maiores taxas de incidéncias foram para as regies Sudeste e
Nordeste com 104,6 casos/100 mil habitantes e 59,4 casos/100 mil habitantes,
respectivamente. Os estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Norte concentram 75,6%
dos casos provaveis (Figura 7). Neste mesmo periodo foram confirmados 92 ébitos, sendo 19
por critério clinico epidemioldgico. As maiores taxas de letalidade, considerando os casos
provaveis de chikungunya, foram observadas nas regides Centro-Oeste (0,09%), Sudeste
(0,07%) e Nordeste (0,07%), apesar de 71,7% (66 Obitos) estar localizado no estado do Rio
de Janeiro (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
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Figura 7- Taxa de incidéncia de chikungunya por regido de salde, SE 01 a 52, 2019.
Fonte: Adaptado de Sinan Online - bancos de dados dengue e chikungunya de 2019 atualizado em
30/12/2019 MINISTERIO DA SAUDE, 2019.

2.3 Estratégias de controle do vetor

A partir da década de 60, muitos paises subdesenvolvidos foram submetidos a
transformacdes geogréficas, devido ao aumento populacional e aos fluxos migratérios rural-
urbano. Neste contexto, 0 saneamento basico, principalmente, o abastecimento de agua e
coleta de lixo mostraram-se insuficientes ou inadequados. Uma das consequéncias desta
situacdo, foi a multiplicacdo dos criadouros de vetores de doencas, principalmente, os
recipientes descartaveis (plastico, latas e outros materiais) (YU et al., 2013).

Atualmente, as acOes de controle de mosquitos transmissores de doencas incluem o
saneamento do meio ambiente, informacdo da populagéo, eliminacdo de criadouros naturais

e artificiais, controle biologico, além do controle quimico (TAUIL, 2002; ZARA et al., 2016).
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O controle mecénico consiste em adog¢ao de praticas que visam a eliminacéo do vetor
e de seus criadouros, ou que restrinjam o contato do mosquito com o homem. Para tanto, a
destruicao ou destinagao correta de criadouros, drenagem de reservatérios e instalacées de
telas em janelas e portas sdo acdes de controle mecanico (ZARA et al., 2016).

A utilizacdo de predadores naturais ou patégenos para reducédo da populacéo do vetor
consiste no controle biolégico. Como exemplo, peixes e vertebrados aquaticos que ingerem
larvas ou pupas bem como bactérias, parasitas e fungos que liberam toxinas (BRAGA; VALLE,
2007).

Outra alternativa é o Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), no qual apresentam cristais
de toxinas, em seu interior. As larvas do mosquito ingerem os cristais que sao dissolvidos no
intestino alcalino. Neste momento, as proteases presentes no intestino clivam as pro-toxinas
presente nos cristais, ativando o componente inseticida. Sendo assim, os peptideos toxicos
agem sobre o epitélio intestinal das larvas, reduzindo o peristaltismo e, consequentemente, a
interrup¢ao alimentar e morte (RITCHIE; RAPLEY; BENJAMIN, 2010).

Recentemente, medidas alternativas para o controle do vetor Ae. aegypti vem sendo
desenvolvidas. Entre elas, a modificacdo de vetores, no qual € adicionado uma caracteristica
suicida, levando a populagéo ao colapso, como mosquitos transgénicos da linhagem OX513A.
Outra alternativa € a substituicdo da populacdo de vetores com caracteristicas
genéticas/celulares antipatbgeno, como mosquitos contendo Wolbachia. Ae. aegypti
infectados por Wolbachia sdo capazes de produzir mosquitos estéreis. Quando machos com
Wolbachia se acasalam com fémeas sem Wolbachia, os ovos gerados s&o inviaveis. O
acasalamento entre machos e fémeas com Wolbachia resulta na transmissao da bactéria para
as geracOes descendentes (ZARA et al., 2016). Estas novas estratégias sdo promissoras,
contudo, sdo necessarios mais estudos para garantir a efetividade das mesmas(VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015).

O controle quimico baseia-se na utilizagdo de produtos quimicos com principios ativos
recomendados pela OMS para matar ou inibir o desenvolvimento de larvas e insetos adultos.
Os produtos utilizados podem ser neurotoxicos, regulador do desenvolvimento e causadores
de lise do epitélio intestinal (ZARA et al., 2016). Diante da possibilidade de selecao de vetores
resistentes aos produtos e da geracédo de impactos ambientais, o controle quimico deve ser

complementar as acdes de vigilancia e manejo ambiental (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

2.3.1 Inseticidas quimicos e resisténcia

O programa World Heath Organization Pesticide Evatuation Scheme (WHOPES),

estabelecido desde 1960, é referéncia para diversos paises no uso e manejo de produto
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contra vetores de importancia médica. No Brasil, 0 Ministério da Saude utiliza inseticidas
recomendados pela OMS, por meio do WHOPES (WHO, 2009).

Ao longo da historia, quatro classes de inseticidas neurotdxicos sé@o utilizados em
saude: organoclorados (DDT), piretréides (cipermetrina), carbamatos (carbofurano) e
organofosforados (Temephos, Metil paration) (BRAGA; VALLE, 2007). Mais recentemente, as
espinosinas (SP) tornaram-se disponiveis (DARRIET; DUCHON; HOUGARD, 2005).

De maneira geral, os organoclorados e piretréides agem sobre o sistema nervoso,
atuando na transmisséo conhecida como axdnica. Dependendo do grupo, agem mantendo o
canal de sodio aberto, alterando a entrada e saida de ions da membrana dos neurdnios, 0
gue resulta na despolarizacdo continuada e na geracdo de impulsos repetitivos ou
ininterruptos, resultando em paralisia, tremores e, consequentemente, morte do inseto. Os
organoclorados podem agir também sobre o receptor do acido gama aminobutirico (GABA),
neurotransmissor  pos-sinaptico. O DDT  (diclo-difenil-tricloroetano) e o BHC
(benzenohexacloro) sdo exemplos de organoclorados. Os piretréides sao biodegradaveis, ndo
acumulativos e estaveis, ndo provocam intoxicacdes em aves e mamiferos. No entanto, séo
altamente téxicos para animais aquaticos e com o0 uso indiscriminado, até mesmo em
ambientes domésticos, tem sido observada a rapida resisténcia a este inseticida quimico. A
permetrina, deltametrina e teflutrina, sdo exemplos de piretroides (VALLE; PIMENTA,;
CUNHA, 2015).

Os organofosforados e carbonatos atuam na transmissao sinaptica, inibindo uma
importante enzima do sistema nervoso central, a acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela
degradacéo do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica. Os inseticidas que impedem
a acao da AChE determinam que a acetilcolina permaneca ligada ao receptor pds-sinaptico,
0 que resulta na transmissao continuada do impulso nervo. A transmisséo do impulso nervoso
de forma ininterrupta leva a paralisia e, possivelmente, a morte do inseto. Os organofosforados
séo classificados em trés grupos: os alifaticos (vapona, videin, malation, etc.), os derivados
de fenil (etil e metil paration, feniltrotion, etc.) e os heterociclicos (clorpirifos, clorpirifos-metil,
etc.). As espinosinas atuam sobre o receptor de GABA e sobre o receptor de acetilcolina
(BRAGA; VALLE, 2007; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015)

Os larvicidas indicados pelo WHOPES contra insetos de importancia em saude publica
tém principios neurotéxicos (organofosforados e epinosinas) ou reguladores do
desenvolvimento do inseto (IGR- insect growth regulator). Recentemente, iniciou-se o uso de
formulacdes contendo Bacillus thuringiensis israelenses (Bti) e alguns reguladores do
desenvolvimento do inseto (IGR) (ZARA et al., 2016). Entre os IGR mais conhecidos estéo os
analogos ao hormonio juvenil (AHJ) e inibidores de sintese de quitina (Benzoil-fenil-ureas-
BPU). Os primeiros agem durante o desenvolvimento impedindo a metamorfose completa,

pois atuam no sistema endocrino do inseto. Os inibidores de sintese de quitina, componente
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central do exoesqueleto, interferem na formacgédo de cuticula, a cada vez que o inseto inicia a
muda. Os IGRs ndo induzem a mortalidade como os inseticidas neurotéxicos, mas interferem
em diferentes processos metabolicos e endécrinos. De maneira geral, as toxinas liberadas
pelo Bti agem ligando-se seletivamente a receptores do tubo digestivo, provocando alteracdes
gue culminam na degradacao do intestino e, consequentemente, na morte da larva (RITCHIE;
RAPLEY; BENJAMIN, 2010).

Para o combater a proliferacao de arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti, o larvicida
organofosforado temephos é o mais utilizado nos programas de saude publica. No entanto,
seu uso continuo tem contribuido para a selecao de populacdes resistentes, o que impede o
controle efetivo do vetor (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016). Em 2006, houve uma
mudanga de conduta pela OMS, recomendando a substituicdo do temephos para locais com
niveis altos de resisténcia.

Valle et al., (2019) retrataram os resultados mais atuais de 457 avaliagdes de status
de resisténcia de larvas e adultos das populacdes brasileiras de Ae. aegypti contra temephos
no Brasil (Figura 8) . Este estudo apresentou os resultados das avaliagfes de 146 municipios
brasileiros amplamente dispersos em todo o pais, realizados entre 1998 e 2012. No mapa
esta apresentada a razdo de resisténcia (RR), a partir de testes quantitativos. Sabendo que
RR maior ou igual a 3 a popula¢do de mosquito ja € considerada resistente.

O temephos foi substituido pelo Bti, um produto bastante seletivo. No entanto, a
utilizacdo em ambito nacional é inviavel, devido & baixa persisténcia das formulagdes
atualmente disponiveis. Neste contexto, o Ministério da Saude recomendou o rodizio de
produtos com mecanismos de acao distintos (RAMAN et al., 2016).

Quantitative assays (RRgs)
@® RRs3

@ RR<10

Figura 8- Estado de resisténcia das populac@es brasileiras de Ae. aegypti contra temephos.
Fonte: adaptado de VALLE et al., 2019.

A OMS define a resisténcia como a habilidade de uma populagéo de insetos tolerar

uma dose de inseticida que, em condi¢cbes normais, causaria sua morte (BRAGA; VALLE,
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2007). Neste contexto, a resisténcia tem base genética e precede a utilizagdo de inseticidas.
Ou seja, nas populagdes encontra-se individuo resistentes mesmo que em baixa frequéncia.
Com a utilizacdo de inseticidas, ocorre selecdo de individuos naturalmente resistentes. A
medida que os insetos suscetiveis sdo eliminados, reduz-se a variabilidade das populacbes
(VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

Os mecanismos de resisténcia mais conhecidos séo: alteragdes no comportamento;
mudanca no exoesqueleto, que dificultam a penetragéo do inseticida pela cuticula; resisténcia
metabdlica, que se refere ao aumento da capacidade do inseto detoxificar o inseticida e
modificacdo do sitio alvo do inseticida, impedindo ou atrapalhando a ligacdo do inseticida, o
gue torna o individuo refratario ao inseticida (BRAGA; VALLE, 2007).

2.3.2 Inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Sabe-se que plantas sdo fontes em potencial de biomoléculas com acgéo inseticida.
Essas podem ser utilizadas futuramente para compor projetos de controle ao vetor, garantindo
a sustentabilidade econdmica e ecoldgica. Portanto, é necesséario a busca por moléculas
ativas e a compreensao de suas vias de acdo (RATTAN, 2010). Componentes derivados de
plantas com acao inseticida podem atuar como inibidores de alimenta¢do ou do crescimento,
na reproducdo, no comportamento e também no sistema nervoso, por exemplo (CORREA,;
SALGADO, 2011).

Produtos naturais, incluindo O6leos essenciais e seus constituintes, como
monoterpenos, sesquiterpenos e alguns fenilproponoides tém sido mostrados como inibidores
da acetilcolinesterase (AChE) de diferentes insetos (RATTAN, 2010; SOUZA et al., 2012).

