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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € o vetor dos virus do dengue, chikungunya e Zica e
portanto, faz-se necessario realizar pesquisas para identificar novas alternativas
de controle desse vetor. Desta forma, busca-se explorar produtos de origem
vegetal com propriedades inseticidas e esta pesquisa utilizou de 6leo de
sementes de Crambe abyssinica como objeto de estudo. Esta tese tem por
objetivos: 1) Analisar a composi¢éo do 6leo de crambe por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de Massas - CG-MS; 2) Avaliar o efeito larvicida do
oleo de crambe em diferentes concentracdes em larvas de Aedes aegypti; 3)
Avaliar o efeito larvicida do acido erucico; 4) Realizar uma analise in silico do
acido erdcico. 5) Observar possiveis alteragcdes morfolégicas na cuticula das
larvas de Aedes aegypti tratadas com acido erdcico; 6) Observar alteracdes no
intestino médio de larvas tratadas com 6leo de crambe e com acido erucico. 7)
Observar os impactos do acido erdcico na acetilcolinesterase (AChE) de larvas
de Aedes aegypti tratadas. 8) observar o efeito larvicida das capsulas do éleo. O
perfil de acidos graxos do 6leo de crambe apontou 58% de acido erucico, 21%
de &cido oleico e 7% de linoleico. Para a realizagéo do bioensaio, 10 larvas (L2-
L3, N=30) do mosquito foram transferidas em recipiente contendo 20 mL de agua
e diferentes concentragcbes do Oleo de crambe e ao acido erucico. A
sobrevivéncia larval foi monitorada por 72 horas. O 6leo de crambe (5%) reduziu
a sobrevida larval em 47% em 72h e em comparacgéo aos 0leos de canola e soja
esse percentual foi de 93% e a Ssoem 24h. O acido erdcico apresentou atividade
larvicida dose dependente, Sso em 24h na concentragao de 2,5mg/mL. Para as
microscopias de varredura (MEV) e a histopatologia (HP), os experimentos foram
conduzidos conforme o bioensaio anterior, por 24h de exposi¢éo ao 6leo e/ou ao
acido. Além disso, a andlise in silico do acido eracico foi realizada utilizando o
software PASS online® que identificou 150 possiveis alvos moleculares do acido
erdcico relacionadas a processos bioldgicos mitocondriais, de imunidade, no
sistema nervoso, na cuticula, na digestéo, na oviposi¢ao e inseticida. Mudancas
morfologicas foram observadas no exoesqueleto, sendo mais evidentes na
cuticula um aparente descolamento no térax e no abdémen das larvas. Foram
observadas altera¢des no intestino médio de larvas tratadas tanto com o 6leo de
crambe quanto com o acido erucico com a presenca da intensa vacuolizacao,
ruptura de nucleo, corpusculos lipidicos, necrose e espessamento da membrana
peritrofica. O préximo teste verificou com auxilio de kit especifico, a atividade da
acetilcolinesterase em larvas tratadas com acido erdcico foi verificada. Nossos
resultados mostram a menor atividade da ACHE, em larvas tratadas. O
encapsulamento do 6leo foi realizado por técnica de gelificacéo ibnica em matriz
de alginato de sodio. No bioensaio, as capsulas reduziram a sobrevivéncia larval
em 60% em 96h. Como concluséo, foi constatado o efeito larvicida do 6leo de
crambe, por acao do acido erucico, com efeito a morfologia, histologia intestinal
e por inibichio da AChE, em larvas do mosquito Aedes aegypti. O
encapsulamento do 6leo se mostrou efetivo como alternativa para diminuicédo da
populacdo deste vetor e promissor como alternativa aos inseticidas quimicos.

Palavras chaves: Dengue; histologia; encapsulamento.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the vector of the dengue, chikungunya and Zika
viruses and therefore, it is necessary to conduct research to identify new
alternatives for controlling this vector. Thus, we seek to explore products of plant
origin with insecticidal properties and this research uses Crambe abyssinica seed
oil as the object of study. This thesis aims to: 1) Analyze the composition of
crambe oil by gas chromatography coupled to mass spectrometry - GC-MS; 2)
Evaluate the larvicidal effect of crambe oil at different concentrations on Aedes
aegypti larvae; 3) Evaluate the larvicidal effect of erucic acid; 4) Perform an in
silico analysis of erucic acid. 5) Observe possible morphological changes in the
cuticle of Aedes aegypti larvae treated with erucic acid; 6) Observe changes in
the midgut of larvae treated with crambe oil and erucic acid. 7) Observe the
impacts of erucic acid on acetylcholinesterase (AChE) of treated Aedes aegypti
larvae. 8) Observe the larvicidal effect of oil capsules. The fatty acid profile of
crambe oil contains 58% erucic acid, 21% oleic acid and 7% linoleic acid. To
perform the bioassay, 10 mosquito larvae (L2-L3, N=30) were distributed in
containers containing 20 mL of water and different concentrations of crambe oill
and erucic acid. Larval survival was monitored for 72 hours. Crambe oil (5%)
impaired larval survival by 47% in 72h and compared to canola and soybean oils
this percentage was 93% and S50 in 24h. Erucic acid showed dose-dependent
larvicidal activity, S50 in 24h at a concentration of 2.5mg/mL. For scanning
electron microscopy (SEM) and histopathology (HP), the experiments were timed
as in the previous bioassay, for 24h of exposure to oil and/or acid. In addition, an
analysis of erucic acid silico was performed using the PASS online® software,
which identifies 150 possible molecular targets of erucic acid related to
mitochondrial biological processes, immunity, nervous system, cuticle, digestion,
oviposition and insecticide. Morphological changes were observed in the
exoskeleton, with an apparent detachment in the thorax and abdomen of the
larvae being more evident in the cuticle. Changes were observed in the midgut
of larvae treated with both crambe oil and erucic acid, with the presence of
intense vacuolization, nuclear rupture, lipid bodies, necrosis and thickening of the
peritrophic membrane. The next test, acquired with the aid of a specific kit, was
the activity of acetylcholinesterase in larvae treated with erucic acid. Our results
show the lowest activity of AChE in treated larvae. The oil was encapsulated
using the ionic gelation technique in a sodium alginate matrix. In the bioassay,
the capsules reduced larval survival by 60% in 96h. In conclusion, the larvicidal
effect of crambe oil was confirmed, through the action of erucic acid, with an effect
on morphology, intestinal histology and by inhibition of ACHE in larvae of the
mosquito Aedes aegypti. The encapsulation of the oil was shown to be an
alternative for reducing the population of this vector and as an alternative to
chemical insecticides.

Keywords: Dengue; histology; encapsulation.
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INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti (LINNAEUS, 1762) considerado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) um sério problema de saude publica
(MENDONCA, 2009) € o vetor dos virus do dengue, Zika, chikungunya e febre
amarela urbana.

Nos anos de 2023 e 2024, ocorreram anomalias nos padrdes de
temperatura e precipitacdo devido aos efeitos do fendémeno climético El Nifio.
Como resultado, muitos paises, especialmente nas Américas, observaram um
aumento nos casos suspeitos de dengue. Até abril de 2024, a a Organizacao
Mundial da Saude - OMS registrou mais de 7,6 milhdes de casos suspeitos de
dengue globalmente, com mais de 3 mil mortes. Um relatério especifico de 2024
sobre saude e mudancas climéticas, aponta para o impacto nos vetores de
doencas importantes como 0s mosquitos, influenciados pelas condicdes
climaticas, afetando sua distribuicdo geografica, taxas de reproducéo e potencial
de transmissao de doencas como a maléria, dengue e zika. Pois a medida que
as temperaturas globais aumentam, os habitats dos mosquitos podem se
expandir para novas areas, aumentando o risco de surtos de doencas em regides
anteriormente nao afetadas (ROMANELLO et al., 2024).

Como medida de controle a OMS autoriza o0 uso de inseticidas quimicos,
como piretroides, carbamatos, organoclorados e organofosforados, além de
métodos de controle mecanico e bioldgico (OMS, 2021). Esses produtos
guimicos podem ser toxicos para humanos, o0 meio ambiente e animais. (DA
SILVA, 2020). Além disso, 0 uso excessivo destes inseticidas tem levado a um
aumento significativo na resisténcia a inseticidas piretréides pelos mosquitos
Aedes aegypti (FAN, et al.,, 2020). Outro estudo aponta para resisténcia
extremamente alta a inseticidas convencionais, devido a mutacdes
concomitantes de resisténcia ao knockdown, dificultando o controle populacional
em partes da Asia (KASAI et al., 2022). Essa resisténcia também € vista em
mosquitos Anopheles gambiae, Culex pipiens (BESERRA, 2007; BRAGA, 2007).
Dessa forma, faz-se necessario realizar pesquisas para identificar novas
alternativas de controle de vetores. Portanto, busca-se explorar produtos de

origem vegetal com propriedades inseticidas, por serem obtidos de fontes
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renovaveis, possuirem composicées quimicas complexas, diferentes modos de
acao e toxicidade seletiva para organismos-alvo (DA SILVA et al., 2020).

A planta Crambe abyssinica, conhecida como “crambe” destaca-se como
uma oleaginosa de grande potencial em aplica¢gfes industriais. O 6leo da crambe
se enquadra na categoria dos chamados “high erucic” por sua composicéao rica
de acido erucico, o que a torna inapropriada para consumo como alimento,
porém enquadra-se em diversos usos, como na producdo de biocombustiveis,
de bio-lubrificantes, de polimeros e de emoliente da industria de cosméticos, por
exemplo (CICILIANO, 2023).

E de grande valia e interesse o desenvolvimento de produtos para controle
de pragas e vetores usando extratos de plantas como alternativa aos produtos
sintéticos. Neste contexto, este estudo utilizou a planta Crambe abyssinica como
fonte de substancias naturais com efeitos letais em larvas de Aedes aegypti e a
técnica de encapsulamento para formulacdo de um produto com o 6leo com a
finalidade de combater o vetor de epidemias graves que afetam o Brasil e 0

mundo.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aedes aegypti: taxonomia, morfologia e ciclo de vida

O mosquito Ae. aegypti, popularmente conhecido como “mosquito da
dengue” (FERREIRA, 1986) pertence a familia Culicidae, subordem Nematocera
da ordem Diptera (GWARDS & COLLINS, 1996). Ele mede menos de 1 cm, com
listras brancas presente no corpo. O ciclo de desenvolvimento de Ae. aegypti é
caracterizado por ser holometabolo, dividido entre as fases de ovo, quatro
estadios larvais, pupa e adultos (figura 1) e em condicdes ideais este ciclo se
completa entre 8 a 10 dias (FORATTINI et al., 2002; KAUFMAN et al., 2009).

Fémea do mosquito adulto
Aedes aegypti

1° Estadio

2° Estadio

Pupa

3° Estadio

4° Estadio
5mm

A

Figura 1: Ciclo de vida de Aedes aegypti. Ovo, 4 estadios de larvas, pupa e mosquito adulto
(fémea). Fonte: Adaptado pela autora, 2024. Biorender.

1.1.1 Ovo

Os ovos sdo extremamente resistentes a dessecagdo e podem
permanecer viaveis por aproximadamente 1 ano no seco devido formacao de
uma camada de cuticula serosa, caracteristica Unica comparado aos ovos de
mosquitos vetores de outros géneros ( FORATTINI et al., 2002; REZENDE et al.,
2008). Quando em contato com a agua sofrem o estimulo para a eclosdo das
larvas, que em algumas horas deixa o ovo para entdo se alimentar de matéria
organica (BESERRA, et al, 2009).
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1.1.2 Larva

As larvas exibem morfologia vermiforme, caracterizada pela segmentacéo
corporal em trés regides distintas: cefalica, toracica e abdominal (Figura 2). A
regido cefélica apresenta um par de antenas e ocelos laterais, manifestando-se
como areas pigmentadas que persistem durante o estagio pupal,
correspondendo aos futuros olhos compostos do adulto. Na porg&o anterior da
cabecga, observam-se as escovas bucais, cuja funcdo é gerar um fluxo
hidrodinamico direcionado a cavidade oral, facilitando a ingestdo de particulas
alimentares (CONSOLI & LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Caudalmente a
cabeca, localiza-se o térax, seguido pelo abdémen. A taxonomia larval é
baseada na quantidade de cerdas presentes em cada segmento, com 0 oitavo
segmento abdominal contendo as estruturas respiratérias e originando o
segmento X, também denominado I6bulo anal (CHRISTOPHERS, 1960). A
obtencado de oxigénio atmosférico ocorre por meio de um siféo respiratorio, que
possui um espirdculo revestido por estruturas hidrofébicas. Este espirdculo
estabelece contato com a interface ar-agua, permitindo a entrada de gases.
Durante a submerséo, o espiraculo se oclui, e a presenca de pelos impede a

entrada de agua no sistema traqueal (KLOWDEN, 2013).

Larva Aedes aegypti

Lobo anal —>‘ \\“.‘ "’

Sifdo
respiratério

Cabeca Torax Abdomen

Figura 2: Diviséo do corpo da larva de Aedes aegypti. Fonte: Christophers, 1960, adaptado pela

autora, 2024. Biorender.
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1.1.3 Pupa

E neste periodo que ocorre a Ultima metamorfose onde o estadio imaturo
aquético originara as formas maduras e aladas, machos e fémeas. (CONSOLI &
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994). As pupas possuem resposta rapida
(submerséo) a distarbios externos. Elas entram em contato com o ar por meio
de trombetas respiratorias emparelhados, € composta por um cefalotérax e um
abdbémen articulado e estreito e o corpo coberto por uma cuticula translicida. A
regido anterior do cefalotorax é ocupada por pecgas bucais e uma cabeca
achatada. As manchas ocelares bilaterais, que originardo os olhos compostos
dos adultos. Antes dos olhos compostos, as antenas emergem na parte superior
e sdo dobradas em sentido inverso ao longo das laterais do térax. O primeiro
segmento abdominal tem dois feixes palmados retos, essenciais para manter o
corpo da pupa acima da superficie da agua. Comparado com 0s outros oito
segmentos abdominais, o0 nono é relativamente pequeno; ele possui dois
apéndices moveis chamados pas, que sédo 6rgados fundamentais no movimento

da pupa, e uma nervura mediana os sustenta (YAMANY et al., 2024).

1.1.4 Inseto adulto

ApoOs emergirem, 0os machos e fémeas adultos podem se alimentar de
néctar para obtencdo de carboidratos, porém, o repasto sanguineo é realizado
pela fémea que necessita dos nutrientes como arginina, isoleucina, leucina,
lisina, fenilalanina, treonina, triptofano, entre outros, presentes no sangue para o
desenvolvimento dos ovos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). A fémea armazena o
esperma do macho na bolsa espermética que vai ser responsavel por liberar os
espermatozoides para fecundar os 6vulos. Momento antes da oviposicao, a
fémea procura ambiente com agua potavel e nas paredes do local, faz a
deposicéao individual dos ovos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). Ela tem preferéncia
para alimentar-se de sangue humano e seu horéario de atividade é diurno em
locais domiciliares (NGOAGOUNI et al., 2016).
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Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Classe: Insecta
Ordem: Diptera
Subordem: Nematocera
Familia: Culicidae
Subfamilia: Culicinae
Género: Aedes

% Subgénero: Stegomyia
Espécie: Aedes aegypti

Figura 3: O mosquito Aedes aegypti. Fonte:
http://www.ioc.fiocruz.br/denqgue/textos/curiosidades.htmL

1.2 Arboviroses transmitidas por Aedes aegypti: historico e cenario atual

1.2.1 Dengue

O agente etiolégico da dengue € um arbovirus (virus transmitido por
artropodes), do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae. Sao
conhecidos quatro tipos imunoldgicos do virus sendo designados: Dengue Virus
Sorotipo - DENV: Den-1, Den-2, Den-3, Den-4 e Den-5, neste ano dez estados
decretaram Emergéncia e situacdo de Epidemia. (WHO, 2024). O virus s6 se
propaga por meio de vetor, ndo h4 transmissao do virus por contato direto de um
doente ou de suas secre¢cfes com pessoas sadias, nem por intermédio de 4gua
ou alimento contaminado (GUBLER, 2011).

O crescimento desordenado das cidades, sem infraestrutura adequada e
com servicos de saneamento bésico precarios, junto a ma gestao de residuos
solidos, leva ao aumento de locais suscetiveis ao acumulo de agua, formando
criadouros que aumentam a populacdo de mosquitos (BHATT, et al., 2013).

Embora com relatos desde meados do século XIX e inicio do século XX
(PEDRO, 1923), a circulagdo dos virus da dengue no Brasil s6 foi comprovada
em 1982, quando foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4, em Boa Vista,
capital do antigo territério federal de Roraima (OSANAI et al. 1983). A circulagéo
do virus torna-se endémica e epidémica no Brasil, com destaque para as regides
Sudeste e Nordeste nos anos 90. Em 2002, houve cerca de 697.000 casos. Em

2010, eram 2,2 milhdes de casos, aumentando para 3,2 milhdes em 2015. Em
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2016, a dengue é endémica em mais de 100 paises, com as Américas, Sudeste
Asiatico, e Pacifico Ocidental sendo as mais afetadas desde ent&o, o Brasil tem
registrado epidemias quase anualmente, com variagdes nas cidades de acordo
com Ministério da Saude (BRASIL, 2024).

A transmissdo dos sorotipos do virus da dengue depende de uma
combinacéo de fatores que sdo: A alta temperatura e umidade do ar, densidade
populacional elevada, deficiéncias na coleta de residuos soélidos e no
abastecimento de 4gua potavel, propor¢cédo de pessoas suscetiveis aos sorotipos
circulantes, a abundancia e tipos de criadouros do mosquito transmissor, altos
indices de infestacdo predial e a densidade de fémeas do mosquito Aedes
aegypti (PAHO 1994).

Além desses fatores, as mudancas climaticas, tém contribuido para o
cenario. Nos anos de 2023 e 2024, ocorreram anomalias nos padrbes de
temperatura e chuva devido aos efeitos do fendmeno climatico El Nifio. Como
resultado, muitos paises, especialmente nas Américas, observaram um aumento
nos casos suspeitos de dengue. No Brasil, além das mudancas climaticas,
fatores como a vasta extensao territorial, a grande populagéo e deficiéncias na
gestdo de residuos e no fornecimento de agua, principalmente nas periferias
urbanas, agravam a situacdo (BRASIL, 2024). Entre as Semanas
Epidemiolégicas 1 e 34 de 2024, foram relatados cerca de 6.500.000 casos
provaveis de dengue, com uma incidéncia de aproximadamente 3.200 casos por
100 mil habitantes. Os estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Parana, Santa Catarina, Goias e o Distrito Federal concentraram 87,70% dos
casos provaveis. As maiores taxas de incidéncia foram registradas no Distrito
Federal (9.770 casos por 100 mil habitantes), Minas Gerais (8.260 casos por 100
mil habitantes) e Parana (5.643 casos por 100 mil habitantes). No mesmo

periodo, foram confirmados 5.244 6bitos por dengue (BRASIL, 2024).

1.2.2 Zika

O Zika virus é um Flavivirus, inicialmente identificado em macacos em
Uganda em 1947 e em humanos em 1952. Os surtos ocorreram na Africa,
Américas, Asia e Pacifico. Entre 1960 e 1980, infeccBes humanas esporadicas,

geralmente leves, foram registradas na Africa e Asia (TAJIK, 2024). Os primeiros
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casos suspeitos no Brasil foram confirmados em abril de 2015 sendo 148.905
notificados. De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS),
neste mesmo ano, a disseminacao do virus levou a um aumento notavel no
namero de criangas nascidas com microcefalia, € uma malformacao congénita
onde o tamanho da cabeca do recém-nascido € inferior ao esperado,
considerando a média para idade e sexo. Além disso, houve um aumento
repentino nos casos da sindrome de Guillain-Barré, um distlrbio neurolégico que
pode resultar em paralisia podendo ser fatal no nordeste do Brasil, sendo
chamado de Sindrome congénita associada a infec¢éo pelo Virus da Zika (SCZ)
(FREITAS, 2020).

Entre as Semanas Epidemioldgicas 01 e 34, de 2024 foram notificados 7.766
casos provaveis de Zika no Pais. Destaca-se que as sorologias realizadas para
Zika podem resultar em falsos positivos em raz&o da possibilidade de reacao
cruzada com dengue (BRASIL, 2024).

1.2.3 Chikungunya

A chikungunya é um virus transmitido também por mosquitos, causada pelo
virus (CHKYV) descrita pela primeira vez durante um surto no sul da Tanzania em
1952. E um virus de RNA que pertence ao género Alphavirus da familia
Togaviridae. O nome “chikungunya” deriva de uma palavra na lingua Kimakonde,
que significa “ficar contorcido”, e descreve a aparéncia encurvada de pacientes
com dor articular (artralgia). O virus é transmitido pelas picadas de mosquitos
fémeas infectadas tanto de Ae. aegypti quanto Aedes albopictus.
(MASCARENHAS, 2018).

Foram notificados aproximadamente 254.000 casos provaveis de
chikungunya no Pais (taxa de incidéncia de 125 casos por 100 mil habitantes)
até a Semana Epidemiologica 34 de 2024, esse numero representa um aumento
de 100% quando comparado com o do mesmo periodo de 2023, quando foram
notificados 126.462 casos provaveis (59,3 casos por 100 mil habitantes)
(BRASIL, 2024).

Os estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Bahia e Espirito Santo foram
responsaveis por aproximadamente 82% de todos 0s casos provaveis da

doencga, neste ano de 2024. A deteccédo de chikungunya e de outras arboviroses
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durante a epidemia de dengue pode ser dificultada pela semelhanca clinica entre
estas e outras doencas infecciosas que circulam no Brasil, assim como pelos
desafios do diagndstico laboratorial especifico em periodos epidémicos. Até a
Semana Epidemioldgica 34, foram confirmados 162 6bitos por chikungunya no

Brasil, sendo que outros 152 6bitos estdo sob investigacdo (BRASIL, 2024).

1.3 Controle do vetor

O Ministério da Saude desenvolveu o Programa Nacional de Controle da
Dengue (PNCD), com os fundamentos de 1) acédo de programas permanentes;
2) a promocéo de campanhas de informacao e mobilizacdo, incentivando maior
responsabilidade das familias para manter seus lares livres de possiveis
criadouros do vetor; 3) o fortalecimento da vigilancia epidemioldgica e
entomoldgica para aumentar a capacidade de prever e detectar precocemente
surtos da doenca; 4) a melhoria da qualidade do trabalho de campo no combate
ao vetor; 5) a integracdo das acfes de controle da dengue na atencéo basica,
envolvendo o Programa de Agentes Comunitarios de Saude (PACS) e o
Estratégia Saude da Familia (eSF); 6) a utilizacdo de instrumentos legais para
facilitar o trabalho do poder publico na eliminacdo de criadouros em iméveis
comerciais, casas abandonadas, entre outros; 7) a atuagao multissetorial
promovendo a destinacdo adequada de residuos sélidos e 0 uso de recipientes
seguros para armazenamento de agua; e 8) o desenvolvimento de instrumentos
mais eficazes para monitorar e supervisionar as acoes realizadas pelo Ministério
da Saulde, estados e municipios. Assim como 0 programa de Agentes de
Combate as Endemias (ACE) s&o profissionais exclusivos do Sistema Unico de
Saude (SUS), desempenhando um papel essencial no combate as endemias e
na promocao da saude publica no Brasil. A atuacdo dos ACE, integrada as
equipes de Saude da Familia (eSF), € fundamental para a eficdcia das
estratégias de prevencédo e controle de doencas endémicas, bem como para a

promocao de ambientes saudaveis (BRASIL, 2009).

21


https://www.gov.br/saude/pt-br/sus
https://www.gov.br/saude/pt-br/sus

1.3.1 Controle mecéanico

O manejo ambiental tem como objetivo principal reduzir ou eliminar locais
onde pode haver acumulo de agua, como pneus e garrafas, para impedir que as
fémeas de mosquitos depositem seus ovos. Este tipo de manejo é considerado
a forma mais eficaz de controle de mosquitos, mas deve ser uma pratica regular
tanto para as familias quanto para o governo. Conforme descrito por Zara et al.
(2016), o poder publico tem a responsabilidade de disponibilizar agentes de
saude para visitar residéncias, onde eles informam a populacdo e aplicam
larvicidas, tanto quimicos quanto biologicos, em locais estratégicos para
controlar o Aedes aegypti, e outras espécies. Além disso, iniciativas como 0s
programas “‘Dez minutos contra a dengue” e “Dez minutos salvam vidas”,
promovidos pela Fundacdo Oswaldo Cruz e pelo governo do estado do Rio de
Janeiro, conseguiram reduzir o numero de surtos nas regibes onde foram
implementados (FIOCRUZ, 2024; RIO DE JANEIRO, 2024).

1.3.2 Controle biolégico

Como controle biolégicos, tem-se diversos estudos propostos, como a
utilizacdo da bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) compostos que
atuam de modo sinérgico com outros pesticidas (BECKER, 2000; POLANCZYK
et al., 2003). Tem-se também estudos com a bactéria Wolbachia sendo capaz
de bloguear a transmissao do virus da dengue e recentemente foi comprovado
o bloqueio do virus zika e chikungunya no Ae. aegypti (ROSLAN, 2024). Outras
pesquisas recentes propdem fungos entomopatogénicos, Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana, como alternativa ao controle de larvas
(BITTENCOURT et al., 2022). Muito utilizado atualmente, o espinosade, uma
alternativa organica aos inseticidas sintéticos, reduz a resposta colinérgica,
estresse mitocondrial e niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS)
no sistema nervoso central, leva a defeitos mitocondriais, neurodegeneracao
grave e cegueira (MARTELLI et al., 2022).
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1.3.3 Controle quimico

O controle quimico ainda € uma das principais estratégias para combater
vetores. Dada a importancia do mosquito Ae. aegypti existem diversos produtos
larvicidas e adulticidas disponiveis no mercado. Porém o uso indiscriminado
destes produtos vem causando uma pressao seletiva de mosquitos mais
resistentes aos componentes quimicos em que apenas os individuos resistentes
sobrevivem, enquanto os suscetiveis sado eliminados (DINIZ, 2014). Além disso,
a capacidade de ajusta-se a diferentes ambientes e circunstancia do mosquito
faz com que surjam novos estudos e abordagens para controle do vetor (RAULT
et al., 2019). Inseticidas que tém como alvo o sistema nervoso tém sido 0os mais
amplamente usado como controle, devido a sua rapida acdo (HOLLAND &
CROSSTHWAITE, 2024).