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima do grupo das hidrolases, que esta presente
em vertebrados e em invertebrados, como os insetos. E responsavel por regular a
concentracao de acetilcolina (ACh), um neurotransmissor que possui um grupo éster e uma
amina quaternaria, e esta envolvido na sinapse colinérgica do sistema nervoso (WIESNER et
al., 2007). No neurdnio pré-sinptico, a ACh é sintetizada a partir da colina e acetilcoenzima
A (Acetil-CoA) e, posteriormente, armazenada em vesiculas nos terminais nervosos até que
haja a despolarizacao do nervo, sendo liberada na fenda sinaptica. A ACh liberada se liga ao
receptor propagando a informacao. A meia vida da ACh € curta, devido a presenca da AChE,
gue hidrolisa a ligacéo éster da ACh, dando origem ao acido acético e a colina (Figura 9). A
hidrélise da molécula de ACh resulta na interrup¢do da atividade estimuladora, portanto, a
inibicdo da AChE prolonga a atividade da ACh (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).
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Figura 9- Esquema da sintese e hidrélise da ACh.
Fonte: Adaptada de ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016.

Compostos estruturalmente diversos séo capazes de inibir a AChE, alterando assim
as sinapses colinérgicas (KHAN, 2009). Os inibidores da AChE interagem de diferentes
maneiras com o sitio ativo da enzima. Neste ambito, sdo classificados em trés grupos:
compostos que interagem com o sitio ativo, compostos que interagem com a cavidade
aromatica e aqueles que interagem com o sitio aniénico periférico (POHANKA, 2011).

A AChE é o sitio-alvo de organofosforados e carbamatos (BRAGA; VALLE, 2007). A
inibicdo da AChE pelos carbamatos ocorre quando a carbonila do carbamato é atacada pela
hidroxila do residuo de serina, neste momento, a histidina atua como uma base recebendo
um proton. Logo apds, a histidina funcionara como um acido doando um préton para a
liberacdo de uma porcdo do carbamato. Nesta etapa, a enzima fica impedida de realizar
hidrolise, visto que seu sitio catalitico se encontra ocupado (Figura 10) (ARAUJO; SANTOS;
GONSALVES, 2016).

Carbamato Hidrolise lenta
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Figura 10- Mecanismo de inibicdo da AChE por carbamatos.
Fonte: Adaptado de PATRICK, G. L. 2009.

Os carbamatos tém acao letal rapida sobre os insetos, no entanto, sua toxicidade a
organismos nao alvo, torna seu uso restrito atualmente. Neste sentido, compostos obtidos de
plantas que demonstraram inibir a acetilcolinesterase e possivelmente menos toxicos, tém
sido explorados (HOUGHTON; REN; HOWES, 2006; SOUZA et al., 2012).

2.3.3 Alternativas de controle de Ae. aegypti: utilizacdo de componentes

vegetais

Considerando a necessidade de identificacdo de novos compostos ativos contra
insetos e, consequentemente, o desenvolvimento de produtos com potencial larvicida, busca-

se compostos naturais de origem vegetal como alternativa de controle quimico eficaz e,



30

potencialmente, seguros para a populacdo e para o ambiente (SILVA et al., 2015a; VIANA,;
SAMPAIO; MARTINS, 2018).

As plantas sintetizam e liberam diversos compostos, considerados fontes em potencial
de substancias biologicamente ativas que possuem propriedades antimicrobiana e inseticida.
Tais substancias sao produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque patogénico (SIMAS
etal., 2004). As proteinas de reserva encontradas em sementes podem apresentar atividades
de defesa contra o ataque de patdgenos, insetos e outros (HAQ; ATIF; KHAN, 2004;
SABOTIC; KOS, 2012; TOMAR et al., 2014). Neste contexto, moléculas toxicas ao Ae. aegypti
tém sido investigadas.

Em 2015, SILVA et al., (2015), relataram a presenca de um inibidor de protease (Rc
TI), em torta de Ricinus communis, controlando o desenvolvimento larval de Ae. aegypti e
também a germinacao do fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides. MARQUES et
al.,, (2017) comprovaram que o metabdlito 1-butil-3-,4-metilenodioxibenzeno de Ottonia
anisum tem efeito larvicida em Ae. aegypti. BESERRA et al., (2014), avaliaram a toxicidade
dos extratos de folhas e caule de J. curcas L. frente a larvas de Ae. aegypti e determinaram o
perfil fitoquimico preliminar, ressaltando o potencial desta planta para o controle do vetor. O
Oleo de Azadirachta indica (nim) foi testado separadamente e em combinacdo com o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae contra larvas de Ae. aegypti e foi verificado o
aumento da eficiéncia do fungo frente ao vetor (GOMES et al., 2015). O 4leo de nim, cujo
composto azadiractina é o mais abundante, atua bloqueando a sintese e liberagédo de
horménios ecdisteroides, acarretando a ecdise incompleta em insetos imaturos. Diante desta
acdo, o sistema de defesa da cuticula é enfraquecido, facilitando a penetracdo de organismos
patogénicos (MULLA; SU, 1999).

RATTAN, (2010) descreve mecanismos de acao de diferentes compostos de origem
vegetal. Dentre os quais, pode-se destacar o Oleo essencial de Crysanthemum
cinerariaefolium, que interfere nos canais de cloretos fechado pelo GABA em insetos. A
rotenona, proveniente de Lonchocarpus spp. age inibindo a cadeia transportadora de elétrons.

A acdo da lectina isolada de Moringa oleifera sobre o desenvolvimento de larvas de
Ae. aegypti foi investigada por Coelho et al. (2009). Neste trabalho, foi observado através de
andlise microscopica, que as larvas (L4) mortas tratadas com a lectina (WSMol)
apresentaram auséncia do epitélio subjacente, aumento do limen intestinal e segmentos
hipertroficos. Essas observacdes indicam que, possivelmente, WSMoL ataca as estruturas
guitinosas na matriz peritréfica e/ou receptores de células epiteliais do intestino médio de Ae.
aegypti (COELHO et al., 2009).

O ¢leo essencial de Zingiber officinale Roscoe foi avaliado quanto ao efeito larvicida
em Ae. aegypti e os resultados indicaram atividade toxica sobre estas larvas. Sabe-se que

este 6leo é composto por substancias que propiciam a alteracdo do comportamento e a
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memoria no sistema colinérgico (GOMES et al.,, 2016; RATTAN, 2010). Outra espécie
investigada quanto ao seu potencial larvicida foi Heracleum sprengelianum (Apiaceae). Os
componentes acetato lavandulyl e bicyclogermacrene provenientes do 6leo da folha desta
planta mostraram atividade larvicida significativa contra Ae. albopictus (GOVINDARAJAN;
BENELLI, 2016). Estudos revelam que foram identificadas 219 espécies vegetais,
pertencentes a 43 familias botanicas, com atividade larvicida contra Ae. aegypti e Ae.
albopictus, sendo os 6leos essenciais 0s produtos vegetais mais amplamente testados
(VIANA; SAMPAIO; MARTINS, 2018).

2.4 Oleaginosa J. curcas L.

2.4.1 Descricéo do vegetal

J. curcas L. pertence a tribo Jatrophae da familia Euphorbiaceae que, de acordo com
levantamentos floristicos, possui um total de 8.000 espécies, distribuidas em 317 géneros,
agrupados em 49 tribos e 5 subfamilias (WEBSTER, 1994). O nome botanico do género
Jatropha derivou-se da palavra grega jatrés, que significa médico, e trophé, que significa
alimento (KUMAR; SHARMA, 2008). No Brasil, a J. curcas L. pode ser encontrada pelos
nomes de pinhdo-manso, pinh&o-paraguaio, pinhdo-de-purga, pinhdo-de-cerca e pinhdo-da-
india.

A origem desta espécie é bastante discutida, mas provavelmente tem como centro de
origem de domesticagdo o México (DIAS; MISSIO; DIAS, 2012). Entretanto, pode ser cultivada
em varias partes do mundo, incluindo paises da América Latina, Africa e Asia. No Brasil, pode
ser amplamente encontrada, desde a regido Nordeste até o Estado do Parana, pois trata-se
de uma planta cultivAvel em solos pobres ou férteis, sendo adaptavel as condi¢cdes de
pluviosidade variavel e com temperatura média entre 20° a 28°C. Em periodo de seca perde
a folhagem e o florescimento ocorre em estac8es chuvosas prolongadas (BRASILEIRO et al.,
2012; ROQUE, 2017; SATURNINO, 2005).

J. curcas é uma planta perene, tendo longevidade acima de 50 anos. E caracterizada
por arbusto com cerca de 4 m de altura; possui folhas lobuladas (5 - 7 l6bulos), arranjadas
alternadamente; as flores s@o unissexuadas, pentameras, amarelo-esverdeadas em
paniculas terminais ou axilares, estando as flores masculinas nas extremidades superiores
dos ramos; o fruto é elipsoidal trilocular (KARAJ; MULLER, 2010; OLIVERIA et al., 2007). As
sementes sdo negras e medem entre 1,5 e 2 cm de comprimento e 1 e1,3 cm de largura.

Apresentam-se de forma ovalada, endospérmica, com tegumento rijo, quebradico, de fratura
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resinosa. Uma pelicula branca cobre a semente na parte inferior ao involucro (REIS et al.,
2015; SATURNINO, 2005) (Figura 11).

Figura 11- llustracdo demonstrativa de J. curcas L. Arbusto de Pinh&o-manso (A); botbes florais e
desenvolvimento da semente (B); Inflorescéncia contendo flores estaminadas do sexo masculino (M) e
flores pistiladas do sexo feminino (F) (C); fruto (D); Corte transversal do fruto contendo trés sementes
em desenvolvimento (E). Sementes maduras (G).

Fonte: A: adaptado de KING et al., 2009; D-G Disponivel em: http://ciclovivo.com.br/noticia/pinhao
manso_ganha_espaco_como_fonte_de_biodiesel. Acesso em: 05/07/2018.

O 6leo de J. curcas L. extraido de suas sementes tem sido considerado um produto
final potencialmente valioso, com propriedades excelentes para areas da industria e produgéo
de biodiesel (MACIEL et al., 2009). E crescente a busca por combustiveis alternativos que
causem menores danos ao ambiente. Neste cendrio, o cultivo de J. curcas L. é positivo devido
a alta producéo de 6leo por hectare e por conter altos niveis de &cidos graxos poliinsaturados,
sendo portanto, adequado como combustivel (ONG et al., 2011; REIS et al., 2015).

As sementes de J. curcas L. contém, aproximadamente, 31- 35% de proteina bruta e
55-58% de lipidios (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999). O 6leo é composto por 97,6% de
lipideos neutros, 0,95% de glicolipideos e 1,4% de fosfolipideos (RAO et al., 2008). Os 4cidos
graxos insaturados sobrepujam os acidos graxos saturados numa proporcao 3:1 (BACHHETI,
2011). Os principais acidos graxos encontrados no 6leo séo: acido oleico (41,5- 48,8%),
linoleico (34,6 — 44,4%), palmitico (10,5- 13%), estearico (2,3-2,8%), além dos &cidos
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cis-11-cis-eicosanoico e 11,14-eicosadienoico (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999). Também
foi identificada a presenca minoritaria de acidos graxos com menor niumero de carbonos, de
diterpenos como ésteres de forbol, sesquiterpendides, triterpenos, alcaloides, flavonoides e
compostos fendlicos (OSKOUEIAN et al., 2011).

O alto teor de 6leo e proteina e as diversas propriedades medicinais, fotoquimicas e
farmacoldgicas da J. curcas L., a torna promissora para muitos usos industriais, com diversas
aplicag@es biotecnologicas (SABANDAR et al., 2013; SHARMA et al., 2012). O éleo contido
na semente pode ser utilizado para producéo de lubrificante de motores a diesel, fabricacédo
de sabao e tinta. Na medicina popular, principalmente, em paises tropicais, pode ser utilizado
como purgativo, tratamento de afeccdes na pele, hidropsia, gota, paralisia e reumatismo e,
também, como inseticida ou moluscicida (HELLER, 1996; MARTIN, 2010; SCAVONE;
PANIZZA; CRISTODOULOU, 1980).

2.4.2 Metabdlitos secundéarios

As plantas produzem uma grande variedade de componentes organicos que sao
agrupados em metabdlitos primario e secundario. Em geral, os metabdlitos primarios sdo
responsaveis pelas fungdes estrutural, plastica e de armazenamento de energia, e 0S
metabdlitos secundarios apresentam estrutura complexas, tém atividade biol6gica marcante,
menor massa molecular e respondem pela toxicidade da planta (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2012; TAIZ; EDUARDO, 2013).

J. curcas L. é uma espécie rica em fontes de fotoquimicos, encontrados em diferentes
partes da planta. Dentre eles, pode-se destacar os diterpenos, sesquiterpenoides e
triterpenos, alcaloides, flavonoides, compostos fendlicos, lignanos, neolignanos, cumarinas,
cumarino-lignoides, fitoesterdis e proteinas (ABDELGADIR; VAN STADEN, 2013; DEVAPPA,;
MAKKAR; BECKER, 2011; OSKOUEIAN et al., 2011).

Dentre os compostos isolados de Jatrophas que contribuem para os valores
medicinais, os mais estudados s&o os diterpenos, que apresentam uma variedade de
atividades biolégicas testadas in vitro, como anti-hipertensivos, antineoplasicos, antirretroviral,
anti-inflamatorios, analgésicos, antimicrobianos inseticidas e atividades moluscicidas
(DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2011). Os compostos fendlicos, flavonoides e saponinas
estao diretamente relacionados as atividades antimicrobiana e antioxidante (FRAGOPQOULOU
et al., 2007; MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999). Sesquiternoides possuem efeitos anti-
inflamatério e analgésico (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999; ZHANG et al., 2009).
Metabdlitos secundarios como cumarinas séo utilizadas para tratar problemas na pele, tais

como eczema e psoriase (ZHANG et al., 2009).
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Proteinas e peptideos de J. curcas tém sido estudados por seus papéis em
atividades metabdlicas, como defesa contra predadores. A jatrofidina, um octapeptideo
isolado de J. curcas L., possui atividade antifiingica moderada e atividade inibidora de AChE,
guando comparado ao padrédo galantamina (LAVIOLA, B. G.; RODRIGUES, 2019). A partir de
sementes de J. curcas L., também foi identificada uma proteina inibidora de protease
cisteinica, com atividade sobre o Toxoplasma gondii (SOARES et al., 2015).

J. curcas L. € uma oleaginosa com potencial para producéo de biodiesel e utilizagdes
medicinais. Diversos compostos identificados nesta espécie a tornam promissora para
diferentes aplicabilidades, mas ainda existe a necessidade de se investigar as funcbes
bioguimica e fisiolgicas, a fim de identificar com seguran¢ca 0os compostos naturais bioativos,
bem como elucidar seus mecanismos de acdo (LAVIOLA, B. G.; RODRIGUES, 2019).
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3 REVISAO EM BANCOS DE PROPRIEDADE INTELECTUAL

A investigacao de depdsito de patentes foi realizada nas bases INPI, LATIPAT,
ESPACE e PATENTSCOPE. De acordo com esta pesquisa, 0os termos utilizados para a
busca de patente foram: larvicidas, larvicidas de origem vegetal, Jatropha curcas L. e
Aedes aegypti. Estas palavras-chave foram utilizadas com o objetivo de investigar
compostos larvicidas gerados a partir de substancias vegetais, além de conhecer novas
medidas de controle no combate ao vetor Ae. aegypti. Neste contexto, destaca-se as
patentes apresentadas na tabela 1. Nos documentos citados, observou-se que o

mecanismo de acdo dos componentes investigados nao foi explorado.



Tabela 1- Patentes encontradas em bancos de depdésito de patentes nacionais e internacionais.
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desse produto, ele deve ser diluido de acordo com o tipo de solo,

Titulo do deposito Banco de Numero da patente Nome do
Resumo patente depositante
A presente invencdo refere-se a produtos preparados a partir do
Processo de liquido da casca da castanha do caju (LCC) para serem usados contra Fundacéo
producdo e uso de | larvas de mosquitos transmissores de doencas. Trata-se de Universidade
misturas de surfactantes anibnicos de sodio e potassio pastosos que podem ser Federal De Mato
surfactantes ibnicos | produzidos facilmente com baixo custo a partir do LCC, juntamente Grosso Do Sul -
do liquido da casca | com éleo de mamona através da saponificacdo destes materiais com Ufms (Br) /
da castanha do caju | hidroxido de sodio e/ou potassio. Os sais de sodio e de potassio Universidade
e do 6leo de preparados a partir da saponificagdo de LCC (20%) e éleo de mamona INPI BR 102015007233 3 Federal Da Grande
mamona como (80%) (massa-massa) sdo capazes de exercer forte acdo larvicida A2 Dourados - Ufgd
larvicida frente as larvas do mosquito Ae. aegypti no 3° estadio de (Br/Ms)
desenvolvimento larval.
Microemuls&o A presente invencédo trata-se do uso do 6leo essencial de Citrus UNIVERSIDADE
contendo 6leo sinensis (L.) OSBECK em ciclodextrina em formulagées larvicidas.
essencial de Citrus | A formulagdo/composicdo do produto larvicida proposto INPI BR 10 2016 012240 6 FEDERAL DE
sinensis para compreendem complexos de inclusdo (6leo essencial/13- A2 SERGIPE (BR/SE)
controle do Aedes | ciclodextrina), que favorece a solubilidade do 6leo em meio
aegypt. aquoso. Os complexos de inclusdo resultam da obtencdo de um
sistema binario que favorece a liberagcdo do Oleo (e seus
constituintes) como bioinseticida contra as larvas do Ae. aegypti.
A presente patente de invengdo apresenta um nematicida organico
Nematicida organico | para o controle de fitonematoides. Esse nematicida é obtido a partir
obtido a partir da da extracdo aquosa quente (pH 5) de grdos (endosperma e embrido
extracdo aquosa de | zigético) de pinhdo manso (J. curcas L.), esse extrato é concentrado BR 102016 014251 2 UNIVERSIDADE
grdos de pinh&o e suplementado com tensoativos e estabilizantes. Para a aplicacdo INPI A2 FEDERAL DO
PARANA (BR/PR)
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manso para controle
de fitonematoides

espécie e a densidade populacional dos nematdides. A aplicagdo
deverd ocorrer apés a chuva com o solo saturado de &gua. A
saturacdo do solo é responsavel por maximizar a dispersdo dos
principios ativos no solo para contato com os fitonematoides. Esse
nematicida € indicado para todas as culturas.

Pesticida verde e
seu método de

A invencao divulga um pesticida verde, que compreende as seguintes
matérias-primas (em peso): 10-12 partes de 6leo de J. curcas L., 12-
14 partes de éster metilico de dleo de J. curcas L., 13-15 partes de
isopropanol, 10-15 partes de glicol, 10-14 partes de azona, 10-12
partes de canfeno, 11-13 partes de longifoleno, 21-23 partes de 6leo

de palma, 20-22 partes de Cynanchum komarovii, 20-24 partes de | pATENTSC CN 201710757394.9 XIE FENGJUN
preparacao anis e 21-23 partes de palha de milho. O pesticida verde é um novo OPE
pesticida que tem vantagens de alta eficacia, pertinéncia, propriedade
de protecdo ambiental, sem toxicidade secundaria, sem residuos e
sem poluicdo, mantém o equilibrio ecolégico e é livre de incémodos.
Fundacéo
Composicdo de um | A presente invencdo se refere a um inibidor de proteinase isolado e Universidade Fe De
inibidor de purificado, em solu¢do aquosa, a partir de sementes de Adenanthera Mato Grosso Do
proteinase em pavonina (fabaceae) visando sua aplicacdo no campo biotecnolégico LATIPAT BR102014023554 Sul [Br]; Univ Fed
solucdo aquosa no | como bioinseticida, destinado principalmente ao combate da forma A2 Do Rio Grande Do

controle de larvas de
Aedes aegypti

larval do mosquito transmissor da febre amarela e da dengue, Aedes
aegypti.

Sul [Br] +

Fonte: autor.



https://lp.espacenet.com/publicationDetails/biblio?II=2&ND=3&adjacent=true&locale=es_LP&FT=D&date=20160412&CC=BR&NR=102014023554A2&KC=A2
https://lp.espacenet.com/publicationDetails/biblio?II=2&ND=3&adjacent=true&locale=es_LP&FT=D&date=20160412&CC=BR&NR=102014023554A2&KC=A2
https://lp.espacenet.com/publicationDetails/biblio?II=2&ND=3&adjacent=true&locale=es_LP&FT=D&date=20160412&CC=BR&NR=102014023554A2&KC=A2
https://lp.espacenet.com/publicationDetails/biblio?II=2&ND=3&adjacent=true&locale=es_LP&FT=D&date=20160412&CC=BR&NR=102014023554A2&KC=A2
https://lp.espacenet.com/publicationDetails/biblio?II=2&ND=3&adjacent=true&locale=es_LP&FT=D&date=20160412&CC=BR&NR=102014023554A2&KC=A2
https://lp.espacenet.com/publicationDetails/biblio?II=2&ND=3&adjacent=true&locale=es_LP&FT=D&date=20160412&CC=BR&NR=102014023554A2&KC=A2
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial larvicida de componentes da semente de J. curcas L. contra

larvas de Ae. aegypti.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A: Avaliar a acao larvicida do extrato bruto da semente de J. curcas L. em diferentes

concentracdes contra Ae. aegypti.
B: Extrair proteinas da semente de J. curcas L.

C: Avaliar a atividade larvicida das diferentes concentracfes das fracdes proteicas de J.

curcas L.contra Ae. aegypti.

D: Determinar a mortalidade das larvas (L3) expostas a diferentes concentracbes e

condi¢cBes ao dleo de J. curcas L.

E: Investigar a inibicdo da enzima acetilcolinesterase em larvas de Ae. aegypti tratadas com

0 6leo de J. curcas L.

F: Avaliar o efeito da combinacao de fracdes proteicas com o 6leo de J. curcas L. sobre

larvas de Ae. aegypti
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencéo das sementes de J. curcas L.

As sementes de J. curcas L. utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA — Agroenergia) — Brasilia, DF.

5.2 Extracéo e purificacdo de proteinas das sementes de J. curcas L.

O processo de extracdo das proteinas da semente de J. curcas L. foi realizado
conforme proposto por MACIEL et al., 2009. As sementes (650 g) de J. curcas L. foram
descascadas, maceradas em gral e pistilo, e, posteriormente, trituradas com auxilio de
processador, até obter uma farinha grossa. Em seguida, a farinha foi desengordurada com
hexano 1:6 (m/v) por 16 horas sob refrigeracéo, apés este periodo o material foi centrifugado
a 17.000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento recolhido. Em
seguida, este permaneceu na capela por 18 horas para secagem e obtenc¢éo da farinha seca.
As proteinas da farinha seca foram extraidas com tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 7,0, na
propor¢ao 1:4 (1 g/4 mL) por trés horas sob agitagéo a temperatura ambiente. Posteriormente,
a mistura foi centrifugada a 15.000 g por 15 min a 4° C e o sobrenadante obtido foi precipitado
com sulfato de aménio de 0 a 90 % de saturagdo, a mistura permaneceu em repouso por 16
horas a 4°C e, posteriormente, foi centrifugada a 15.000 g por 30 min a 4° C. O sedimento
obtido foi suspenso em &gua destilada e centrifugado a 15.000 g por 15 min a 4° C. O
sobrenadante foi armazenado a -20 °C e, posteriormente, utilizado para a obtencdo das

fracOes proteicas (Figura 12).