Da classe dos organofosforados, os carbamatos atuam inibindo a enzima
acetilcolinesterase, interrompendo a transmissédo normal dos impulsos nervosos
(GLATFELTER, et al., 2020) e também podem envolver outros mecanismos,
como o inibidor da hidrolase do acilpeptideo e a modulacdo da homeostase do
célcio intracelular (CHEREMISINOFF & KING, 2020). J4 os piretroides atuam
principalmente prolongando a abertura dos canais de sodio, causando atividade
nervosa repetitiva e bloqueio de excitacdo, mas também podem afetar canais de
célcio e bloqueio, contribuindo para sua neurotoxicidade (SODERLUND, 2011).

1.3.4 Inibidores de acetilcolineterase - AChE

A acetilcolinesterase esté presente na maioria dos seres vivos e tem como
funcéo hidrolisar o neurotransmissor chamado de acetilcolina em colina e acido
acético. Essa enzima ¢é fosforilada pelo inseticida, permanecendo
irreversivelmente inativada. O sitio-alvo de organofosforados e carbamatos sao
os da acetilcolinesterase (AChE), nestes casos, quando ha resisténcia, ela esta
relacionada com afinidade reduzida da AChE pelo inseticida, o que permite a
interrupcao normal ou quase do estimulo nervoso (BRAGA et al., 2007).

A acetilcolina presente na fenda sinaptica, promove a propagacao do
impulso nervoso, provocando a abertura de canais de sodio na célula pos-

sinaptica. Normalmente, ap0s a interrup¢cdo do estimulo, a acetilcolina é
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removida por receptacao ou por degradacdo enzimatica. Nos casos de inibicao
da AChE, a acetilcolina acumula-se nas juncdes nervosas, 0 que impede a
interrupcdo da propagacado do impulso elétrico, na fenda sinaptica e o sistema
nervoso central continuard sendo estimulado, desencadeando o processo de

paralisia que pode culminar com a morte do inseto (CHAVASSE, 1997).

1.3.5 Resisténcia de insetos a inseticidas

Conhecer os mecanismos envolvidos na Resisténcia aos inseticidas em
populacdes de mosquitos é um pré-requisito para a implementacao eficiente de
estratégias de controle vetorial. Sendo assim, segundo Khan e colaboradores
(2020) os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em quatro categorias:
reducdo da penetracdo do inseticida pela cuticula do inseto, mudancas
comportamentais, alteracdo do sitio-alvo e resisténcia metabdlica.

Reducao da penetracao pela cuticula do inseto, este mecanismo envolve
a espessura ou a composicao alterada da cuticula do inseto, a camada externa
gue atua como uma barreira protetora. Quando os insetos desenvolvem uma
cuticula mais espessa ou menos permeavel, a absorcdo de inseticidas é
diminuida, tornando-os menos eficazes. Mudancas comportamentais, insetos
podem evoluir comportamentos que o0s evitam de serem expostos aos
inseticidas. Por exemplo, eles podem modificar seu padrédo de atividade
(alimentacao, repouso) para evitar areas ou momentos em que a aplicacdo do
inseticida € mais provavel. Isso reduz a probabilidade de contato direto com o
produto quimico. Alteracdo do sitio-alvo, os inseticidas geralmente afetam
proteinas-chave (alvos moleculares) nos insetos. Alteracdes genéticas podem
modificar estas proteinas de tal forma que o inseticida ndo consegue mais se
ligar eficientemente, tornando-o ineficaz. Esta resisténcia € comum em
inseticidas que visam o sistema nervoso do inseto, como os organofosforados e
carbamatos. Resisténcia metabdlica, neste mecanismo, os insetos aumentam a
atividade ou a quantidade de enzimas que metabolizam e desintoxicam o
inseticida antes que ele possa atingir seu alvo. As principais familias de enzimas
envolvidas incluem as esterases, monooxigenases P450 e transferases de

glutationa. A capacidade aumentada de degradar o inseticida permite que os
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insetos sobrevivam a doses que seriam letais para individuos suscetiveis. Esses
mecanismos podem ocorrer isoladamente ou em combinacéo, dependendo das
pressdes seletivas exercidas pelo uso de inseticidas e das caracteristicas
bioldgicas dos insetos. A resisténcia aos inseticidas é um desafio importante no
controle de pragas agricolas e vetores de doencas, exigindo estratégias de
manejo integradas e sustentaveis para minimizar seu impacto (KHAN, et al.,
2020).

A Organizacdo Mundial da Saude define resisténcia como a habilidade de
uma populacdo de insetos admitir uma dose de inseticida que normalmente,
causaria sua morte (BRAGA e VALLE, 2007). Uma populacdo de insetos €
considerada resistente quando sua resposta a um inseticida em condi¢ces de
campo ou em bioensaios diminui significativamente abaixo da sua resposta
normal (GEORGHIOU e MELLON, 1983). Neste sentido, durante décadas, o
controle dos insetos envolveu a eliminacdo mecanica de locais de reproducéo e
aplicacdes larvicidas e adulticidas em operagcdes de pulverizacdo espacial. No
entanto, a eficacia destes tratamentos inseticidas foi reduzida devido a
resisténcia (DUSFOUR et al., 2015). Este problema afeta o controle de vetores
a nivel mundial, e as estimativas indicam que mais de 500 espécies de
artrépodes desenvolveram resisténcia a um ou mais pesticidas (GEORGHIOU e
LAGUNES-TEJEDA, 1991).

Quando inseticidas do mesmo grupo quimico e com 0 mesmo modo de
acao sdo aplicados repetidamente ao longo do tempo, geralmente ocorre o
desenvolvimento de resisténcia em espécies de mosquitos sob pressao seletiva.
Os genes de resisténcia que se tornam mais frequentes podem ser transferidos
para outras populages por meio do fluxo génico. Embora o proprio inseticida
ndo cause alteracbes genéticas, seu uso continuo seleciona individuos
resistentes, constituindo um dos principais desafios no controle de pragas
artrépodes (HEMINGWAY et al., 2004). Ha resisténcia cruzada em populacéo de
insetos que forem tratados com dois produtos quimicamente proximos, quando
um deles causa selecdo para um mecanismo de desintoxicagcdo comum a
ambos. H4 relatos de resisténcia cruzada aos organofosforados malathion,
fenitrothion e ao carbamato propoxur em populacdo de Culex quinquefasciatus
(BRACCO et al., 1997). Dessa forma, o controle de vetores é afetado, pois ha

maior contaminacao do meio ambiente com doses além do aceitavel, exterminio
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de organismos benéficos, e elevacdo nos custos para obter os niveis aceitaveis
de controle, além da utilizacdo de compostos cada vez mais toxicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

No Brasil, os primeiros casos de resisténcia de populacdes de A. aegypti
ao temefds foram relatados em 1999 (FUNASA, 1999; BESERRA et al., 2007;
MONTELLA et al., 2007). Neste contexto, algumas metodologias alternativas
tém sido desenvolvidas, entretanto, os inseticidas quimicos ainda sao
primordiais nos programas de controle (SPARKS et al., 2020).

Como por exemplo, os piretroides e organoclorados, a resisténcia esta
relacionada a ligacdo dos inseticidas que mantém os canais de sodio na
conformacao aberta e, portanto, ha propagacéo continua do impulso nervoso,
podendo levar o inseto a morte. A resisténcia € resultante de sensibilidade
reduzida do canal de sédio a esses compostos (WARE, 2000; HEMINGWAY,
2000; apud BRAGA, 2007). Mais conhecido como mecanismo knockdown (ou
kdr), foi registrado para varias espécies (VAIS, 2000 apud BRAGA, 2007).

1.4 Larvicidas de origem vegetal

Sabendo que as plantas sao fontes naturais de substancias inseticidas e
antimicrobianas, ja que essas sdo produzidas pelo vegetal em resposta a um
ataque patogénico, denominadas fitoalexinas (SIMAS et al., 2004) e
considerando a necessidade de se obter novos componentes, como alternativa
aos inseticidas sintéticos para o combate de insetos, principalmente de
mosquitos transmissores de doencas, € que se tem investido em estudos com
extratos vegetais e os efeitos de compostos vegetais nos mosquitos, incluindo
seus impactos comportamentais, fisiolégicos e bioquimicos, podem atuar como
mosquitocidas.

Nesse sentido, este trabalho e os demais encontrados na literatura,
demonstram o potencial de vegetais, como por exemplo, Lelis e colaboradores
(2012) mostraram os efeitos dos extratos obtidos de Ottonia frutescens e
Trigynaea oblongifolia que inibiram a ovoposicdo de fémeas do mosquito Aedes
aegypti. Em outro estudo Silva e colaboradores (2015) relataram o uso da torta
de Ricinus communis como inibidor de protease (RcTIl) agindo no controle tanto

da germinagdo do fungo fitopatogénico C. gloeosporioides quanto no
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desenvolvimento larval de A. aegypti. Outros estudos de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMEs) obtidos da transesterificacdo de Oleos vegetais
apresentam potencial larvicida contra larvas do mosquito Culex
quinquefasciatus, com valores de CL50 variando de 42,32 a 196,27 mg/L
(RIBEIRO-NETO, et al., 2017).

Pesquisas realizadas com 20 6leos essenciais de plantas e componentes
dos Oleos de ajowan (Trachyspermum ammi) e balsamo do Peru (Myroxylon
pereira) contra o mosquito Aedes aegypti. Desses 0s 6leos de ajowan e balsamo
do Peru a 0,1 mg/mL exibiram 100 e 97,5% de mortalidade larval,
respectivamente. Nesta mesma concentracdo, 0s constituintes individuais,
canfeno, acido benzoico, timol, carvacrol, benzonato de benzila e trans-cinamato
de benzila, causaram 100% de mortalidade (SEO et al., 2012). O mesmo grupo,
realizou ensaios com mais 12 6leos essenciais de plantas Apiaceae e seus
componentes contra 0 mosquito tigre asiatico, Aedes albopictus, e a inibicdo da
acetilcolinesterase, ajowan (Trachyspermum ammi), semente de alcaravia
(Carum carvi), semente de cenoura (Daucus carota), aipo (Apium graveolens),
cominho (Cuminum cyminum), endro (Anethum graveolens) e salsa
(Petroselinum sativum) resultaram em mortalidade larval >90% quando usados
a 0,1 mg/mL (SEO et al., 2015). Oleos essenciais de Eucalyptus teriticornis
(Eucalipto), Melaleuca alternifolia (Tea tree), Mentha piperita L. (Hortela-
pimenta), Lavandula angustifolia (Lavanda), Citrus sinensis (Laranja) e
Cymbopogan flexuosus (Capim-limao) contra larvas de mosquitos Aedes aegyp
(JAMAL & MONDAL, 2024).

Trabalhos relacionados a esta pesquisa sdo também encontrados como
o encapsulamento do 6leo essencial de Siparuna guianensis em nanoparticulas
de quitosana com potencial promissor como alternativa de controle larvicida e
deve ser considerado dentro das estratégias de combate ao Ae. aegypti
(FERREIRA et al.,2019). Nanoemulsdo baseada em 0leo essencial de alho com
alta concentracdo de EO (15%) e baixo teor de surfactante e eficacia contra
larvas de S. littoralis. Bioensaios de laboratorio demonstraram atividade larvicida
promissora e alimentacdo larval reduzida, embora alguns sintomas de
fitotoxicidade tenham sido observados. Este estudo ressalta o potencial dos
inseticidas botanicos como alternativas sustentaveis aos produtos quimicos

sintéticos, enfatizando a importancia de equilibrar a eficacia com consideracfes
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ambientais e ecoldgicas em estratégias de manejo de pragas (GIULIANO et al.,
2024).

Bases em Propriedade Intelectual de depdsito de patentes, referente a
complexos de inclusdo do 6leo essencial de Citrus sinensis osbeck em b-
ciclodextrina com atividade larvicida para as larvas do Aedes aegypti. A
formulacdo/composicdo do produto larvicida proposto compreendem complexos
de inclusdo (6leo essencial/13- ciclodextrina), que favorece a solubilidade do
6leo em meio aquoso, como bioinseticida contra as larvas do Aedes aegypti (BR
10 2014 024639 8 A2). A formulacado/composi¢éo do produto larvicida contendo
Oleo essencial de Syzygium aromaticum compreendem nanocompoésitos que
favorece a solubilidade do 6leo em meio aquoso. Os nanocompdsitos resultam
da obtencao através da intercalacao por solugéo argila/polimero que favorece a
liberag&o do dleo (e seus constituintes) como alternativa ao controle das larvas
do Aedes aegypti (BR 10 2014 030551 3 A2).

1.5 Crambe abyssinica

Esta espécie é nativa da regido do Mediterraneo, sendo a sua origem a
zona do Mediterraneo e as terras altas do leste da Africa, porém também se
adapta muito bem ao clima frio das amplas extensdes da Europa (FALASCA et
al., 2010). Pertence a familia Brassicaceae, que inclui outras plantas com fins
oleaginosos semelhantes, como a colza (Brassica napus L. var oleifera), a
canola (B. napus) e diversas espécies de mostarda (B. juncea, B. campestres,
B. alba, B. nigra) (Lazzeri et al., 1994). O género Crambe possui 39 espécies
conhecidas, e Crambe abyssinica Hochst enquadra-se na secéo
Leptocrombe DC. Subespécie abyssinica Hochst (PRINA, 2000).