Sementes de J. curcas

SOW’@
Descascadas Centrifugagao / ©
maceradas 17000 g 20’ \
Hexano (1:6) Sedimento
Sob agitagdo 16hs
Sulfato de aménio Sobrenadante Centrifugagéo Tampao fosfato
90 % (18hs) +— 17.000 g 15’ < 0,2M (Ph7,0)
Centrifugacao .
15.000 g 15' 4°C (1:4) por 3 hs
l Centrifugacao
15.000 g 15’ 4°C . x
Gel filtragdo
Precipitado N Sobrenadante —_ [ (Sephadex G-50) ]
TRIS 0,01 M

. 2 = . ou TFA 0,1%
Figura 12- Esquema do método de extracdo de proteinas da semente de J. curcasL. |, i

Fonte: autor.
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5.3 Separacéo das fracdes proteicas das sementes de J. curcas L. por

cromatografia liquida de exclusdo molecular

Apés a obtencdo do extrato proteico de J. curcas L., foi realizado a cromatografia
liquida de exclusdo molecular para o fracionamento das proteinas (MACIEL et al., 2009). Em
primeiro momento, foi utilizada a coluna de 50 cm x 1,0 cm empacotada com resina Sephadex
G-50 e embebida com a fase mavel (hidroximetil) aminometano (TRIS) 0,01 M. A coluna foi
equilibrada com TRIS 0,01 M, apds 0 empacotamento. Em segundo momento foi realizado
um novo fracionamento, em condi¢bes semelhantes a descrita acima, entretanto a coluna foi
embebida com a fase mével &cido trifluoracético (TFA) 0,1 % e, ap6s o empacotamento, a
coluna foi equilibrada com TFA 0,1%.

Cerca de 1 mL do extrato proteico foi adicionado a coluna sob um fluxo de 1,0 mL/min.
Fracdes de 1 mL por tubo foram coletadas e analisadas em espectrofotometro (T70 UV/VIS
Spectrometer PG Instruments Ltd.), sendo detectadas a 220 e 280 nm. Com intuito de obter
mais rapidamente as fracdes proteicas secas, as amostras foram tratadas por dois métodos.
As fracOes obtidas pela cromatografia liquida de exclusdo molecular, utilizando o TRIS 0,01M
na fase movel foram secas no equipamento Liofilizador L 101 da Liotip. Ja as fracdes obtidas
pela cromatografia liquida de exclusao molecular, utilizando o TFA 0,1% na fase mével, foram
acondicionadas em tubo de polietileno eppendorf e secas no equipamento Seed-Vac por
centrifugacao a vacuo. Apés a secagem, as amostras foram armazenadas a -20°C para serem
analisadas posteriormente.

A dosagem de proteinas foi realizada e para a F3 adquirida pela cromatografia liquida
de excluséo molecular, utilizando o TRIS na fase mével, o valor obtido foi baixo. Diante deste
fato, uma nova purificagéo foi realizada para a retirada do sal. A fragdo F3, (100 mg) obtida
na etapa anterior, foi diluida em 200 uL de &gua destilada e, posteriormente, fracionada em
coluna Sephadex G-25, utilizando agua destilada como fase mével, sob fluxo constante de 1
mL/min. O volume coletado por tubo foi de 1 mL, sendo as amostras lidas a 220 e 280 nm no
espectrofotdmetro (T70 UV/VIS Spectrometer PG Instruments Ltd.). A fracdo de interesse foi

concentrada por liofilizagéo e armazenada a -20 °C.
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5.4 Dosagem de proteinas

A concentracao de proteinas das amostras foi determinada pelo método de BCA-
Acido Bicinconinico (SMITH et al., 1985), sendo utilizada a BSA (albumina sérica bovina)
como padrdo. As leituras foram realizadas em um leitor de microplacas (ELX800 Biotec), a
540 nm.

5.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada em um sistema vertical Mini Protein 11l (BIO-RAD), sob uma
corrente constante de 20 mA por gel. As massas moleculares das fracdes obtidas através da
cromatografia liqguida de exclusdo molecular foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 15 %, com 1 mm de espessura, na presenca de SDS (LAEMMLI, 1970).
Foram aplicados por poco 30 uL (cerca de 20 pg) de cada fragdo. O gel foi corado com
Coomassie Brilliant Blue (R-250 0,1% em metanol 40% e &cido acético 10%), por 30 min.
Posteriormente, o gel foi descorado com uma solugdo descorante (metanol 40 %, &cido

acético 10 % em agua).

5.6 Obtencéo de 6leo de J. curcas L.

O dOleo de J. curcas L. utilizado neste trabalho foi fornecido pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA — Agroenergia) — Brasilia, DF. Para a obtencéo do 6leo,
as sementes de J. curcas L. foram secas, maceradas e prensadas mecanicamente a frio, sem

nenhum procedimento quimico de purificacdo.

5.7 Ensaios de toxidade em larvas de Ae. aegypti

5.7.1 Criacdo dos insetos e manutencéo da coldnia

As larvas utilizadas nesta pesquisa foram obtidas da col6nia de Ae. aegypti, da
linhagem Rockefeller, estabelecida no Laboratério de Biotecnologia (LBT), do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia (CBB), da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF),
por meio de uma colaboragdo com o professor Dr. Francisco José Alves Lemos. As larvas
foram criadas em bandejas plasticas (30x20x10 cm), preenchidas com agua potavel (coluna
d’dgua de 2 cm) a temperatura ambiente. Para a alimentacdo destas, adicionou-se 0,1 g de
racao comercial para gato triturada por bandeja. As pupas originadas foram coletadas com

auxilio de uma pipeta de Pasteur e transferidas para recipientes de plastico com agua, sendo
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estes mantidos em gaiolas de criagdo para emergéncia do adulto. A gaiola de criagdo, um
recipiente plastico (20x20x30 cm), recoberto com tecido organza, foi mantida a temperatura
de 27° a 30°C e fotoperiodo de 12h:12h L/E. Os mosquitos adultos foram alimentados com
solucdo de sacarose 10% e a producdo de ovos foi induzida a partir do oferecimento de
sangue de carneiro. A oviposicdo das fémeas ocorreu em recipientes plasticos revestidos com
papel filtro (25 cm x 5 cm) e contendo cerca de 50 mL de 4gua, até a altura de 2,5 cm do papel
filtro. O papel contendo os ovos foi seco e, posteriormente, transferido para as bandejas para

eclosao larval.

5.7.2 Teste de toxicidade com extrato bruto

Para avaliar o potencial larvicida do extrato bruto da semente de J. curcas L em larvas
de Ae. aegypti, o tegumento foi separado dos cotilédones e cada parte foi triturada na
presenca de nitrogénio liquido. Em seguida, pesou-se 1,5 g do material triturado e adicionou-
se 15 mL de agua destilada a cada parte. Cada solucéo obtida foi transferida para tubos
“Falcon” de 15 mL e centrifugada por duas vezes a 11.410 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante
foi recolhido e utilizado para preparar as solu¢cdes ensaios de cada parte, nas concentracées
de 2, 3,5,7 e 10 % viv. Apds o preparo das solugdes, foi realizado o ensaio de toxicidade
utilizando recipientes de 50 mL, contendo 10 larvas de terceiro instar e 20 mL de cada solugé&o.
Cerca de 1 mg do sedimento do cotilédone e do tegumento, obtido apds a centrifugacao foi
recolhido e ressuspendido em 20 mL de agua para realizacdo do teste de toxicidade. O grupo
controle foi tratado com agua potavel. Cada tratamento foi realizado em triplicata e o efeito

sobre a mortalidade das larvas foi avaliado em 24, 48 e 72 horas de incubac&o.

5.7.3 Teste de toxicidade com as fragOes proteicas

Para avaliar o potencial toxico das frac6es da semente de J. curcas L. contra larvas
(L3) de Ae. aegypti foram realizados dois testes sob condi¢des distintas.

Primeiramente, 30 mg de cada fracdo obtida na cromatografia, utilizando TRIS 0,01 M
na fase movel, foi diluida em 1,7 mL de agua destilada. Dessa solug&o estoque foram retirados
200, 500 e 1000 puL e adicionados a solucao ensaio. Cada solucao ensaio foi composta pela
fragdo proteica e agua potavel, até completar o volume de 30 mL. As concentragdes finais das
solucBes preparadas como descritas acima foram 100 pg/mL, 250 pg/mL e 500 pug/mL. Destas
solucBes foram retirados 30 mL e transferidos para copos plasticos de 50 mL com 30 larvas
de Ae. aegypti. Foi utilizado para o grupo controle 30 mL de agua potavel e 30 larvas de Ae.
aegypti, em triplicata. As larvas foram avaliadas quanto a mortalidade no periodo de 12, 16,
24, 36, 48 e 62 h, apds o tratamento.
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Em segundo momento, 15 mg de cada fragdo obtida na cromatografia, utilizando o
TFA 0,1 % na fase movel, foram utilizados como descrito. Nos ensaios com estas fracdes, o
meio reacional foi reduzido para 5 mL e o numero de larvas para 10. Para o grupo controle foi

utilizado agua potavel e a mortalidade das larvas foi avaliada diariamente por sete dias.

5.7.4 Teste de toxicidade com o 6leo

Para verificar a acdo téxica do 6leo de J. curcas L. em larvas de Ae. aegypti foram
realizados quatro ensaios diferentes descritos a seguir. Os tratamentos foram dispostos em
prateleiras no laborat6rio, em salas climatizadas a 27°- 30°C e 12 horas de fotoperiodo. Apds
cada tratamento, a mortalidade larval foi observada no periodo de até 72 horas, sendo
consideradas mortas aquelas larvas que ndo reagiram ao estimulo mecanico de uma pipeta

de Pasteur.

5.7.4.1 Preparo do Gleo de J. curcas L.

Oleo de soja (1 mL) foi adicionado a 20 mL de agua potavel contendo 10 larvas (L3).
Nenhum efeito larvicida foi observado e este 6leo foi empregado como controle-negativo e
agente dispersor para o 6leo de J. curcas L. O 6leo de J. curcas L. foi preparado nas
concentracdes de 5, 12,5, 20, 25 e 50 uL/mL em 6éleo de soja. Cada solucao foi transferida
com auxilio de uma pipeta para a solugdo ensaio, constituida por 20 mL de agua potavel
contendo 10 larvas. O ensaio foi realizado em triplicata. O tratamento controle-negativo foi
realizado com 1 mL de 6leo de soja e agua potavel. A mortalidade das larvas foi observada
por 24, 48 e 72 horas.

Para efeitos comparativos e avaliagdo de alguma mudanca de densidade no meio de
reacao e/ou dificuldade de oxigenacao deste, devido a maior quantidade de 6leo na agua, o
6leo de J. curcas L. foi utilizado diretamente, sem dissolucdo em 6leo de soja. Neste caso, as
larvas foram separadas com auxilio da pipeta de Pasteur e, em seguida, distribuiram-se 10
larvas em copos plasticos de 50 mL contendo 20 mL de &gua potavel (solucdo ensaio).
Aliquotas de 400, 500, 750 e 1000 pL de oOleo de J. curcas L. foi adicionado a solucdo ensaio,
resultando em suspensdes com concentracdes de 20, 25, 37,5 e 50 uL de 6leo/mL. Os ensaios
foram realizados em triplicata e, ap8s 24, 48 e 72 horas, verificou-se a mortalidade larval. Para
0s grupos controle foram utilizados a solucdo ensaio e 6leo de soja ha maior concentracao
(50 uL/mL) e também somente agua potavel (solucdo ensaio).

Para comparar o potencial de toxicidade do 6leo de J. curcas L. em menor volume de

agua disponivel, um novo ensaio foi realizado em condi¢cdes semelhantes ao descrito acima.
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No entanto, as concentracdes testadas foram de 5, 12,5, 20, 25 e 50 uL/mL e o volume da

solucéo ensaio foi de 5 mL.