Além dessas, muitas espécies da familia sdo cultivadas como plantas
horticolas e foram introduzidas no Brasil, a exemplo do repolho (B. Oleracea var.
capitata), couve (B. oleracea var.acephala), couve-flor (B. oleracea var. botrytis),
brocolis (B. oleracea var. italica), Couvechinesa (B. pekinensis), Couve-rabano
(B. Oleracea var. gongylodes), couve-de-bruxelas (B. Oleracea var. gemmifera),
couve-tronchuda (B. oleracea var. tronchuda), Rucula (Eruca sativa), Agrido
aquatico (Rorippa nasturtium-aquacticum) e rabanete (Raphanus sativus)

(MOREIRA; BRAGANCA, 2010).
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A crambe foi introduzida no Brasil, na década de noventa, pela Fundacéo
Mato Grosso do Sul, municipio de Maracaju, com 0 objetivo de avaliar o seu
comportamento como cultivo para cobertura de solo em sistemas de plantio
direto (MULLER, 2008; DAHLKE & SIMONETTI, 2010). Inicialmente n&o
despertou interesse dos agricultores por ser inferior ao nabo forrageiro na
cobertura de solo e por ndo haver mercado para producéo de gréaos. Este cenario
mudou quando houve estimulo a producéo do biodiesel e o crambe voltou a ser
avaliado por possuir boas possibilidades. Assim, foram retomados os trabalhos
de pesquisa que culminaram com a recomendacdo dessa espécie como uma
das principais culturas para a producéo de biodiesel (SOUZA et al, 2009; PITOL,
2008).

As caracteristicas como baixo custo, facilidade de producéo, ciclo rapido
(floresce em 35 dias e pode ser colhida em 90 dias) e sua maturacéao uniforme,
propiciam colheita mecanizada como cultura de rotagcdo (PANNO & PRIOR,
2009). A extracao do oleo pode ser feita de forma mecanica, com extrusora e
prensa, sendo este mais resistente a degradacdo e apresenta alta estabilidade
a oxidacdo. Isso confere vantagens relacionadas ao tempo de armazenamento,
sendo este um ponto extremamente importante, uma vez que a maioria do
biodiesel gerado por diversos 0leos vegetais ndo apresenta essa estabilidade
(BISPO et al., 2010).

O o6leo de crambe segundo Oplinger et al. (2000), pode ser usado como
lubrificante industrial, inibidor de corroséo, e como ingrediente na fabricacdo de
borracha sintética, além de servir para a fabricacdo de filmes plasticos,
plastificantes, nylon, adesivos, antiestatico, e isolamento elétrico, ndo é usual na
alimentacdo, exceto em algumas partes da india e China.

Para caracterizar a planta do crambe podemos considerar as seguintes
particularidades, como raizes pivotantes e profunda, suas hastes ramificam-se
préximas ao solo para formar trinta ou mais galhos, que novamente se ramificam,
formando galhos terciarios (Figura 4, A, B, C e D), (COLODETTI et al., 2012).

As folhas séo grandes, largas, ovais e assimétricas (Figura 4), a lamina foliar
possui aproximadamente 10 cm de comprimento e 7,6 cm de largura, com
superficie lisa. O peciolo possui aproximadamente 20 cm de comprimento e é

piloso (OPLINGER et al., 2000). O tipo de inflorescéncia (Figura 4) € racemo,
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com flores da cor branca ou amarela e os frutos do tipo capsula (FALASCA et
al., 2010).

Figura 4: Imagens de plantas de Crambe abyssinica: plantas em desenvolvimento (A e B),
sementes em germinacéo (C), detalhe das folhas (D) e florescimento (E) (COLODETTI et al.,
2012).

O grao é redondo, com 2 mm de diametro e cor marrom claro
(COLODETTI et al., 2012). Em base seca, a semente contém 33,9% de 6leo,
25,2% de proteina e 12,3% de fibra bruta. O teor de 6leo € quase o dobro do
encontrado na soja e 8-9% superior ao da colza (DUBYNE, 2015).

Suas sementes apresentam elevado teor de 6leo, em média 38%. O dleo
de crambe, principal produto da oleaginosa, é rico em acido erucico (C22H42032)
(50-60%), um &cido graxo monoinsaturado de cadeia longa (C22:1) de férmula
molecular e estrutural como demonstrado na Figura 5, de peso molecular
1053,75, e de grande aplicacdo na industrial (FALASCA et al., 2010).
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Figura 5: Estrutura  molecular em  cadeia do  acido  erdcico. Fonte:
https://www.molinspiration.com/cgi/properties.

O subproduto do crambe, oriundo da extracdo do Oleo, a torta e/ou farelo,
podem ser utilizados como suplementos proteicos em alimentacdo de
ruminantes. O farelo apresenta excelente qualidade nutricional (CARLSON et al.,
1996).

E uma cultura muito tolerante & seca (solos quentes), principalmente a partir
de seu desenvolvimento vegetativo, também & muito tolerante ao frio, exceto
apos a germinacédo, sendo capaz de tolerar temperaturas de até -3° C (PITOL,
2008). Além disso é resistente a pragas e doencas (OPLINGER, et al.1991;
FALASCA, et al. 2010; ATABANI, et al. ,2013).
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2.

OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito larvicida do 6leo de Crambe abyssinica e do seu composto

majoritario o acido erucico em Aedes aegypti e formular cipsulas de alginato

com Oleo de crambe.

2.1.2 Objetivos especificos

<

Quantificar e caracterizar o 6leo de Crambe abyssinica;

Avaliar o efeito larvicida do 6leo de crambe e do &cido erucico observando
as alteracbes morfolégicas e histopatologicas no intestino médio das
larvas;

Realizar um predicéao in silico dos alvos moleculares do acido erucico;
Analisar o efeito do acido erucico sobre a enzima acetilcolinesterase;
Elaborar capsulas em matriz de alginato com 6leo de crambe e &cido
erucico;

Avaliar a eficacia das capsulas de 6leo de crambe e do acido erdcico

contra larvas de Ae. aegypiti.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Quimica em Funcao
de Peptideos e Proteinas — LQFPP, Laboratério de Biotecnologia do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia — LBT, Laboratério de Ciéncias Quimicas, Centro de
Ciéncia e Tecnologia, Laboratério de Biologia Celular e Tecidual — LBCT, do
Centro de Biociéncias e Biotecnologia — CBB. Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia - LEF, no Centro de Ciéncias e tecnologias agropecuarias- CCTA,

na Universidade Estadual do Norte Fluminense, Darcy Ribeiro, Brasil — UENF.

3.2 Aedes aegypti

A criacdo dos mosquitos ocorreu no insetario, em colaboracdo com o Prof.
Francisco José Alves Lemos, ovos de Aedes aegypti (Linhagem Rockfeller)
ovipositados em papel filtro foram colocados em recipiente de vidro contendo
agua mineral, com uma 10 mg de racéo de peixe (Tetramin®alevinos, Alcon). O
recipiente foi mantido em ambiente com temperatura controlado (£27 °C) e
tampada por 24 horas para estimular a ecloséo larval por meio da presenga do
CO:s.. As larvas ap0s eclodidas foram acompanhadas e alimentadas até o estadio
(L2-L3) e os experimentos foram conduzidos no tempo de 24h, 48h e 72h, grupos
contendo 10 larvas selecionadas e separadas em copo plastico de 50mL
contendo 20mL de agua destilada, cada ensaio foi realizado em triplicata e nos

tratamentos e no controle (agua).

3.30leo de crambe e acido ertcico

As sementes de Crambe abyssinica foram obtidas no ano de 2021 no Nucleo
Rural Rio Preto, Planaltina, Distrito Federal, Brasil, (Longitude -47.4925695 —
Latitude-15.7636047) com autorizacdo (numero 16806) do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio

Ambiente do Brasil. As sementes foram fornecidas pela empresa baiana, de
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Albério Passos. O &cido erucico foi obtido comercialmente da empresa Sigma-
Aldrich® (COD. 112-86-7).

3.4Preparacdo do 6leo de crambe e de solu¢des do acido erucico

O oleo foi extraido por prensa continua tipo expeller e doado pela empresa
baiana para inclusdo na pesquisa, foi utilizado na concentracdo de 0,5, 1, 1,75,
2, 2,5 e 5(%). O &cido erdcico, foi obtido comercialmente na Sigma-Aldrich®
(COD. 112-86-7) e diluido em 6leo de canola nas concentragdes 0,5, 1,0, 1,5,

2,0, 2,5 e 4,0 (mg/mL) e agitado em vortex.

3.5Andlise da composigdo do 6leo de crambe por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de Massas - CG-MS

A cromatografia ocorreu em colaboragao com prof. Dr. Carlos Roberto Ribeiro
Matos, para determinacao da composicado em &cidos graxos do 6leo de Crambe
foi realizada uma reacédo de transesterificacdo com metanol na presenca de
KOH. Dessa forma os acidos graxos foram identificados como ésteres metilicos.
Em um tubo de ensaio contendo uma solucao de 60 mg de 6leo em 5 mL de éter
de petréleo foi adicionado 0,5 mL de uma solu¢do metandlica de KOH (2 mol L-
1). A mistura foi submetida a agitagéo vigorosa durante 5 min. A fase superior foi
coletada e os éster metilicos de acido graxo foram analisados em um
cromatografo a gas. A analise por CG-EM foi realizada em equipamento da
marca Agilent, espectrometro de massas modelo 5975C acoplado ao
cromatografo a gas 7890A. A insercdo da amostra foi realizada através de uma
seringa de 10 pL em um injetor automatico modelo 7693A. Condicdes utilizadas
no CG: Coluna HP-5ms (30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
0,25um de filme de (5% fenil)-metilpoli siloxano; volume injetado: 1uL em modo
de divisdo (split) 1: 20; temperatura do injetor 280 °C; programacao de
temperatura: 60 °C e entdo 2 °C/min até 280°C e mantendo a temperatura por
50 min; gas de arraste: Hélio, com fluxo constante de 1 mL/min. Detector de
massa: temperatura da interface, da fonte de ionizacdo e do analisador
guadrupolo foram de 280, 230 e 150 °C respectivamente; modo de ionizagao por

impacto de elétrons (El) a 70 eV.
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3.6 Atividade larvicida do 6leo de crambe

Grupo de 10 larvas de Ae. aegypti (L2-L3) foram dispostas em copos de
plastico de 50mL contendo, 20 mL de agua, em triplicata. Primeiramente as
larvas foram expostas a diferentes concentracdes do 6leo de crambe 0,5, 1, 1,75,
2,2,5e5 (%). Em segundo momento, realizou-se um ensaio comparativo entre
os Oleos de crambe, dleo de soja e o 6leo de canola, todos nas concentrages
de 5% e como controle 0,03% de tween. O monitoramento do tempo de
sobrevivéncia foi realizado diariamente, a cada 24, 48 e 72h.

As larvas mortas foram retiradas dos copos com auxilio de uma pipeta
Pasteur e 0 numero de larvas vivas foi registrado. Diariamente as larvas foram
mantidas e alimentadas conforme o item 3.2. Os ensaios foram conduzidos por
duas vezes em tempos distintos utilizando diferentes populacdes de larvas.
Foram utilizado um total de 180 larvas durante todo o experimento considerando

as repeticoes.

3.7 Atividade larvicida do acido erucico

Grupo de 30 larvas de Ae. aegypti foram transferidas para copos plasticos de
50 mL contendo 20 mL de &gua destilada (N=10 por copos; L2- L3) e expostas
ao acido erucico dissolvido em 6leo de canola, 6leo de canola puro (controle) e
agua (controle). O protocolo de ensaio bioldgico, alimentacdo das larvas, o
tempo de experimento bem como a forma de analise foram conduzidos conforme
o item 3.2. O ensaio foi conduzido trés vezes em tempos distintos utilizando
diferentes lotes de larvas. Foram utilizadas um total de 1080 larvas durante todo

0 experimento considerando todas as repeticoes.

3.8Investigacéo in silico dos alvos moleculares do acido erucico sobre insetos

Uma analise in silico para verificar possiveis alvos moleculares do acido
erdcico que correspondessem a mudancas bioldgicas sobre insetos foi realizada.
As notacdes SMILES do acido erucico foram elaboradas utilizando Molinspiration

Cheminformatics® e posteriormente submetidas ao software PASS online®44. A
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partir dos resultados obtidos pelo software PASS foram selecionados alvos
moleculares relacionados ao metabolismo lipidico, resposta imune, sistema
nervoso, cuticula, intestino e atividade inseticida. As previsbes foram

apresentadas com probabilidade superior a 0,3.

3.9Microscopia eletrébnica de varredura (MEV) de larvas expostas ao acido

erucico

Em colaboracdo com a prof. Dra. Maura da Cunha. As larvas foram expostas
ao acido eracico a 2mg/mL por 24 horas. As larvas foram fixadas em
Glutaraldeido a 2,5 % (pH 7.4), 4 % de Paraformaldeido e Tampé&o Fosfato de
0,1 M. Posteriormente, as amostras foram submetidas a trés lavagens com
Tampao de Fosfato 0,1 M por 30 min e pos-fixadas em Tetréxido de ésmio a 1
% e Tampao de fosfato 0,1 M por 1 h, lavadas novamente nho mesmo tampao.
As larvas foram desidratadas em uma série crescente de acetona (20 %, 50 %,
70 %, 90 % e 3 vezes 100 % super-seco) por 1 h, em cada etapa, seguida de
secagem em ponto critico de CO2 (CPD 030, Baltec). As larvas foram entédo
fixadas em suportes metélicos com fita de carbono e cobertas com camada de
ouro de aproximadamente 20 nm (SCD 050, Baltec, Suica). As imagens foram
obtidas em microscopio eletrénico de varredura ZEISS EVO 40 (Alemanha) com
voltagem de 15 kV.

3.10 Analise Histopatoldgica

Em colaboragdo com a Prof. Dra. Claudete Santa Catarina. As larvas foram
expostas ao 6leo de crambe 5% e ao acido erucico a 2mg/mL. Apés 24 horas,
as larvas (N=3 por grupo) foram fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4%
(Sigma-Aldrich®) e mantidas sob refrigeragédo (-4°C). Apés 24 horas, as amostras
foram desidratadas em séries ascendentes de etanol (15 min cada a 70, 80, 90,
96, e 100%). O processo de desidratagdo com etanol a 100% foi repetido trés
vezes de 15 min cada (Bitencourt et al. 2021).

A incubacdo foi conduzida por 12h em historesina (Leica®) diluida em
etanol 100% (Merck®) (1:1 v/v). Em seguida, as amostras foram incubadas em

historesina 100% por 24h, seguida de endurecedor em historesina 100%. Um
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micrétomo rotativo (RM2135 Leica®) foi usado para obter cortes histolégicos de
3 um de espessura. As amostras foram montadas em laminas e coradas com
hematoxilina e eosina 1%. Para tanto, a exposicdo a hematoxilina foi de 15
minutos, seguida de uma rapida lavagem com agua destilada para remocao do
excesso de corante. Imediatamente apds, as laminas foram transferidas para
eosina por 5 minutos, seguidas de duas rapidas lavagens com agua destilada.
As laminas foram colocadas em uma placa aquecida a 40°C até a completa

secagem. As observacdes foram realizadas e microscépio oOptico.

3.11 Teste inibitério da acetilcolinesterase — AChE

Foi utilizado um método colorimétrico desenvolvido por Ellman et al. (1961).
Para extracdo das enzimas as larvas tratadas, ja em estado moribundo, foram
trituradas em N2 liquido. Para cada ensaio foram utilizadas de 30 a 50 larvas em
300uL de agua para os ensaios controle, ou na presenca dos compostos a serem
testados. As larvas foram tratadas por 2h com &cido erdcico dissolvido em éleo
de canola na concentragao de 2,5mg/mL. A seguir foram trituradas na presenca
de nitrogénio liquido e centrifugadas por 3 minutos. O sobrenadante larval foi
coletado e reservado para a dosagem da atividade da AChE. O meio reacional
foi preparado em placas de 96 pocos pela mistura de 100 pL do R1(Tampéo
pirofosfato 90 mmol/L e ferricianato de potassio > 2 mmol/L) e 25 pL do R2
(butiriltiocolina >15mmol/L), o qual foi homogeneizado e incubado em banho
maria a 37°C por 2 min. A reacao foi disparada pela adicdo de 20 pL do
sobrenadante larval. Os experimentos foram feitos em triplicatas e a reacéo foi
acompanhada pela leitura da absorbancia inicial em 405nm (tempo zero) e leitura
apos 5 minutos de reacdo utilizando um leitor de placas de ELISA. Para a
determinacao das atividades enzimatica utilizando as condi¢cbes padronizadas
pela Labtest Diagnostica S.A, e empregada a formula (A Abs/5 x 74400) para o
calculo da atividade em U/L.

3.12 Encapsulamento do 6leo de crambe e acido erucico por Gelificagao Iénica

O encapsulamento foi feito em colaboracdo com o Dr. Richard lan Samuels.

O 6leo de crambe a 5% foi encapsulado utilizando a técnica de gelificagdo ibnica

37



de acordo com Santos et al.,, (2015). Uma solucdo de alginato de sodio
(Préquimios®) a 2 % (p/v) foram preparadas em agua destilada. Em seguida,
0,1mL de d6leo de Crambe foi adicionado (v/v) ao alginato. A solucao foi
homogeneizada em vortex por 1 minuto. Para formacao das capsulas, a solugéo
foi gotejada em cloreto de calcio (CaCl.) (Sigma-Aldrich®) a 0,1 M com auxilio de
uma bomba peristaltica (Masterflex®, Cole Parmer®) a uma taxa de fluxo de 1 mL
min (Figura 6). As capsulas de alginato puro e capsulas contendo 6leo de
canola foram utilizadas como grupos controles. Em seguida, as capsulas foram
lavadas com agua corrente e secas em estufa a 27 °C durante 24 horas e

posteriormente utilizadas nos ensaios de teste larvicida contra Ae. aegypti.

Figura 6: Encapsulamento do 6leo. Bomba peristaltica Masterflex®, Cole Parmer®, agitador
magnético, mangueira e suportes. Fonte: Da autora.

3.13 Bioensaio com capsulas

Grupo de 30 larvas de Ae. aegypti de terceiro estadio, N=10 por copo,
foram dispostas em copos plasticos contendo 20 mL de agua destilada. Em
seguida as larvas foram expostas em 1.279 g de capsulas por copo. As larvas
foram expostas a capsulas de 6leo de crambe 5% e de acido erdcico a 2 mg/mL.
As larvas do grupo controle foram expostas a cdpsulas contendo 6leo de canola
e capsulas apenas com alginato. O monitoramento do tempo de sobrevivéncia
foi realizado diariamente, a cada 12, 24 e 48 e 72h. As larvas mortas eram
retiradas dos copos com auxilio de uma pipeta Pasteur e o nimero de vivas era

registrado.
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O ensaio foi conduzido trés vezes em tempos distintos utilizando
diferentes lotes de capsulas e larvas. Foram utilizado um total de 360 larvas

durante todo o experimento considerando todas as repetigdes.

3.14 Analise estatistica

Com relagdo aos ensaios bioldgicos, ao final do monitoramento, as curvas de
reducdo de sobrevivéncia foram plotadas utilizando o teste ndo paramétrico
Kaplan-Meier. O teste de Log-rank forneceu os valores de qui-quadrado (x?) e
realizou as comparacoes estatisticas entre as curvas, com nivel de significa de
alfa em 5% (P<0,05). Além disso, o Log-rank apresentou os valores do tempo
médio de sobrevivéncia das larvas (Sso). Os demais dados foram submetidos ao
teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para comparagdo das médias foi utilizado o
teste de one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey com nivel de significancia
de 5% (P<0,05).

Com relagéo ao teste enzimético da AChE, utilizou-se o método de regresséo
linear para analisar a relacdo entre as variaveis absorbancia e tempo. Além
disso, aplicou-se a analise de variancia two-way ANOVA seguido do teste de
Tukey com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando GraphPad Prism v8.00, Inc (GraphPad Software,
EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise do 6leo de Crambe abyssinica

A andlise do 6leo de crambe comprovou a presenca de quinze componentes
detectados por GC-MS (Figura 7 e Tabela 1). Os principais componentes séo o
éster metilico do acido erucico, 58,6% (RT 58,9 min), o éster metilico do acido
oleico, 21,6% (47,5 min) e o éster metilico do acido linoleico, 7,2% (RT 47,14
min). Suas férmulas estruturais e fragmentos, podem ser observados na Figura
8.
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Figura 7: Oleo de Crambe abyssinica analisado em espectrdmetro de massa GC-MS Agilent
acoplado a cromatografia gasosa. Quinze componentes foram detectados.
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Figura 8: Espectro de massas de acidos graxos do 6leo de Crambe abyssinica analisado via
impacto de elétrons El A) Espectro éster metilico do &cido erdcico, 0 componente majoritario do
Oleo vegetal de Crambe B. Espectro éster metilico do acido oleico, o segundo componente mais
abundante C. Espectro éster metilico do acido linoleico.
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Tabelal: Composicdo dos componentes de acidos graxos encontrados na amostra de éleo de
Crambe abyssinica Hochst e analisados por GC-MS.

Composto Min. Area %
Ester metilico de acido Miristico 35.02 1150692 0.04

Ester metilico de acido 4108 3278125 0.10

Palmitoleico

Ester metilico de &cido

Palmitico 41.87 47994153 1.50
Ester metilico de &cido

Linoleico 47.14 231080196 7.22

Ester metilico de acido Oleico 47.54 692134561 21.63
Ester metilico de acido Stearico 48.08 30026295 0.94
E'ster .met|l|co de &cido 5222 2129083 0.07
Linolenico

Ester metilico de acido cis-
11.14-eicosadienoico

Ester metilico de acido cis-11-

52.82 3480067 0.11

53.06 98122395  3.07

Eicosenoico

Ester metilico de acido cis-13-

Eicosenoico 53.2 29173533 0.91
Ester metilico de &cido

Arachidico 53.76 33738423 1.05
Ester metilico de &cido

Erucico 58.88 1875000000 58.59
Ester_ metilico de acido 5918 91092608 285
Behenico

Ester .met|l|co de &cido 63.32 36976502 116
Nervonico

E_ster _met|I|co de &cido 639 21406999 0.67
Lignocerico

4.2 Atividade larvicida do 6leo de crambe

As concentragfes testadas do 6leo de crambe mostraram atividade larvicida
contra Ae. aegypti dose dependente (Figura 9 A e B). A concentracao de 0,5% a
1,75 % do 6leo reduziu estatisticamente entre 14% e 20 % a sobrevivéncia das
larvas (P_< 0,0001; x °=45,36; gl=6) em comparacdo ao grupo controle.
Entretanto a concentracdo entre 2,5% e 5% (Fig. 9B) reduziram a sobrevivéncia
larval entre 22,5% e 47% (P_< 0,0005; x °=15,23; gl=2). O tempo médio de
sobrevivéncia (Sso) ndo pode ser determinado, devido ao numero de larvas
sobrevenientes ao final do monitoramento. O detalhamento das estatisticas
contendo os valores de qui-quadrado e valores e grau de liberdade e tempo

médio de sobrevivéncia (Sso) podem ser observadas na tabela 2.
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O 6leo de crambe (Crambe abyssinica) comparado aos 0Oleos de canola
(Brassica napus) e soja (Glycine max) na concentracdo de 5% com tempo de
exposicéo de 72 horas, reduziu a sobrevida larval (P_< 0,0001; x 2=249,6; gl=2)
em 93% (Figura 10) Comparado aos controles agua e Tween 0,03%. O tempo

médio de sobrevivéncia (Sso) foi em 48 horas.
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Figura 9:Ensaio de sobrevivéncia com larvas (L2-L3) de Aedes aegypti expostas ao 6leo Crambe
abyssinica em concentrac@es de 0,5%, 1%, 1,75%, 2%, 2,5%, 5% e controle &gua em intervalos
de Oh, 24h, 48h e 72h. A linha pontilhada representa a Sso. O teste de log-rank forneceu a
comparacao estatistica (valores de P < 0.0001) e valores de qui-quadrado (x?). Nota: graus de
liberdade (gl); Ctr = controle; ns = ndo significativa.

43



Tabela 2: Comparacfes log-rank pareadas de taxas de sobrevivéncia e tempo médio de

sobrevivéncia (S50) de larvas de Aedes aegypti expostas ao 6leo de Crambe abyssinica 0,5%,
1%, 1,75%, 2%, 2,5%, 5%.

) Dose (%) Sso
Oleo de CTR 0,5% 1% 1,75% 2% 2,5% 5%
C. abyssinica

CTR - x%=1174 x?=1287 22=8,290 x?=10,64  x%=14,05 72=36,10 ND
P=0,006 P=0,003 P=0,0040 P=0,0011  P=0,0002 P<0,0001

0,5% - - 72=0,02768  x2=0,5950 4?=0,03377 x?=0,1171  x?=10,25 ND
P=0,8679  P=0,4405 P<0,8542 P<0,7322 P<0,0014

1% - - - 2?=0,8963  x2=0,1334 ?=0,0320  »?=9,747 ND
P=0,3438 P=0,7149 P=0,8580 P=0,0018

1,75% - - - - 272=0,3325  »?=1,274 x2=15,59 ND
P=0,5642 P=0,2591 P<0,001

2% - - - - - 7%=0,0301  x?=11,34 ND
P=0,5833  P=0,0008

2,5% - - - - - - 7?=8981 ND
P=0,0027

5% - - - - - - - ND

Significancia estatistica (valor P) entre Aedes aegypti expostos ao acido ertcico. ND (Nao determinado) e x? (valor

qui-quadrado).
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Figura 10: Ensaio de sobrevivéncia com larvas (L2-L3) de Aedes aegypti expostas aos 6leos
Crambe abyssinica, Brassica napus, Glycine max, em concentra¢des de 5%, controle 0,03% de
tween, e H20 em intervalos de Oh, 24h, 48h e 72h. O teste de log-rank forneceu a comparacéo
estatistica (valores de P < 0.0001) e valores de qui-quadrado (x?). Nota: graus de liberdade (gl).
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4.3 Atividade larvicida do acido erucico

O &cido erucico, componente marjoritario do 6leo de crambe, ausente nos
Oleos de soja e canola, apresentou atividade larvicida dose dependente contra
Ae. aegypti (Figura 11 A e B). O efeito do acido erucico para as concentracdes
2,5 e 4,0 mg/mL é apresentado na (Figura 11A) e para as concentracbes < 2,0
mg/mL (Fig.11B). Em 72 horas, nenhuma larva sobreviveu a presenga do acido
na maior concentracao testada, 4 mg/mL e, na presenca do acido a 2,5 mg/mL,
a mortalidade foi de 85%.