5.7.4.2 Oleo de J. curcas L sob agitacdo magnética

A partir do trabalho de SIMOM (2016), decidiu-se avaliar o aumento do potencial
larvicida do 6leo de J. curcas L. a partir da obtencao de goticulas menores de 6leo. Para tanto,
cada solucéo ensaio contendo 20 mL de 4gua potavel e 100, 250, 400, 500 e 1000 uL do Gleo
de J. curcas L. foi submetida a agitacdo magnética por 5 minutos. Imediatamente apds a
agitacdo, a solucao foi transferida para o recipiente plastico de 50 mL contendo 10 larvas. O
experimento foi realizado em triplicata e as larvas foram tratadas por um periodo de 72 horas,
sendo avaliada quanto a mortalidade apos 24, 48 e 72 horas.

A fim de comparar o potencial de toxicidade do 6leo de J. curcas L., um novo ensaio
foi realizado utilizando 5 mL de solugdo ensaio. Contudo, seguiu-se as mesmas

concentracoes testadas e mesmo protocolo do teste acima descrito.

5.7.4.3 Oleo de J. curcas L em DMSO

Para verificar a concentracédo de DMSO, que pode ser usada no ensaio, de forma que
nao prejudique as larvas, as solu¢cdes de DMSO 0,5, 1 e 2 % foram utilizadas para solubilizar
0 Oleo de J. curcas L. Cada solucao ensaio foi agitada por 2 minutos no agitador magnético
e, imediatamente, transferida para recipientes plasticos (50 mL) com 10 larvas. O efeito do
DMSO sobre a mortalidade das larvas foi avaliado em ensaios contendo 20 mL de meio com
10 larvas, por 24, 48 e 72 horas. Como DMSO néo apresentou efeito larvicida nas
concentracoes testadas, este péde ser usado como diluente. Quando a solugcdo DMSO 1% foi
utilizada, ndo houve formacao de fases, indicando uma boa solubilidade do DMSO em agua.
Portanto, a 4gua potavel foi substituida pela solugdo DMSO 1%, acrescida de 100, 250, 400
e 500 uL de éleo de J. curcas L.

5.7.5 Teste de toxicidade do 6leo combinado a fracdes proteicas da semente

de J. curcas L.

Para avaliar o efeito sinérgico ou antagénico do 6leo combinado as fragdes proteicas

obtidas da semente de J. curcas L., foram realizados os ensaios descritos a seguir.
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Inicialmente foram utilizados 200 ug/mL da fragéo F1 e F2 e 500 ug/mL da F3, obtidas
na cromatografia utilizando TRIS 0,01 M na fase mével, combinado a 20 puL/mL do éleo. Os
ensaios foram realizados, em triplicada, em meios contendo 20 mL e 10 larvas. A mortalidade
larval foi avaliada apds 20 e 24 horas de tratamento.

A fim de avaliar se TRIS (hidroximetil) aminometano, utilizado no processo de
purificacdo de proteinas, contribuiu para a mortalidade das larvas, solu¢gfes de TRIS em agua
ou Oleo de soja foram preparadas nas concentrag@es descritas acima. Neste mesmo ensaio
foi avaliado também o potencial larvicida do 6leo combinado a fragdo F3 dessalinizada. Foi
utilizada a fracdo na concentracdo de 100 ug/mL, 250ug/mL e 500ug/mL em 20 uL de éleo/mL.
O ensaio foi realizado em triplicata e a mortalidade larval foi avaliada apés 24, 48 e 72 horas

de tratamento.

5.8 Observacao larval

Para andlise morfolégica, tanto larvas tratadas com éleo de J. curcas L. em diferentes
concentragdes, quanto as larvas controle foram colocadas sobre lamina de vidro. Em seguida,
as laminas preparadas foram observadas e fotografadas ao estereomicroscopio Biofocus,

com camera fotografica Biofocus 10.5 MP acoplada.

5.9 Dosagem da atividade da enzima acetilcolinesterase

Como citado, varios agentes larvicidas inibem a AChE. Neste contexto, foi realizada a
dosagem da atividade desta enzima, em larvas tratadas e néo tradas com 6leo de J. curcas
L.

A atividade anti-colinesterase foi realizada de acordo com meétodo colorimétrico,
descrito em 1961 por ELLMAN e colaboradores. Este método baseia-se na inibicdo da
atividade da AChE, verificada pela clivagem do substrato butiriltiocolina, formando butirato e
tiocolina. A tiocolina produzida reduz o ferricianeto de potassio, de cor amarela, a ferrocianeto
de potadssio, que € praticamente incolor. A reducdo da absorbancia em 405 nm,
consequentemente a reducéo do ferricianeto de potassio, foi monitorada fotometricamente,
sendo diretamente proporcional a atividade da colinesterase na amostra.

A acetilcolinesterase padréao foi adquirida da Labtest. Para extracdo da AChE das
larvas, foram utilizadas 50 larvas controle e ou tratadas com o 6leo de J. curcas L. na
concentracao 20 ul/mL. As larvas foram maceradas em nitrogénio liquido, ressuspendidas em
360 pL de agua destilada e centrifugada por 3 minutos. Em seguida, 50 pL do sobrenadante

foi incubado em meio reacional de 100 yL do R1(Tampao pirofosfato 90 mmol/L e ferricianato



46

de potassio > 2 mmol/L) e 25 puL do R2 (butiriltiocolina >15mmol/L). O meio reacional foi
homogeneizado e incubado em banho-maria a 30°C por 2 minutos.

A leitura da absorbéancia em 405 nm foi realizada de 5 em 5 minutos até completar 30
minutos de reagdo. Os valores de absorbancia entre inicial e final foram comparados. Para o
célculo da porcentagem de inibicdo da AChE foi realizada uma regra de trés simples, na qual
a média da absorbéncia por minuto para o controle é considerado como sendo 100% de
atividade. A porcentagem de inibicdo sera calculada com base na diferenca entre o controle

e o teste.

5.10 Analise do 6leo de J. curcas L. por Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM).

Esta etapa da pesquisa foi realizada em colaboracdo com a pesquisadora Dra. Ana
Claudia Fernandes Amaral, do Instituto de Techologia em Farmacos do Instituto Oswaldo Cruz
- FIOCRUZ.

O processo de metilagdo foi realizado com 39,6 mg do 6leo de J. curcas L, codificado
como JATCURAQUE. Ao 6leo, foram adicionados 4 mL de trifluoreto de boro (BFsz) em
metanol. Essa mistura foi acondicionada em um tubo de ensaio selado durante 2 horas, a 25
°C. Ao final deste tempo, a reacdo de metilacao foi interrompida com a adicdo de 7 mL de
agua deionizada. Em seguida, foi realizada uma particdo liquido-liquido com diclorometano
(2X, 10mL do solvente organico). Posteriormente, as amostras obtidas foram enviadas para
analise pela técnica de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM).



47

6 RESULTADOS

6.1 Extracéo e purificacdo de proteinas de sementes de J. curcas L.

Cerca de 360 g de cotilédone foram obtidos apés a retirada do tegumento de 650 g de
sementes de J. curcas L. Apés extragdo do 6leo com hexano, 300 g de massa seca foram
obtidos. Estes resultados sdo compativeis com a literatura. As proteinas extraidas de
cotilédone e precipitadas com sulfato de amdnio, apds serem solubilizadas em agua destilada,

foram armazenadas a -20°C, para posterior ensaios de cromatografia de exclusdo molecular.

6.1.1 Separacdo das fracbes proteicas da semente de J. curcas L. por

cromatografia liquida de exclusdo molecular

Os perfis cromatogréaficos do extrato proteico das sementes de J. curcas L. submetidos
a filtracdo em gel Sephadex G-50 sdo mostrados nas Figuras 13A e 13B. Trés picos
denominados F1, F2 e F3 foram obtidos. Como estimativa, baseado na resina utilizada, a
fracdo F1 deveria apresentar massa molecular >40.000 Da, a fracdo F2 massa molecular
entre 3.000 e 40.000 Da e a fracdo F3, massa molecular <3.000 Da. As fracfes obtidas da
cromatografia, foram agrupadas e secas por liofilizacéo.

A dosagem de proteinas apresentou um valor abaixo do esperado para a F3 adquirida
pela cromatografia liquida de exclusdo molecular, utilizando o TRIS na fase mével. Entretanto,
ap6s secagem, obteve-se uma massa de material superior ao estimado pela dosagem de
proteinas, indicando a presenca de sal nesta amostra. Portanto, foi necessario realizar uma
nova purificacdo desta fragdo, com intuito de realizar a dessalinizacdo da amostra. O perfil
cromatografico em Sephadex G-25, referente a esta etapa de purificacdo, encontra-se

representado pela Figura 13C.
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Figura 13- Perfil cromatogréafico de exclusdo molecular do extrato bruto de sementes de J. curcas L.
apos filtracdo em gel A- coluna Sephadex G-50 (50 cm x 1cm), eluente Tris 0,01 M com um fluxo de 1
mL/tubo; B- coluna Sephadex G-50 (50 cm x 1cm), eluente TFA 0,1% com um fluxo de 1 mL/tubo. F1:
Fracdo de massa molecular > 40.000Da; F2: Fracdo massa molecular entre 3.000 e 40.000Da e F3
massa molecular < 3.000 Da. C- Dessalinizacdo da F3 em Sephadex G-25 (coluna 50 cm x 1 cm),
eluente dgua destilada, com um fluxo de 1 mL/tubo. F3’ de interesse e F3" fragdo de massa molecular
< 500 Da (provavelmente sal, fracdo nao utilizada).

Fonte: autor.
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6.1.2 Eletroforese SDS-PAGE

As massas moleculares das fracdes obtidas apds a cromatografia liquida de exclusédo
molecular sdo apresentadas na figura 14. A fracdo 1 apresentou bandas com massa molecular
entre 150 kDa e 52 kDa (raia 2). A fracdo 2 apresentou uma banda predominante com massa
molecular de, aproximadamente, 12 kDa (raia 3) e a fragdo 3 com bandas pouco visiveis,

sendo uma delas difusa em uma regido <12 kDa (raia 4).

225k
150k
102k
76k
G2k

38k
31k

24k

17k
12k

Figura 14- Perfil eletroforético das fragdes proteicas de J. curcas L. em gel de poliacrilamida a 15% na
presenca de SDS. Raia 1: marcador de massa molecular; Raias 2 a 4: 20 pg das fragbes 1, 2 e 3 da G-
50. Gel corado com Coomassie Brilliant blue R-250 0,1% em metanol 40% e acido acético 10%.

Fonte: autor.

6. 2 Ensaio de toxicidade em larvas de Ae. aegypti

6.2.1 Teste de toxicidade do extrato bruto da semente de J. curcas L. sobre

larvas de Ae. aegypti

Ensaios preliminares, com extrato bruto da semente de J. curcas L. foram realizados,
a fim de avaliar a toxicidade de diferentes concentrac¢des do cotilédone e tegumento em larvas
de terceiro instar de Ae. aegypti. O extrato dos sobrenadantes, tanto do cotilédone como do
tegumento, nas concentracbes de 2, 3, 5, 7, e 10% n&o causou mortalidade das larvas.
Entretanto, o pellet obtido apds centrifugacdo do extrato de cotilédone causou uma
mortalidade de 80 % apds 24 horas de tratamento, e em 72 horas, 100 % de mortalidade. O
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pellet/tegumento ndo causou mortalidade em 24 horas, e em 72 horas de tratamento a
mortalidade larval foi pouco significativa, 30 %.

Tabela 2- Atividade larvicida do extrato bruto (cotilédone e tegumento) de sementes de J. curcas L. em
larvas de Ae. aegypti.

Mortalidade (%)
Extrato bruto | Concentracao 24 h 48 h 72h
2% 0 0 0
3% 0 0 0
Caotilédone 5% 0 0 0
(sobrenadante) 7% 0 0 0
10% 0 0 0
Sedimento "pellet” 80 80 100
(Img/20mL)
2% 0 0 0
3% 0 0 0
Tegumento 5% 0 0 0
(sobrenadante) 7% 0 0 0
10% 0 0 0
Sedimento "pellet” 0 0 30
(Img/20mL)
Controle Agua 0 0 0

Fonte: autor.

A partir deste ensaio preliminar, ensaios de atividade sobre larvas de Ae. aegypti (L3)
foram realizados utilizando fracGes proteicas provenientes do cotilédone da semente de J.

curcas L.

6.2.2 Teste de toxicidade com as fracdes proteicas em Ae. aegypti

Larvas de terceiro instar de Ae. aegypti foram incubadas com as trés fragdes proteicas
da semente de J. curcas L. obtidas por cromatografia liquida de exclusao molecular (Figura
13A e 13B), a fim verificar a morte das larvas.

As fracbes F1, F2 e F3, obtidas na cromatografia utilizando o TRIS 0,01 M na fase
movel, nas concentragfes de 100, 250 e 600 ug/mL néo interferiram na mortalidade das larvas
no periodo analisado, 62 horas.

A tabela 3 apresenta os resultados observados apds o ensaio de toxidade com as trés
fracOes proteicas obtidas na cromatografia na presenca de TFA 1%. As F1, F2 e F3, nas

concentracoes de 250 pg/mL e 600 ug/mL, induziram mortalidade superior a 20%, apds cinco
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dias de tratamento, sendo mais significativa para a fracdo F3, a qual promoveu 90% de

mortalidade, apos sete dias de incubacgdo, na maior concentracao testada.

Tabela 3- Percentual de mortalidade das larvas de Ae. aegypti tratadas com as fracdes proteicas F1,
F2 e F3, em duas concentragdes distintas.

Tempo controle F1A (%) F1B (%) F2A (%) F2B (%) F3A (%) F3B (%)

1 dia 0 0 0 0 0 0 0
2 dias 0 0 0 0 0 0 0
3 dias 0 0 0 0 0 0 0
4 dias 0 0 0 0 10 0 0
5 dias 0 0 0 0 20 46,6 60
6 dias 0 0 0 0 26,6 56,6 60
7 dias 0 0 0 0 26,6 63,3 90

Fonte: autor.

6.2.3 Teste de toxicidade com 6leo de J. curcas L.

6.2.3.1 Teste de toxicidade com 6leo de J. curcas L. (sem agitacédo)

Na figura 15, verifica-se que o 6leo de soja ndo apresentou toxicidade sobre as larvas.
O dleo de J. curcas L. apresentou toxicidade, concentracdo e tempo dependentes, sobre as
larvas L3 de Ae. aegypti. Nao se observou taxa expressiva de mortalidade de larvas, em
comparagao ao grupo controle, para larvas tratadas com até 25 uL/mL nas primeiras 24 horas
de exposicéo ao 6leo de J. curcas L. No entanto, a partir de 48 horas, foi observado aumento
significativo do indice de mortalidade. A concentragdo de 50 pL/mL impediu o
desenvolvimento de 75% das larvas de Ae. aegypti em menor tempo, 24 horas (Figuras 15).

O aspecto do meio de crescimento e perfil das larvas € apresentado na figura 16.
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Figura 15- Percentuais de larvas (L3) mortas ap6s exposi¢éo a 5; 12,5; 20; 25 e 50 uL de dleo de J.
curcas L. por mL de solucéo de ensaio. O 6leo de J. curcas L. foi diluido em éleo de soja; agua e 6leo
de soja foram utilizados na contra¢do de 50 uL em mL da solugéo teste. Os ensaios foram realizados

em triplicata, utilizando 10 larvas por poco com 20 mL de agua (solucédo de ensaio).
Fonte: autor.

Figura 16 - Larvas de Ae. aegypti tratas em diferentes contragcées de 6leo de J. curcas L.
Fonte: autor.

A densidade do 6leo de J. curca L. e do 6leo de soja foram calculadas em temperatura
ambiente e comparadas. O 6leo de J. curcas L. possui densidade de 0,863 g/mL e o 6leo de
soja 0,850 g/mL. Diante da diferengca pouco expressiva de densidade dos Oleos testados,
estabeleceu-se realizar os ensaios de toxicidade do 6leo de J. curcas L. sem diluir em 6leo de

soja. Porém, o éleo de soja continuou sendo utilizado como controle.
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Afigura 17, a seguir, representa o resultado do teste de toxicidade do 6leo de J. curcas
L. em larvas de terceiro instar de Ae. aegypti, utilizando diferentes concentracdes (20, 25, 37,5
e 50 pl/mL), sendo 20 mL o volume da solucdo ensaio, conforme padronizado pela OMS.
Neste ensaio, as larvas foram incubadas com as concentra¢des do 6leo de J. curcas L que
apresentaram melhor resultado no ensaio anterior.

De acordo com os dados apresentados na figura 17, pode-se observar que em 24
horas de tratamento a taxa de mortalidade larval foi maior que 80%, para a concentracdo de
37,5 uL/mL, e 100%, para 50 uL/mL, sendo a CL80 de 25 mg/ml. Entretanto, no periodo de
48 horas a taxa de mortalidade larval foi 80% para a menor concentracao, 20 uL/mL e mais

de 90% em 72 horas, para a mesma concentracao.
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de soja)

Mortalidade (%)

-20

Concentragao (uL/mL)

Figura 17- Percentuais de larvas (L3) mortas expostas as concentracGes de 20; 25; 37,5 e 50 pl de
Oleo de J. curcas L. por mL de solugao de ensaio. Agua e 6leo de soja foram utilizados na contracéo
de 50 uL em mL da solucéo teste. Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando 10 larvas por

poco com 20 mL de agua (solugdo de ensaio).
Fonte: autor.

A fim de avaliar a toxicidade do 6leo de J. curcas L. em diferente condicdo de ensaio,
decidiu-se expor as larvas de Ae. aegypti nas mesmas concentracdes de 6leo de J. curcas L.,
anteriormente testadas, entretanto com o volume de solucéo ensaio (Agua potavel) menor, 5
mL.

Os percentuais de mortalidade larval em ensaio, sob condicdo diferenciada, séo
apresentados a seguir (Figura 18). O indice de mortalidade permaneceu 80% para o
tratamento com 20 uL/mL de 6leo de J. curcas L. Verificou-se taxa de mortalidade larval maior
gue 50% para as larvas tratadas com 12,5 uL/mL, em um periodo de 24 horas, diferindo
significativamente da mortalidade larval do grupo controle. Foi possivel observar 80% de
mortalidade para larvas tratadas com a menor concentracao do 6leo de J. curcas L em 48

horas, e, em 72 horas de tratamento mais de 90% de mortalidade larval, como observado nas
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condi¢cbes anteriormente testadas. Nos tratamentos controle, ndo foi registrada mortalidade

larval durante todo o periodo de avaliagéo.

120
100

24 h
48 h
m72h

Mortalidade (%)
(2]
o

20 Jcontrole 5 12,5 20 25 50 50
(Oleo
de soja)
Concentracéo (pL/mL)

Figura 18- Percentuais de larvas (L3) mortas expostas as concentragfes de 5; 12,5; 20; 25; e 50 ul de
6leo de J. curcas L. por mL de solugéo de ensaio. Agua e 6leo de soja foram utilizados na contragéo
de 50 puL em mL da solugéo teste. Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando 10 larvas por
poco contendo 5 mL de &gua (solucéo de ensaio).

Fonte: autor.

6.2.3.2 Teste de toxicidade com Oleo de J. curcas L. sob agitacdo magnética

A grande maioria dos artigos publicados sobre atividade larvicida de extratos vegetais
utiliza solventes para solubilizacdo dos 6leos. Geralmente os solventes empregados séo
dimetilsulfoxido (DMSQO) e detergentes tais como Triton-X100 e Tween, no entanto
determinadas concentracfes desses solventes, se mostram toxicos para larvas de Ae. aegypti
(CUNHA E SILVA et al., 2014; FURTADO et al., 2005). A fim de evitar este efeito indesejavel,
nestes bioensaios néo foram utilizados solventes para solubilizacdo do 6leo de J. curcas L.,
mas foi utilizado o agitador magnético para melhorar a dispersédo do 6leo em agua e obter
uma solu¢do com goticulas menores do 6leo. Apés agitacdo, pode-se obter uma solucéo
ensaio turva e, aparentemente, as goticulas ndo formaram um filme Unico na superficie da
solugdo. A figura 19 apresenta os dados obtidos.

Observa-se, a partir dos resultados apresentados na figura 19 A, que o indice de
mortalidade permaneceu 80%, no periodo de tratamento de 24 horas. Entretanto, quando
comparado ao resultado anterior (Figura 17), a concentracao utilizada foi quatro vezes menor,
5 uL/mL. Nas concentragdes de 12,5; 20; 25 e 50 uL/mL a taxa de mortalidade foi maior que
80%, apls 24 horas de tratamento, e a CL80 obtida foi de 4,3 mg/mL. Ap6s 72 horas de
incubacgédo, a mortalidade foi de 100 %.

No experimento realizado com 5 mL de solucao ensaio (Figura 19B), o tratamento na

concentracdo de 5 uL/mL, em periodo de 24 horas, proporcionou menor percentual de
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mortalidade (50%). E os tratamentos nas concentragfes de 12,5; 20; 25 e 50 uL/mL

proporcionaram percentuais de mortalidade semelhantes aos obtidos nos ensaios utilizando

maior volume.
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Figura 19 — Mortalidade de larvas de Ae. aegypti (L3) expostas as concentra¢des de 5; 12,5; 20; 25 e

50 ulL 6leo de J. curcas L em goticulas menores por mL de solucdo de ensaio. (A) solucdo ensaio no
volume de 20 mL e (B) solugdo ensaio no volume de 5 mL.

Fonte: autor.
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6.2.3.3 Teste de toxicidade com 6leo de J. curcas L. em DMSO 1%

A figura 20, representa o percentual de larvas mortas apés o tratamento com o 6leo
de J. curcas L. solubilizado em DMSO 1%.
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Figura 20 — Mortalidade de larvas de Ae. aegypti (L3) expostas as concentragfes de 5; 12,5; 20; 25
pL/mL de 6leo de J. curcas L. diluido em DMSO 1%. Os ensaios foram realizados em triplicata,

utilizando 10 larvas por po¢o com 20 mL de solucéo de ensaio (DMSO 1%) e o controle, DMSO 1%.
Fonte: autor.

O percentual da mortalidade larval, apés 24 e 48 horas, foi dose dependente nas
concentracdes de 5 a 20uL/mL. Apés 24 horas, na concentragao de 5 uL/mL, a mortalidade
foi de 26,7%, nas concentra¢des de 12,5 uL/mL e 20 uL/mL, 43,3% e 66,7%, respectivamente.
ApOs 48 horas, a mortalidade variou de 70 a 90%. Apds 48 horas, ndo houve aumento da
mortalidade, mesmo quando a concentracdo do 0Oleo foi aumentada para 25 uL/mL. Apos 72

horas de incubacédo, a mortalidade ficou em torno de 90% para todas as concentracbes
testadas (Figura 20).
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6.2.4 Teste de toxicidade com 6leo combinado as fracdes proteicas da semente
de J. curcas L.

A toxicidade do 6leo, combinado as fragfes proteicas obtidas da semente de J. curcas

L. (Figura 13), contra larvas (L3) de Ae. aegypti, € apresentada na figura 21.
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Figura 21- Percentuais de larvas (L3) mortas apds 24 horas de exposicdo a 200 pug/mL da fracédo
proteica (F1, F2) e 500 pug/mL de F3 combinados a 20uL/mL do 6leo de J. curcas L. Agua foi usada
como controle. Os ensaios foram realizados em ftriplicata, utilizando 10 larvas por po¢co com 20 mL de
agua.

Fonte: autor.