O efeito larvicida do 6leo foi menor nas doses de 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL,
promovendo uma reducédo da sobrevivéncia de 5% e 3% respectivamente. O
detalhamento das estatisticas contendo os valores de qui-quadrado e valores do
grau de liberdade e tempo médio de sobrevivéncia (Sso) podem ser observadas
na tabela 3.

O percentual de sobrevivéncia foi de 50% em menos de 24 horas (Sso). Ja ao
final de 72 horas, houve uma reducdo de 80% na sobrevivéncia larval, sendo
estaticamente significativo (P<0,0001) em comparacdo a ambos os controles
(Figura 11). Foi possivel também, observar que larvas expostas ao acido eracico
em concentracdes > 2,0 mg/mL, apos 48 horas, foi expelido uma substancia,

como pode ser observado (Figura 11 C e D).
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Figura 11: Ensaio de sobrevivéncia com larvas (L2-L3) de Aedes aegypti na presenga do acido erlcico, o
componente majoritario do 6leo de Crambe abyssica por 12, 24, 48 e 72 horas. (A) concentragfes 2,5 e
4,0 mg/mL. (B) concentracdes de 0,5, 1,0; 1,5; 2,0; mg/mL. (C e D) extrusdo da membrana peritréfica de
larvas tratadas. O teste de log-rank forneceu a comparacgéo estatistica (valores de P < 0,05) e valores de
qui-quadrado (x3). Nota: graus de liberdade (gl); Ctr = controle; ns = n&o significativa.
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Tabela 3: Comparacgdes log-rank pareadas de taxas de sobrevivéncia e tempo médio de sobrevivéncia (S50) de larvas de Aedes aegypti expostas ao acido

erdcico a 0,5/ 1,0/ 1,5/ 2,0/ 2,5 e 4,0 mg/mL.

Dose

Acido Ertcico (mg/ml) Sso
H-O 6leo 0,5 mg/ml 1,0mg/ml 15mg/ml 20mg/ml 25mg/ml 4,0 mg/ml

H>0 - x%=1,866 x%=3,845 2°=2,880 2?=36,41  x?=51,74 x?=7716  x*=117,2 ND

P=0,1720 P=0,0499 P=0,0897 P<0,0001  P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

6leo - - 2%=0,7155  4?=0,2277 x%>=32,87 »%=4881  y%=7575  x?=116,7 ND
P=0,3976 P=0,6332 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

0,5mg/mi - - - 7%=0,1361 x2=27,45 x*=42,85 22=70,08 2?=110,1 ND
P=0,7121 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

1,0 mg/ml - - - - ¥3=2959  42=4492  4%=7167  x?=1105 ND
P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

1,5mg/ml - - - - - ¥=1914  4?=1253  42=20,79 ND
P=0,1665 P=0,0004 P<0,0001

2,0mg/ml - - - - - - 2°=5,128 2%=9,823 48
P=0,0235 P=0,0017

2,5mg/ml - - - - - - - x%=0,03644 24
P=0,8486

4,0mg/mi - - - - - - - - 48

Significancia estatistica (valor P) entre Aedes aegypti expostos ao acido ertcico. ND (N&o determinado) e x? (valor qui-quadrado).
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4.4 Analise in silico do acido erucico

A analise in silico identificou 150 possiveis alvos moleculares que podem ser
afetados pelo acido erdcico. Entre esses alvos, 44% (66/150) estao relacionados
ao citocromo P450 (CYP), 10% (15/150) correspondem a uma resposta imune,
6% (9/150) estdo relacionados ao sistema nervoso, 7,3% (11/150) estéo
relacionados a formacédo da cuticula, 14,6% (22/150) estao associados a acao
digestiva e 16,6% (25/150) estéo relacionados ao metabolismo lipidico. Algumas
moléculas estdo listadas na Tabela 4 e o0s demais alvos moleculares

relacionados ao acido erucico podem ser acessados no apéndice A.

Tabela 4 Alguns alvos de &cido erucico selecionados a partir da analise no software PASS
online®. O potencial de ativacéo e o potencial de inibicdo da molécula sdo determinados.

Acido ertcico

; Potencial
Composigéo Atividade P_oten~C|aI de de inibicdo
ativacéo (p.a) (©0.0)
Citocromo CYP2J substrate 0.974 0.001
Inducéo da resposta imune Macrophage colony-stimulating 0.92 0.002
factor agonist '
Sistema nervoso Neurotransmitter antagonista 0.547 0.004
Sintese de quitinase e quitina Acetyltransferase inhibitor 0.861 0.001
Acao de enzimas digestivas Glucan,endo-1,3-beta-D-glucosidase 0.010
inhibitor 0.443
Inducéo de lipideos Lipoprotein lipase inhibitor 0.928 0.002
Atividades inseticida Insecticide 0.318 0.014
Ovoposicéo Ovulation inhibitor 0.572 0.025

4.5Avaliacdo de efeitos morfolégicos do acido erucico sobre as larvas por

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Larvas mantidas na presenca de acido erucico 2,0 mg/mL por 24 horas
foram observadas por MEV (Figura 12). Mudancas morfolégicas foram
observadas no exoesqueleto, sendo mais evidentes na cuticula com um
aparente descolamento no térax e no abdémen das larvas (Figura 12 B, seta

branca).
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Figura 12: Microscopia eletrdnica de varredura de larvas Aedes aegypti. (L3) ndo tratadas (A e
Al). A na magnitude de 93x e A.1 na magnitude de 214x. Larvas tratadas com 2mg/mL de acido
erucico (B) magnitude de 96 e (B1) magnitude de 296x. A amostra apresenta descolamento de
cuticular (seta branca).

4.6 Analise Histopatoldgica

Os intestinos médios das larvas do grupo controle apresentaram células
epiteliais (enterécitos) cubdides com aspecto saudavel (Figura 13). Foram
observados enterdcitos com citoplasma (c) preservado, nucleo (n) com baixa
atividade (auséncia de retrac6es nuclear), e dominio apical ciliar (bb-borda em
escova) preservados ao longo de todo o intestino. Predominancia de
eucromatina (Fig. 13 b.1- cabeca de seta amarela) indicando regides fibrilares e
claras do nudcleo. A luz do intestino apresentou material extracelular (mec
produzido pelos enterdcitos). Além disso foram visualizados a presenca de uma
fina membrana peritrofica (Fig. 13 a,b-seta branca).
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Figura 13: Histologia do intestino médio das larvas de Aedes aegypti expostas somente a agua
(grupo controle). (a; b) Aspecto geral do intestino médio na objetiva de x400; (a.l; b.1)
observacdo mais detalhada (x10000) do intestino médio apresentando enterdcitos ciliados
cuboide com citoplasma integro (c), borda em escova (bb) ndo degenerada e presenca de
material extracelular na luz dos enterdcitos e fina membrana peritrofica (seta branca). N= nudcleo;
cabeca de seta amarela= eucromatina nuclear.

As larvas tratadas com o 6leo de crambe apresentaram as células do
intestino anterior (Fig. 14 a, c) e do intestino médio (Fig. 14 b) danificados. Na
regido do intestino anterior (Fig. 14 a, c) as células epiteliais cilindricas
apresentaram vacuolizacdo citoplasma intensa (Fig 14 a.1, b.1 e c- seta preta).
Alguns enterdcitos apresentaram vacuolizacdo nuclear (Fig. 14 ¢ quadrado
preto) e ruptura de nudcleo (Fig. 14 c circulo preto). Nao foram observados
degeneragcdo das bordas em escova (bb). Na luz o intestino foi observado
vacuolos semelhantes a corpusculos de lipidio (Fig. 14- seta azul) e membrana

peritréfica mais espessa (Fig. 14 seta verde).
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Figura 14: Histologia do intestino médio das larvas de Aedes aegypti expostas ao 6leo de crambe
(a; b; c). Aspecto geral do intestino médio na objetiva de x400; (a.1; b.1) observagdo mais
detalhada (x10000) do intestino médio apresentando enterdcitos ciliados cuboide com
citoplasma degenerado (c), nucleo vacuolizado (quadrado preto). As bordas em escova (bb) dos
enterdcitos se mostraram integras. Foi observado a presenca de material extracelular na luz dos
enterdcitos e uma fina membrana peritréfica (seta verde). Seta azul indica vacuolos semelhante
a corpusculos de lipidio. Circulo preto indica ruptura de nucleo celular.
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As larvas tratadas com acido erdcico (Fig. 15) apresentaram resultados
similares ao tratamento com 6leo de crambe. Foram observados vacuolizacéo
citoplasmatica (seta preta) em diversos pontos do epitélio intestinal. Algumas
células apresentaram caracteristicas morfoldégicas de necrose como aumento do
nacleo celular (Fig. 15 e, pentagono preto) e ruptura nuclear (Fig 15a- circulo
preto). As larvas tratadas com acido também apresentarem borda em escova
integra (bb) e a luz do intestino com material extracelular no espaco
ectoperitréfico, porém uma amostra apresentou espessamento da membrana

peritréfica (Figura 15 d- seta branca).
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Figura 15: Histologia do intestino médio das larvas de Aedes aegypti expostas ao acido erdcico
(a; b; d). Aspecto geral do intestino médio na objetiva de x400; (c;e) observac¢éo mais detalhada
(x10000) do intestino médio apresentando enterdcitos ciliados cuboide com citoplasma
vacuolizado (seta preta). Alguns enterdcitos com evidente ruptura de ndcleo (circulo preto). As
bordas em escova (bb) dos enterécitos se mostraram integras. Foi observado a presenca de
material extracelular na luz dos enterdcitos. Amostra com espessamento da membrana
peritrofica (seta branca).
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4.7 Teste inibitdrio da acetilcolinesterase — AChE

Ocorreu uma diminuicdo significativa (P<0,0001), na atividade da
acetilcolinesterase das larvas tratadas com acido erdcico no tempo de 2h. A
média das absorbancias aponta uma reducdo de 46 % comparado ao controle
(figura 16). A diferenca significativa dos grupos esta representada por letras

minusculas diferentes (a e b).

(o

300

200

—t—o

100

AchE u/L - 405nm

Figura 16: Inibicdo da acetilcolinesterase. As larvas foram tratadas com 2,5 mg/ml de é&cido
erucico (AE)e a enzima foi extraida com tampéo de atividade da acetilcolinesterase em No.
Leitura de absorbancia a 405 nm, com percepcao colorimétrica em leitor de placas. Os testes
foram realizados com trés repeticbes do ensaio. As letras minlsculas diferentes indicam a
diferenca entre os grupos no mesmo tempo (a e b).

4.8 Encapsulamento do 6leo de Crambe abyssinica

As particulas, apés serem secas em estufa apresentaram formato esférico
irregular, medindo em torno de 1mm (figura 17). As capsulas de alginato de
célcio, apresentaram aspecto transparente (fig. 17 A e D); as capsulas contendo
acido erucico apresentaram uma coloracéao branca (fig. 17 B e E) enquanto as
capsulas com 6leo de crambe possuem uma coloracdo amarelada (fig. 17 C e
F).
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Figura 17: Capsulas em matriz de alginato antes e depois da secagem observadas ao
estereomicroscépio A e D- alginato de célcio (controle); B e E- alginato de célcio com acido
erdcico. (C e F); 6leo de Crambe abyssinica. Medindo em torno de 1mm, com bordas irregulares.

4.9Bioensaio com capsulas

O grupo exposto somente ao alginato ndo apresentou nenhuma alteragao no
percentual de sobrevida larval; no entanto, particulas contendo 6leo de canola,
apresentaram 6% na reducdo da sobrevida larval. Este resultado é
estatisticamente significativo com comparacéo ao controle (y ?= 7,153; gl=1;
P=0,0075). A figura 18, mostra que tanto o 6leo de crambe quanto o &cido
erucico apresentaram atividade larvicida em 96h, 60% das larvas de Ae. aegypti
apos serem expostas as capsulas do 6leo de crambe, reduzindo a sobrevivéncia
(x?=81,31, gl=1; P<0,0001) em comparacgéo ao controle alginato puro enquanto
o0 &cido ercico, encapsulado reduziu 30% na sobrevida das larvas (x 2= 24,66;
gl=1; P<0,0001) em comparacdo ao controle alginato puro. O dleo de crambe
encapsulado apresentou, portanto, o melhor efeito na reducéo da sobrevivéncia
das larvas (x%>=29,65; P<0,0001) em comparacdo ao acido erucico e ao
tratamento com canola (x°=60,48; P<0,0001).
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O tratamento com capsulas de acido erucico mostrou-se estatisticamente

mais eficaz do que o 6leo de canola (x? = 9,166; P = 0,0025). Somente as larvas

tratadas com capsulas contendo 6leo de crambe alcangcaram uma Sso de 72

horas. Nos demais tratamentos, ndo foi possivel determinar a Sso.
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Figura 18: Bioensaio com o 6leo de Crambe abyssinica encapsulado em matriz de alginato de
sddio. As esferas foram testadas com 10 larvas L3 de Aedes aegypti em pog¢os contendo 20mL
de agua. Primeiro com as esferas controle, alginato de calcio, ap6és, alginato de célcio com acido
erdcico (2mg/mL), alginato de calcio com 6leo de canola(1mL) e alginato de célcio e 6leo de
crambe (1mL). O teste de log-rank forneceu a comparacgédo estatistica (valores de P < 0,05) e
valores de qui-quadrado (x?). Nota: graus de liberdade (gl); Ctr = controle; ns = nao significativo.

Ensaio realizado em triplicata com 3 repeticdes.
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5 DISCUSSAO

Pela primeira vez, o 6leo e 0 componente majoritario do 6leo de crambe, o
acido erucico, foram testados contra Ae. aegypti. Aqui, tanto a emulséo do 6leo
guanto as cépsulas foram efetivos contra as larvas de Ae. aegypti. Além disso,
seu efeito na atividade inibitporia da AChE e no aspecto morfologico e
histopatolégico das larvas de Ae. aegypti, foram demonstrados.

Ao analisar o 6leo de crambe por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, identificou-se o éster metilico do acido ertcico como
o principal componente do Oleo de crambe, representando 58,6% da
composicao, dentre outros, como os ésteres metilicos de acidos oleico 21% e
linoleico 7%. Essa caracterizacdo é compativel com a literatura em que o
percentual do acido erucico é em torno de 50%, oleico 19% e linoleico 8%
(MACHADO et al. 2007). O acido erucico (C22:1, A13Z) é um é&cido graxo
monoinsaturado de cadeia muito longa, pode ser extraido da Colza, crambe e
mostarda. Sua estrutura, utilizacdo industrial, formulacdes e potencial téxico, ja
foram descritos (ZORN, 2019, VETTER et al., 2020, NCBI, 2024).

Ao comparamos o efeito larvicida do 6leo de crambe, com os Oleos
comestiveis, canola e soja, verificamos que os dois ndo reduziram a sobrevida
das larvas. Mas, observamos que o 6leo de crambe demonstrou toxicidade, com
reducao da sobrevivéncia em 93% em 72horas de tratamento.

Considerando a menor densidade do 6leo em comparacdo a agua, e a
formacédo de um filme, ou seja, uma barreira fisica na superficie da emulséo,
podemos sugerir que este filme ndo impediu o desenvolvimento larval, ja que,
conforme foi descrito por Lee e colaboradores (2018) as larvas de mosquitos
necessitam subir a superficie da agua para respirar através de seus sifées e a
formacdo de uma camada de 6leo sobre a agua poderia obstruir esses sifoes,
levando a asfixia delas, o que n&o ocorreu com os demais 6leos, que apresentam
densidade compativeis com a do 6leo de crambe, sugerindo um efeito larvicida
oriundo da composi¢do do 6leo. Dessa forma, ao avaliarmos o &cido erucico
como composto téxico no 6leo de crambe constatou-se a reducéo da sobrevida
larval em dose dependente em 60% a 85% em que a S50 em 24h na
concentracdo de 2,5mg/mL. Nesse contexto, os estudos de Silva e

colaboradores (2017) reportaram que o Oleo volatil extraido das sementes de

57



Syagrus coronata (licuri) mostrou uma atividade larvicida e os acidos graxos
presentes, como o0 acido octanoico, decanoico e dodecanoico, também
demonstraram esse mesmo efeito.

O efeito larvicida de Oleos extraidos de plantas estdo constantemente sendo
estudados, como por Ali e colaboradores (2018) relatam o 6leo de Nim, mata
efetivamente 90% das larvas do mosquito Culiseta longiareolata na
concentracdo de 1% em 48 horas. Oleo das sementes de Euterpe oleracea
(acai), que apresentou atividade significativa em larvas e pupas de Ae. aegypti,
com um indice de mortalidade diretamente proporcional ao tempo de exposicéo
nas concentracbes de 1,7, 3,5 e 6,8 mg/mL (DE OLIVEIRA et al.,, 2024).
Também, os Oleos essenciais de Cymbopogon citratus (capim-liméo) e
Syzygium Aromatum (cravo-da-india) (SOONWERA et al., 2016), Oleo de
Carapa guianensis (SARQUIS et al.,2020), 6leos essenciais de varias familias
de plantas, como Lamiaceae, Myrtaceae e Piperaceae (DE SOUZA et al., 2020),
O0leo essencial de Eucalyptus camaldulensis (SIERRA et al.,, 2021) e Oleo
essencial de Tagetes erecta (MARQUES et al., 2011).

Apesar de todos esses estudos, na literatura ndo ha relatos do efeito larvicida
do éleo vegetal da crambe. Porém outros alvos e efeitos ja foram investigados,
como a albumina 2S do crambe exibe atividade contra as formas amastigota e
epimastigota do Trypanosoma cruzi e pode ser fonte de novos compostos
clinicamente ativos contra o parasita (ARAUJO et al., 2023). Ja foi investigado
sua atividade acaricida em carrapato bovino (Rhipicephalus microplus) por
Mattos e colaboradores (2021) com uma mortalidade significativa das larvas em
24 horas, (LC90) de 14,4%, para as fémeas e uma alta inibicdo da oviposicao.
Estas acdes foram atribuidas a presenca de hidrocarbonetos, fendis e aldeidos.
Em um outro estudo, Peterson e colaboradores (2000) viram que o farelo da
semente desengordurada de crambe foi toxico para a mosca doméstica (Musca
domestica) e atribuiram este efeito aos compostos 2-(S)-1-cianoo-2-hidroxi-3-
buteno (SCHB) e Feniletil Cianeto. Também foi visto que, glicosinolatos das
sementes com possuem efeito toxicos para as larvas de mosquito Aedes aegypti,
larvas de mosca doméstica (Musca domestica), besouros de grdos, como o
besouro vermelho da farinha (Tribolium castaneum ) e o besouro do gréo serrado
(Oryzaephilus surinamensis ) (TSAO, 1996).
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As predicdes in silico sao ferramentas Uteis para iniciar os estudos de
mecanismo de acéo, as quais foram também empregadas por Bitencourt et al.
(2022), ao investigar possiveis alvos para o composto sabineno, isolado de
Schinus molle L sobre as larvas de Ae. aegypti. No presente trabalho os estudos
in silico forneceram evidéncias de que o acido erdcico apresenta alvos
moleculares importantes no inseto. Dentre as moléculas apontadas nesse
estudo algumas foram selecionadas, como a CYP2J substrate, relacionada a
cadeia respiratéria, observados no trabalho de Castillo-Morales e colaboradores
(2021) em que alvos relevantes como citocromo P450, foram estudados.

Processos bioldgicos relacionados ao sistema imune como Macrophage
colony-stimulating, na literatura foi observado que, pesticidas como atrazina,
compostos organoférmicos, carbamatos e piretroides também inibem a
sobrevivéncia e o crescimento de leucdcitos, interferindo fun¢des imunoldgicas
especificas das células imunes (LEE, G., & CHOI, K., 2020). Além desses, 0
Mancozeb , clorotalonil, e tiofanato metilico sdo pesticidas comumente usados
na agricultura, induziu a proliferacdo de macréfagos exercem um efeito
imunomodulador no sistema imunolégico (WEIS, 2019). Ainda, dados relatados
por Huang e colaboradores (2019), ao usarem 0 Oleo essencial de Arisaema
fargesii e seu constituinte isolado apresentaram efeito inibitorio sobre as enzimas
de defesa das larvas do mosquito Aedes.

A predicao in silico também apontou para o efeito na Acetyltransferase
inhibitor que segundo Zhang e colaboradores (2022) a arilalquilamina, N-
acetiltransferase (aaNAT) em Aedes aegypti esta envolvida principalmente na
pigmentacdo e formacdo da cuticula tanto na mosca-das-frutas oriental
(Bactrocera dorsalis) quanto no vetor do arbovirus, Aedes aegypti. (ZENG et al.,
2024). Também a Chitinase inhibitor, envolvida na interrup¢éo e regulacao da
quitina, que ja foi investigado em gorgulhos vermelhos da palmeira,
(Rhynchophorus ferrugineus) em que o Novaluron, retardou o crescimento e a
remodelacdo da quitina (HUSSAIN et al., 2019). Nos estudos de Jiang e
colaboradores (2023) testaram substancias com efeito inibitorio significativo na
trealase, que inibiu significativamente a atividade da quitinase em pupas fémeas
(JIANG et al., 2023).

Neste, foram observadas alteragcbes morfologicas no exoesqueleto das

larvas tratadas com o acido erucico, podendo sugerir uma acdo neste
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mecanismo. Esse fato também observado por Bertonceli e colaboradores (2022)
ao tratar as larvas com rotendides isolados de Clitoria fairchildiana em
concentracdes de 80 PPM e 160 PPM. Outros estudos sugerem que compostos
como reguladores de crescimento de insetos, harmalina, inibidores de trealase
e ésteres de timol podem impedir a ecdise de larvas de insetos ao inibir o
desenvolvimento larval, causar anomalias morfogenéticas e afetar o
metabolismo da quitina (RAHMAN et al., 2023; TANG et al., 2024). E embora
nossa investigacdo tenha sido morfologica, podemos sugerir estudos futuros
voltados ao metabolismo da ecdise.

Alvos moleculares relacionados ao sistema digestorio também foram
encontrados como Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase inhibitor. As (-1,3-
glucanases foram descritas como abundantes no trato digestivo de insetos das
ordens Collembola, Trichoptera, Dictyoptera, Orthoptera, Isoptera, Coleoptera e
Diptera, e como as B-glucanases ndo estdo presentes em vertebrados, elas
podem ser usadas como alvo para o controle de insetos, o qual foi visto por
Genta e colaborados (2009) em Tenebrio molitor .Também ja foi elucidado um
inibidor de tripsina de sementes maduras de S. mukorossi, esses genes
desempenham papéis cruciais no processo de digestdo e no desenvolvimento
larval e seu silenciamento retarda o crescimento larval, e por isso tem potencial
para ser usado como um agente de controle biolégico em mosca-das-frutas do
meldo e outras pragas (LI et al., 2017).

Ainda encontramos vias reguladoras de lipideos como a Lipid metabolism
regulator, sabendo que os lipidios, incluindo acidos graxos, sdo os segundos
maiores constituintes em insetos, desempenham uma variedade de funcdes
fundamentais e vitais. Pesticidas como Azadiractina, piriproxifeno e tebufenozida
regulam significativamente o metabolismo de acidos graxos em larvas de
Bactrocera Dorsalis, com efeitos especificos na biossintese de acidos graxos e
no metabolismo do &cido linoleico (ZHOU, 2024).

Além desses efeitos, a atividade inseticida e redutora da oviposicao também
foram sugeridas, por predicdo, e isto também foi visto em compostos volateis,
extraido das sementes de Syagrus coronata (SANTOS et al., 2017). Por fim, o in
silico prop6em o Neurotransmitter antagonista que sdo compostos toxicos que
atuam como antagonistas de neurotransmissores em insetos e sédo de grande

interesse devido ao seu potencial uso como inseticidas. Antagonistas de
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pequenas moléculas de receptores de dopamina de mosquitos (DARS) estao sob
investigacdo como uma nova classe de inseticidas seletivos de vetores.
Antagonistas que inibem os DARs dos mosquitos Aedes aegypti e Culex
guinquefasciatus também causam mortalidade larval em bioensaios.
Atualmente, os quatro principais alvos nervosos séo a acetilcolinesterase para
organofosforados e metilcarbamatos, o receptor nicotinico de acetilcolina para
neonicotinoides, o canal receptor/cloreto de acido y-aminobutirico para
policlorociclohexanos e fiproles, e o canal de s6dio dependente de voltagem para
piretréides e diclorodifeniltricloroetano (HILL et al., 2016). Neste mesmo sentido
este trabalho investigou a acédo larvicida do acido erucico, na acetilcolinesterase
(AChE). Este método baseia-se na inibicdo da atividade da AChE em clivar o
substrato butiriltiocolina formando butirato e tiocolina. A tiocolina produzida reduz
o ferricianeto de potéssio, de cor amarela, em ferrocianeto de potéssio, incolor.
A diminuicao das leituras da absorbancia em 405nm decorrente da reducdo do
ferricianeto de potassio, € monitorada fotometricamente, sendo diretamente
proporcional a atividade da colinesterase na amostra. O kit para dosagem da
atividade AChE foi adquirido da Labtest Diagnéstica S.A. Foi possivel estimar
gue houve uma reducdo de cerca de 46% na atividade acetilcolinesterase
guando as larvas foram expostas ao acido erdcico. A inibicdo da AChE pode
levar ao acumulo de neurotransmissores, resultando em paralisia e morte larval
contribuindo para a atividade larvicida observada. O efeito inibitério da AChE foi
observado por Bortolucci e colaboradores (2019) para componentes do 6leo de
Schinus terebinthifolius e por Jankowska e colaboradores (2017) para
componente do 6leo essencial de Schinus molle.