A partir de 20 horas de tratamento, foi observada 100% de mortalidade, para larvas
tratadas com F1/6leo, 70%, para as larvas tratadas com F2/6leo, e, 93%, para as larvas
tratadas com F3/6leo. Com 24 horas de ensaio, o percentual de mortalidade larval foi de 100%
para todos os tratamentos. Avaliando estes resultados, verifica-se uma possivel acéo
sinérgica entre Oleo de J. curcas L. e fracBes proteicas. Contudo, novos ensaios foram
realizados, utilizado TRIS/agua e TRIS/6leo de J. curcas L., com intuito de verificar se o
tampao utilizado no processo de purificacdo de proteinas, interferiu de maneira significativa
no resultado obtido. O ensaio foi realizado utilizando diferentes concentracdes de TRIS e
fracOes proteicas combinado a 400 pL (20 uL/mL) de 6leo de J. curcas L., o volume total da
solucéo ensaio foi de 20 mL. A fracdo F3 dessalinizada, ha menor concentracao, também foi
empregada. A figura 22 apresenta os percentuais de mortalidade para os diferentes
tratamentos.
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Tris/agua: 100 pg/mL

Tris/6leo de soja: 100 pg/mL+ 20 plL/ml
Tris/6leo de J. curcas L.: 100 ug/mL+ 20 pL/mL
F1/6leo de J. curcas L.: 100 pg/mL+ 20 pL/mL
F2/ 6leo de J. curcas L 100 pg/mL+ 20 ul/mL
F3/ 6leo de J. curcas L.: 100 pg/mL+ 20 pL/mL
F3*/ 6leo de J. curcas L.: 100 pg/mL+ 20 pL/mL

Tris/agua: 250 pg/mL

Tris/6leo de soja: 250 pg/mL+ 20 pL/ml
Tris/6leo de J. curcas L.: 250 pg/mL+ 20 pL/mL
F1/6leo de J. curcas L.: 250 pg/mL+ 20 pL/mL
F2/ 6leo de J. curcas L 250 pg/mL+ 20 pL/mL
F3/ 6leo de J. curcas L.: 250 pg/mL+ 20 pL/mL

Tris/dgua: 500 pg/mL

Tris/6leo de soja: 500 ug/mL+ 20 pL/ml
Tris/6leo de J. curcas L.: 500 pg/mL+ 20 pL/mL
F1/6leo de J. curcas L.: 500 ug/mL+ 20 pL/mL
F2/ 6leo de J. curcas L 500 pg/mL+ 20 pL/mL
F3/ 6leo de J. curcas L.: 500 ug/mL+ 20 pL/mL

Figura 22- Percentuais de larvas (L3) mortas apds exposicao as fragdes proteicas (F1, F2, F3 e F*3),
TRIS/6leo de soja e TRIS/6leo de J. curcas L. Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando 10
larvas por poco com 20 mL de 4gua e o periodo total de 72 horas. (A) larvas tratadas com 100 pg/mL
de fragBes proteica e 20 uL de 6leo de J. curcas L; (B) larvas tratadas com 250 pg/mL de fracdes

proteica e 20 uL de 6leo de J. curcas L; (c) larvas tratadas com 500 pg/mL de fragcGes proteica e 20 uL
de 6leo de J. curcas L; os controles foram tris/fagua, tris/6leo de soja e tris/éleo de J. curcas L.

Fonte: autor.
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Pode—se observar que os tratamentos utilizando 250 pg/mL e 500 ug/mL de F1, F2 e
F3, adicionadas ao 6leo de J. curcas L, promoveram mortalidade significativa das larvas de
Ae. aegypti, acima de 80 %, com 24 horas de tratamento, e, acima de 90%, para 48 horas de
tratamento. Para os tratamentos com 100 ug/mL de F1, F2 e 6leo de J. curcas L., o percentual
de mortalidade foi maior que 60%, ap6s 0 mesmo periodo. Para o tratamento utilizando F3 e
Oleo de J. curcas L., o percentual de mortalidade foi menor. Ap6s 48 horas de tratamento,
pode-se observar a taxa de mortalidade maior que 80% para as fragbes F1, F2 e F3 *
(dessalinizada).

Foi demonstrado que TRIS/agua e TRIS/0leo de soja ndo promovem mortalidade
larval. O percentual superior a 70% de mortalidade larval, observado nas 24 horas de

tratamento €, portanto, decorrente de componentes presentes no 6leo de J. curcas L.

6.3 Observacoes a fresco

A observacao a fresco foi realizada com auxilio do estereomicroscopio, sendo possivel
observar as larvas do grupo controle com aparéncia alongadas e fusiforme e corpo dividido
em trés segmentos distintos e transparentes: cabeca, torax e abdome. A cabeca e térax com
aparéncia arredondado e o abdémen de aparéncia alongada. Ao longo do corpo da larva
observou-se a presenga de varias cerdas dispostas simetricamente e na porgéo final verificou-
se o sifao respiratério curto e tubular (Figura 22). As larvas se movimentavam rapidamente e
em forma de S, em todo periodo de avaliacao.

As larvas expostas ao tratamento com Oleo de J. curcas L., observadas ap6s 24 horas,
guando ndo estavam mortas, se apresentavam debilitadas, com diminuicdo da motilidade,
alteracdo no aspecto do corpo e coloracdo. Verificou-se ainda, algumas alteracdes externas,
como aspecto menor do corpo em comparagdo ao grupo controle e com manchas de cor
escura no térax e abdome (Figura 22). A figura 22 (C1 e C2) apresentam a comparacao de
uma larva controle com duas larvas tratadas com o 6leo de J. curcas L nas concentragcfes de

12,5 e 20 uL/mL no periodo de 24 horas.
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Figura 23- Larvas (L3) de Ae. aegypti observadas sob estereomicroscopio. Cabeca (c), térax(t),
abdome (a), sifédo respiratoério (sr), cerdas (cd). (A) grupo controle. (B) tratadas com 6leo de J. curcas L
em diferentes concentra¢des: B1- 5 uL/mL, B2- 12,5 uL/mL B3- 20 puL/mL. (C1 e C2) comparacéo de
larvas controle e tratadas em diferentes concentra¢des do 6leo, C1- 12,5 uL/mL e C2- 20 uL/mL.
Fonte: autor.

6.4 Dosagem de atividade da enzima acetilcolinesterase

Com base nos percentuais de mortalidade obtidos apds os tratamentos de larvas de
Ae. aegypti com o 6leo de J. curcas L., buscou-se investigar uma possivel via de acéo.
Conforme dados encontrados na literatura, alguns inseticidas quimicos, atualmente utilizados
agem na inibicdo da acetilcolinesterase. A figura 24 mostra a redugéo da atividade da enzima
acetilcolinesterase, para larvas tratadas com 20 uL/mL do 6leo de J. curcas L. entre 6 e 24
horas. Os resultados demonstram que o tratamento promoveu uma inibicdo da atividade da
enzima acetilcolinesterase, tempo dependente, variando de 30%, apos 6 horas de tratamento,

100 % de inibicdo apos 24 horas, demostrados na tabela 4.
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Tabela 4- Inibicdo da AChE em larvas de Ae. aegypti tratadas com 20 uL/mL de éleo de J. curcas L,
no periodo de 24 horas.

Tempo do tratamento (20 uL/mL) Porcentagem de inibicdo da AChE
0 horas 0
6 horas 30
12 horas 63
24 horas 100

Fonte: autor.
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Figura 24- Efeito do 6leo de J. curcas L. na porcentagem de atividade de AChE de larvas de Ae.

aegypti.
Fonte: autor.

6.5 Andlise da composicdo do 6leo de J. curcas L. por Cromatografia Gasosa

Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

Analises do cromatograma da fra¢é@o soluvel diclorometano, obtida a partir do 6leo de
J. crucas L. metilado com BF3 em éter, mostrou a presenca de 9 compostos (Figura 25). A
identificacdo e distribuicdo percentual destes compostos € apresentada na tabela 5. Os
compostos mais abundantes sdo o acido octadecadiendico, éster de metila (C) (35,99%) e
oleato de metila (D) (34,71%). A identificacdo destes compostos foi baseada no tempo de
retencdo dos acidos graxos comparados com padrdes. Nenhuma fragmentacdo destes
compostos foi realizada para confirmar esta composi¢do. As substancias identificadas
correspondem a 99,1% da composicao relativa total da fracdo solavel diclorometano do 6leo

de J. curcas L.
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Figura 25- Cromatograma da fragdo solGvel diclorometano do 6leo de J. curcas L. A: 9-Acido
Hexadecenoico, metila ester, (1,61%), B: Palmitato de metila (16,91%), C:9,12-Acido octadecadienoico,
ester de metil (35,99%), D: Oleato de metila (34,71%), E: Metil 9-octadecenato (2,03%), F: Esteato de
metila (7,25%), G: Eicosanoato de metila (0,25%) e H: 2- Monooleina (0,35%).

Fonte: autor.

Tabela 5- Identificacéo e distribuicdo percentual dos compostos do 6leo de J. curcas L.

Substancia VEERIEIEEED | A

9-Acido Hexadecendico,ester de metila 26.720 1,61
Palmitato de metila 27.196 16,91
9,12-Acido octadecadiendico metil ester 30.423 35,99
Oleato de metila 30.562 34,71

Metil 9-octadecenato 30.605 2,03

Esteato de metila 30.948 7,25
Eicosanoato de metila 34.373 0,25
2-Monooleina 40.019 0,35

Fonte: autor. TOTAL IDENTIFICADO: 99,1%



63

7 DISCUSSAO

O controle do Ae. aegypti constitui um importante desafio, especialmente nos paises
em desenvolvimento, e a busca por novas estratégias de intervencao sobre as popula¢cdes de
Ae. aegypti vem ganhando destaque. Como principal estratégia de combate ao vetor de
arbovirus, o uso integrado de vérias técnicas de controle disponiveis e, a utilizacdo de
produtos biolégicos, com o Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) tém sido utilizados.
Formula¢des contendo bactérias entomopatogénicas (Bti) e alguns inseticidas reguladores do
desenvolvimento (IGR) sdo também empregadas (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; ZARA
et al., 2016).

Espécies vegetais coevoluem com insetos e microrganismos, produzindo
substancias especificas em resposta ao ataque patogénico, sendo, portanto, consideradas
fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobiana (SIMAS et al., 2004).

Dentre as espécies presentes na flora brasileira, J. curcas L. € uma planta de
propésitos multiplos, promissora para producdo de biodiesel e usos medicinais. Suas
propriedades fotoquimicas; e farmacoldgicas, como atividades anti-inflamatdria,
antimicrobiana e antioxidantes, moluscocicidas, inseticidas, entre outras, foram relatadas
(LAVIOLA, B. G.; RODRIGUES, 2019; SABANDAR et al., 2013). Inicialmente, foi investigado
neste trabalho, o efeito larvicida de extrato bruto da semente (tegumento e cotilédone) de J.
curcas L. nas larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti. Embora que os extratos brutos
aquosos dos cotilédones e tegumentos ndo tenham exibido atividade larvicida nas
concentragdes testadas (2, 3, 5, 7,10%), os sedimentos promoveram mortalidade das larvas.
O extrato do cotilédone, na concentracdo de 50 mg/mL mostrou-se mais eficaz do que o
extrato do tegumento, uma vez que ocasionou 80% de mortalidade larval apds 24 horas de
tratamento, e 100 % apds 72 horas, enquanto que o extrato do tegumento apenas 30 % de
mortalidade apOs 72 horas de tratamento. Cabe ressaltar que os extratos obtidos eram
aquosos, sem a utilizacdo de solventes organicos como etanol, hexano ou acetato de etila.
Assim, é provavel que componentes como alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides e
esteroides que possuem propriedades inseticidas e larvicidas ndo tenham sido extraidos.
ADINATA; ANAM; KUSRINI, (2013) mostraram que extratos etandlicos de folha e caule de J.
curcas L fracionados com n-hexano e acetato de etila apresentavam acgéo larvicida. A fragédo
acetato de etila mostrou-se mais ativa com valor de 98 % de mortalidade para as larvas
tratadas na concentracao de 0,48 %. Para as larvas tratadas com a fracdo aquosa, a taxa de
mortalidade foi de 76% na maior concentracao testada, 4,64% (ADINATA; ANAM; KUSRINI,
2013; GUTIERREZ et al., 2014). Os componentes ativos nas folhas e caules ndo foram ainda

caracterizados.
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Dentre os compostos bioativos presente em plantas que apresentam atividades contra
insetos, tanto no estadio larval quanto na fase adulta, encontram-se os 6leos essenciais,
proteinas e peptideos (ALl; RAVIKUMAR; BEULA, 2012). Estudos revelam que proteinas e
peptideos de J. curcas L. tém diferentes papéis em atividades metabdlicas, como defesa
contra predadores e atividades bioldgicas (LAVIOLA, B. G.; RODRIGUES, 2019).

Mediante aos resultados preliminares com extrato bruto das sementes de J. curcas L.,
resultando na provavel acao larvicida do sedimento do cotilédone em larvas de Ae. aegypti, 0
tegumento das sementes foi retirado e descartado sendo o cotilédone utilizado para obtencéo
de extratos proteicos. A partir do extrato proteico do cotilédone das sementes de J. curcas L.,
obteve-se, por cromatografia de excluséo, a separacao de trés fracdes proteicas (F1, F2 e
F3). As fracbes proteicas, obtidas, tendo o Tris na fase moével, foram testadas contra Ae.
aegypti e, inicialmente, ndo mostraram efeitos toxicos, nas concentracdes de 0,1, 0,25 e 0,5
mg/mL, ap6s 62 horas de tratamento. Posteriormente, as fragdes obtidas por exclusédo
molecular, tendo o TFA na fase mével também foram testadas contra larvas de Ae. aegypti e
a partir do 5° dia de tratamento pode-se observar 46 e 60% de mortalidade para as contragbes
0,2 mg/mL e 0,6 mg/mL respectivamente. Apos 7 dias de tratamento, a mortalidade foi 60 e
90% para 0,2 mg/mL e 0,6 mg/mL da fracdo F3 (Fracdo de baixo peso molecular),
respectivamente. A fracado F3, com maior atividade larvicida contém componentes com massa
molecular menor que 3.000 Da. De maneira geral, moléculas biodegradaveis, com baixo peso
molecular e de baixo custo de producéo, além de diferentes mecanismos de agédo sobre os
estadios de desenvolvimento de insetos, tém sido estudadas como agentes alternativos para
combater insetos. A canatoxina, uma isoforma de urease, isolada de semente de Canavalia
ensiformis, mostra atividade larvicida em Dysdercus peruvianus e Spodoptera frugiperda. A
toxicidade esta relacionada a um peptideo interno de 10 kDa (pepcanatox), liberado pela
hidrélise da canatoxina por catepsinas no sistema digestivo de insetos suscetiveis (MULINARI
et al., 2007). O inibidor de trypsina LTI, obtido de sementes de Leucaena leucocephala, foi
capaz de reduzir em 70% a atividade proteolitica no intestino do mosquito Ae. aegypti em 24
horas de tratamento in vitro (ALMEIDA FILHO et al., 2017). SILVA et al. (2015) também
isolaram de R. communis um peptideo (RcTI) inibidor de proteases com ag&o no intestino
médio das larvas de Ae. agypti.

Inseticidas comercializados a base de 6leo vegetal sdo utilizados para controlar pragas
de culturas, sendo considerados como uma abordagem “verde” para o controle de pragas.
Neste sentido, diversos estudos a partir de extratos de 6leos vegetais sédo realizados com
intuito de se encontrar substancias com propriedades inseticidas e simultaneamente seletivas,
para possivelmente serem usadas em formulagdes de um produto comercial (GOMES et al.,
2015). O 6leo de nim (Azadirachta indica A. Juss) mostrou-se toxico para larvas de Anopheles

stephensi, Culex quinquefasciatus e Ae. aegypti. FormulacGes a base de 6leo de nim, em
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concentracdes de 0,5 a 5,0 ppm, foram testadas em larvas Ae. aegypti, sendo eficazes no
controle de larvas em condi¢des naturais de campo (DUA et al., 2009). Buscou-se avaliar
neste trabalho, o potencial larvicida do éleo de J. curcas L. em diferentes condi¢cbes, sobre
larvas de Ae. aegypti. O éleo foi disperso diretamente em agua, diluido em éleo de soja ou
solubilizado em solucdo aquosa de DMSO 1%. Nao houve diferencas significativas nestes
diluentes. Os ensaios foram realizados em frascos de 50mL, contendo 5mL ou 20mL de
solugdo, conforme recomendado pela OMS. O volume de ensaio também n&o alterou os
resultados obtidos. Em média, uma CL80 de 25 mg/mL foi obtida nestes ensaios. O fator que
mais influenciou nos resultados foi a agitacdo magnética, neste caso, a CL80 foide 4,3 mg/mL,
apos 24 horas de tratamento. A agitacdo foi também empregada por SIMON et al; (2016),
onde goticulas menores de 6leo sao formadas, potencializando o efeito do larvicida pelo
aumento da superficie de contato entre as larvas e o 6leo. FURTADO et al., (2005) descrevem
o efeito larvicida de 10 6leos de origem vegetal. Estes pesquisadores mastraram que o 6leo
essencial de Vanillosmopsis arborea induz a morte das larvas com uma CL90 de 28,5 mg/mL
e 0 Oleo essencial de Ocimum gratissimum L. de 195,14 mg/mL. Assim, o 6leo J. curcas L.,
quando usado “in natura”, seria mais eficiente do que os 6leos estudados por Furtado et al.,
(2005). Uma possivel acao sinérgica entre fragdes proteicas de J. curcas L. e 6leo foi também
constatada neste trabalho.

Sabe-se que as estratégias baseadas na combinacdo de inseticidas quimicos e
agentes bioldgicos tém sido empregadas, como alternativas aos métodos convencionais de
controle de Ae. aegypti (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; ZARA et al., 2016). GOMES et al.
(2015) avaliaram a toxicidade do 6leo de nim separadamente, e éleo de nim combinado com
o fungo Metarhizum anisopliae frente a larvas de Ae. aegypti. Os autores constataram que a
combinacéo testada aumentou significativamente a viruléncia do fungo, reduzindo os tempos
e percentuais de sobrevivéncia larval.

Resultados preliminares mostram que o 6leo de J. curcas L. inibe a atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE), um dos mecanismos envolvidos na a¢do de diversos
larvicidas. Os organofosforados, por exemplo, atuam essencialmente na inibicdo da desta
enzima, desencadeando a sindrome colinérgica, levando a estimulacdo excessiva dos
receptores da acetilcolina (GOODMAN, L.S GILMAN, 2006). O éleo de J. curcas L, na
concentracao de 20 uL/mL, apés 6,12 e 24 horas de tratamento, reduziu a atividade da AChE
sendo constado nestes periodos a atividade de 70%, 37% e 0%, respectivamente, indicando
a inibicdo significativa da atividade enzimética. Constituintes de 6leos essenciais tais como 0s
monoterpenos (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009; PICOLLO et al., 2008; SOUZA et al.,
2012), sesquiterpenos (FUJIWARAJ; YAGI; MIYAZAWA, 2010) e alguns fenilpropanoides
(DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009) sédo também inibidores de AChE. Embora tenha ocorrido

a reducdo da AChE extraida de larvas tratadas, ndo é possivel afirmar que este seja o0 Unico
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mecanismo envolvido com a mortalidade larval. A estereomicroscopia, apés 24 horas de
tratamento, mostrou que as larvas estavam com a musculatura contraida, aparentando menor
tamanho que as larvas nao tratadas. Esta caracteristica sugere uma possivel inibicdo da
AChE, pois o acumulo de acetilcolina na fenda singptica e, consequentemente, a
hiperestimulacdo dos receptores de acetilcolina, impede a contracdo muscular normal e
provoca danos ao inseto (BARBOZA et al., 2010). Foi possivel observar ainda, manchas
escurecidas ao longo do térax e abdome de algumas larvas tratadas, conforme alteracéo
descrita por PESSANHA, (2018) e SOUZA (2018), para larvas tratadas com 6leo de cambre
e acido recinoleico, respectivamente. Outro sinal de toxicidade foi a diminuicdo dos
movimentos das larvas a medida que aumentava o periodo de exposicdo aos tratamentos,
até tornarem-se completamente letargicas, mesmo estimulando-as pela luz. Esta alteracao foi
concordante com as observadas por ADEYEMI; OKPO; OGUNTI, (2002); ARRUDA;
OLIVEIRA; DA SILVA, (2003) e BARRETO et al., (2007) em ensaios utilizando compostos
naturais obtidos da planta Copaifera reticulata, Magonia pubescens e Sapindus saponaria,
respectivamente.

MULLA; SU, (1999), mostraram que a azadiractina, o principal composto do 6leo de
nim, atua bloqueando a sintese e liberacdo de hormdnios ecdisteroides, levando a ecdise
incompleta em insetos imaturos, enfraquecendo o sistema de defesa da cuticula, facilitando
a penetracdo de organismos patogénicos, como fungo entomopatogénico (GOMES et al.,
2015; MULLA; SU, 1999). O mecanismo de acao que favorece a interacdo sinérgica do 6leo
com a fracdo proteica de J. curcas L. ndo foi estudado. A hipétese de que componentes do
6leo, modifiquem a cuticula e permitam a entrada de compostos de baixo peso molecular deve
ser investigada. No entanto, € necessario conhecer o mecanismo de acao do éleo e da fracéo

isoladamente e, entdo inferir a possivel via de acdo quando combinados.
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8 RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

e Para os ensaios realizados foram empregados os volumes de 20 mL e 5 mL de solucdo
ensaio e ndo houveram diferencas significativas nos resultados encontrados.

e Trés fracBes proteicas obtidas da semente de J. curcas L., apés filtracdo em Sephadex
G-50, foram obtidas. A fragcdo F3, massa molecular <3.000 Da causou mortalidade
significativa das larvas de Ae. aegypti na concentragéo de 0,6 mg/mL, a partir do quinto
dia de tratamento.

e O 6leo de J. curcas L. provocou a mortalidade, dose e tempo dependente, de larvas
de Ae. aegypiti.

e As fracdes proteicas de J. curcas L. obtidas apds filtracdo em Sephadex G-50,
combinadas a 20 ul/mL, provocaram mortalidade significativa quando comparado ao
tratamento somente com Oleo, ficando evidenciado, uma possivel acdo sinérgica
destes componentes.

e A CL80 obtida para tratamento com 6leo de J. curcas L. sem o auxilio da agitacao
mecénica foi de 25 mg/mL.

e A CL80 obtida para tratamento com 6leo de J. curcas L. com o auxilio da agitacao
mecénica foi de 4,3 mg/mL.

e Alteracdes macroscopicas no aspecto das larvas de Ae. aegypti tratadas com 6leo de
J. curcas L. evidenciam sua toxicidade.

e O Oleo de J. curcas L. apresentou efeito inibitério sobre a enzima acetilcolinesterase
extraida de larvas de Ae. aegypti.

e O estudo preliminar da fracdo soltvel diclorometano do 6leo de J.curcas L. permitiu
identificar 9 constituintes, sendo 9,12-Acido Octadecadiendico-metil éster (C)
(35,99%), Oleato de Metila (D) (34,71%), os componentes majoritarios.

Conclui-se que, larvas de Ae. aegypti foram suscetiveis ao 6leo de J. curcas L. A
otimizacdo do 6leo melhorou a toxicidade, reduzindo significativamente os tempos de
sobrevivéncia larval e percentuais. Os resultados obtidos podem ser uteis na identificacdo de
compostos ativos provenientes de espécies vegetais, para o controle vetorial como alternativa
aos inseticidas sintéticos ou como adjuvantes. Trabalhos complementares devem ser
realizados para isolar e caracterizar o componente responsavel pela mortalidade larval, e

entender o mecanismo de ac¢édo envolvido.
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