Neste, os resultados histopatolégicos mostraram que as larvas tratadas
com acido erdcico apresentaram alteracdes significativas no intestino anterior e
médio, incluindo vacuolizacao citoplasmatica e ruptura nuclear. Essas mudancas
celulares sao indicativas de dano severo, o que pode explicar a alta mortalidade
observada nas larvas expostas. Esse resultado também foi observado em larvas
de Ae. aegypti tratadas com extrato bruto etandlico da casca do caule da
Magonia pubescens onde as principais alteragcdes observadas incluiram,
destruicdo total ou parcial das células do meséntero, alta vacuolizacéo
citoplasmatica, aumento do espaco subperitrofico, hipertrofia das células e,
aparente estratificacdo epitelial (ARRUDA, 2003). Também relatado por Oliveira
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e colaboradores (2021) que o R-limoneno causou alteracdes patolégicas no
epitélio do intestino médio do Ae. aegypti, incluindo vacuolizacéo citoplasmatica
e ruptura nuclear. também observaram alteracfes histopatoldgicas e citotoxicas
no intestino médio das larvas de Aedes aegypti, incluindo vacuolizagédo
citoplasmatica e danos a borda em escova das células digestivas promovidas
pelo piriproxifeno (FIAZ et al., 2019). Esses resultados nos levam a sugerir que
as larvas de mosquitos Ae. aegypti tenham ingerido o contetdo oleoso, do
crambe e do acido erucico por filtragem de particulas suspensas na agua, pois
elas utilizam estruturas bucais especializadas para criar correntes de agua, onde
ingerem particulas alimentares, como micro-organismos, detritos organicos e
outros materiais em suspensao (SOUZA, et al., 2019) e pode ocorrer ao tentar
se ajustar a obstrugao do sifao na extremidade posterior para respirar, enquanto
flutuam na superficie da agua (LEE, et al., 2018).

Outro fator importante observado em larvas tratadas com acido erucico foi
a extrusdo do conteudo do intestino a partir da matriz peritréfica. Estudos
sugerem que a extrusdo da matriz peritréfica em Aedes aegypti € um processo
induzido pela alimentacdo sanguinea, essencial para a formacéo e funcdo da
matriz, e que pode ser afetado por fatores como a presenca de enzimas
especificas, regulacdo genética e substancias externas que sugere um
mecanismo de defesa onde larvas eliminam todo o alimento contaminado
(ALVES et al. 2010; BOTAS et al. 2017). De fato, esse tipo de reacdo a agentes
toxicos € uma evidéncia expressiva relacionada a queda na sobrevivéncia.

Efeitos deletérios na cuticula, no metabolismo lipidico e nas enzimas

digestivas foram descritos por Alves e colaboradores (2010). Estes
pesquisadores observaram alteragdes no corpo gorduroso e no intestino médio
de larvas de Culex quinquefasciatus apos exposicdo a diferentes inseticidas.
Segundo o autor, essas larvas expostas a inseticida também exibiram diferencas
nos granulos do citoplasma, em relacdo as larvas controle, com reducdo no
tamanho das microvilosidades no apice das células digestivas, e vesiculas foram
encontradas. Esses dados sugerem que alteragcdes no corpo gorduroso e no
intestino médio sdo uma resposta comum a intoxicacao celular.

Dessa forma, podemos reforcar que o acido erucico pode interferir em
multiplas vias biolégicas que precisam ser investigadas. Dessa forma, devemos

considerar fatores como a composi¢do do 6leo de crambe, com presenca do
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acido erucico e outros compostos; exercendo assim, um evento multifatorial
afetando tecido intestinal, cuticula, AChE e culminando com o evento morte.

As microparticulas séo particulas sélidas e esféricas com dimensdes que
variam de 1 a 1000 micrébmetros (ARSHADY, 1991). As microparticulas se
dividem em duas categorias, microcapsulas, que sao sistemas reservatério onde
a substancia ativa € envolvida por uma membrana capsular composta de
polimeros com espessuras variaveis e microesferas, que sao sistemas matriciais
nos quais o farmaco esta uniformemente disperso e/ou dissolvido em uma rede
polimérica. (KAS, 2020; ONER, 2000).

A tecnologia da microencapsulacdo tem sido utilizada em diversas
industrias, como na agricola, alimentar, de produtos domésticos, médica, grafica
e cosmética. (SILVA et al, 2003). Sdo denominadas microesferas as particulas
compactas constituidas por uma rede polimérica na qual a substancia ativa se
encontra distribuida no seu estado sdélido ou molecular. Ja as microcéapsulas séo
as particulas constituidas por um nudcleo interno contendo o agente ativo
recoberto por uma camada de polimero de espessura variavel (BATYCKY et al.,
1997).

De acordo com o0 seu tamanho, as capsulas sédo classificadas como
nanoparticulas ou microparticulas, variando de 0,01 a 0,2 um e de 1 a 100 pm
(MARTIM, 2015). Acima de 100 pm elas sdo denominadas de microparticulas
(SANTOS et al., 2000).

As microparticulas encontram aplicacbes também no setor de
agrotoxicos. Os sistemas de liberacdo controlada de pesticidas de baixa massa
molar foram utilizados pela primeira vez na agroindustria na década de 50. J&
nos anos 70, novas formulagcbes capazes de liberar pesticidas de alta massa
molar foram desenvolvidas. Nos ultimos anos, 0 empenho em desenvolver novos
sistemas de liberacdo de pesticidas vem crescendo, em virtude do alto grau de
toxicidade dos defensivos agricolas e seu uso excessivo (MOGUL et al., 1996).

O encapsulamento é definido como uma técnica capaz de revestir ou
empacotar substancias sélidas, liquidas ou gasosas, através de um revestimento
polimérico, as quais seu conteudo € liberado de forma controlada e sob
condicOes especificas. Esses sdo geralmente biocompativeis, biodegradaveis e
oriundos de matérias primas naturais (DE OLIVEIRA MELO, 2021). Microesferas

sdo um exemplo de tais sistemas uma vez que podem ser usadas para a
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liberacdo prolongada de varios principios ativos empregados nas areas
farmacéutica, médica e na agricultura (SILVA, 2003).

A interacao ibnica pode recorrer-se a uma técnica de emulsificacao para
obter microparticulas de alginato de célcio, segundo a qual uma solugédo aquosa
de alginato de sédio € dispersa numa fase imiscivel e as gotas de gel formadas
reagem com ions de calcio, que séo adicionados a fase externa, formando-se
microesferas (SILVA, 2003).

O alginato (ALG) é um biopolimero aniénico composto de cadeias lineares
de acido a-Lglucurdnico e B-D-mannurbnico, as quais em presenca de ions tais
como Ca** formam hidrogéis, filmes, esferas, micro- e nanoparticulas, com
capacidade para encapsulamento de uma série de substancias tais como
dexorubicina, insulina, antifungicos, etc (SARMENTO, 2007). Entre as
metodologias de microencapsulagdo, a técnica de gelificacdo ibnica é
considerada um método simples, barato e rapido, na qual ocorre a interacao
entre um polimero aniénico com ions de calcio, em condi¢cdes brandas de
temperatura utilizando polissacarideos com baixa ou nenhuma toxicidade, com
objetivo de formar hidrogéis (RE; SANTANA; AVILA, 2010).

A técnica de gelificacdo ibnica pode ser realizada por dois métodos:
gelificacéo interna (emulsédo) e externa, também conhecida como difusdo. No
primeiro método, a ionizacdo do agente de reticulacdo, normalmente um sal de
célcio, ocorre mediante a reducdo do pH e a complexacdo deste com o0s
grupamentos acido carboxilicos dos acidos organicos em um meio contendo
uma emulsdo Oleo-agua, permitindo a formacdo das particulas de gel e,
consequentemente, a retencdo do material de nucleo (COOK et al.,, 2013;
ARDEKANI, 2015). O alginato de célcio (CaAlg) tem sido considerado um dos
biopolimeros mais adequados para a producdo de esferas, devido a sua
composicado, estrutura sequencial (tem uma grande importancia para a sua
funcdo como material de encapsulamento, jA que depende geralmente de
espessamento, de formacgao de gel e de estabilizacdo) (ROY et al., 2005 apud
MELO, 2021).

Como foi descrito, a versatilidade da técnica permite que esta seja
aplicada no encapsulamento de diversos compostos, para a liberacdo de
inseticidas (INOUE, 1997), como pigmentos naturais (DE MOURA et al., 2018;
CARVALHO et al., 2019 apud MELO,2021), antioxidantes naturais (DELADINO
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et al., 2008; CORDOBA; DELADINO; MARTINO, 2013 apud MELO, 2021),
farmacos (SILVA et al., 2006; SILVA; FIDELIS; FOOK, 2014 apud MELO, 2021),
microrganismos prebidticos (ETCHEPARE et al., 2016; HOLKEM et al., 2017,
RADDATZ et al., 2020 apud MELO, 2021), antimicrobianos (MARTIN-VILLENA
etal., 2013; MARTIN et al., 2015), entre outros agentes com propriedades ativas
benéficas.

Contudo, visando melhorar a persisténcia e aplicacao do 6leo de crambe,
foi proposto o encapsulamento do éleo. Os bioensaios com cpsula de 6leo de
crambe mostraram que o encapsulamento reduz a sobrevivéncia em 60% no
tempo de 96h, ja o 6leo puro essa reducédo é de 93% em 72h. Isso sugere uma
liberacéo controlada dos componentes ativos, incluindo o acido erdcico, afetando
de forma gradativa as larvas.

Essa técnica de gelificacdo ibnica com cépsulas de alginato reticuladas
com célcio (ALG/Ca) ja foi descrita em diversos farmacos (PASQUALIM, 2011)
e é largamente usado com 6leo essencial para uso como larvicida, por exemplo,
o Croton zehntneri Pax et Hoffm (CZ) utilizado em larvas do mosquito Aedes
aegypti em teores de 1,81 a 4,25mg de 6leo levaram na faixa de 72 a 100% de
mortalidade de larvas apés 24h (DE PAULA, 2010). Os estudos sugerem que 0
encapsulamento de o6leos essenciais em diferentes matrizes (como fermento,
nanoemulsdes, microcapsulas e nanocapsulas) € eficaz como larvicida de
mosquitos, proporcionando uma liberacdo controlada e prolongada, além de
melhorar a estabilidade e a bioatividade desses 0leos.

O encapsulamento de 6leos tem como vantagem controlar a liberacdo dos
compostos, resultando em acéo prolongada e sustentada no controle de pragas
sendo Util na agronomia, apresentando-se como uma alternativa viavel aos
pesticidas sintéticos. Isso traz beneficios ambientais significativos, como a
reducdo do uso de produtos quimicos sintéticos e a minimizacdo do impacto
ecologico (MAES et al.,, 2019). No encapsulamento do 6leo da semente de
Pongamia pinnata em cascas de poliureia demonstrou controle eficaz das
populagdes de pulgbes e moscas-brancas na berinjela, tornando-se uma

alternativa potencial aos inseticidas sintéticos (PURKAIT et al., 2021).
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CONCLUSAO

A eficacia do 6leo de crambe e do acido erlcico, como agente larvicida
contra Aedes aegypti € relevante e inédito. Os resultados demonstraram que 0
Oleo puro tem efeito mais imediato do que o 6leo encapsulado, porém esse é um
efeito esperado em compostos ativos encapsulados, onde a atividade do
composto pode ser prolongada, devido a lenta dispersdo. Sendo um larvicida
potencialmente significativo para o desenvolvimento de novos bioinseticidas.

As andlises morfoldgica e histopatologica revelaram efeitos significativos
no intestino médio das larvas, essas descobertas sdo consistentes com a
literatura existente, reforcando o papel do acido erucico em interferir em multiplas
vias biologicas nos insetos, especialmente na inibicdo da acetilcolinesterase.

Aqui destacamos a importancia do uso de Oleos vegetais, como o de
crambe, no controle do vetor de doencas como dengue, Zika, chikungunya,
dando uma alternativa aos inseticidas sintéticos. Colaborando com as
tendéncias mundiais de reducdo do uso de produtos quimicos sintéticos,
contribuindo significativamente para a area da biociéncia e biotecnologia, na
bioprospeccdo de compostos naturais no manejo de pragas. A inovacao
apresentada no encapsulamento do 6leo de crambe abre caminhos para futuras
aplicac6es em agronomia e saude publica.

Como perspectivas futuras para o éleo de crambe encapsulado podemos
sugerir depdsito de patente visando a protecdo intelectual e comercializacéo
deste bioinseticida inovador, dada a eficacia demonstrada neste trabalho. As
capsulas podem ser caracterizadas e sua aplicagcdo no campo, avaliadas, com
foco na estabilidade e liberagdo controladas sendo importante para a
implementacdo pratica desta tecnologia. Além disso, é valido a exploracao de
combinacBes do 6leo de crambe com outros compostos naturais para avaliar
efeitos sinérgicos; investigar o impacto do 6leo de crambe em diferentes estagios
de desenvolvimento de mosquitos e testa-lo em outros vetores. Além de avaliar
sua biodisponibilidade no ambiente e acdo em organismo ndo-alvos.

O trabalho apresentado ndo s6 avanca o0 conhecimento no uso de 6leos
vegetais como agentes larvicidas, mas também estabelece uma base sélida para

o desenvolvimento de solug¢des biotecnoldgicas.
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Apéndice A: Alvos de 4cido ericico selecionados a partir da analise no software PASS online®.

Molecular targets of erucic acid selected from analysis on the PASS online platform

Erucic acid
Activity Activity probability Activity / Molecular target Activity probability Activity / Molecular target
0,974 CYP2J substrate 0,595 CYP2E substrate
0,973 CYP2J2 substrate 0,599 CYP2C9 substrate
0,902 CYP4AL1 substrate 0,593 CYP2A substrate
0,886 Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor 0,575 CYP2C6 substrate
0,877 CYP2EL1 inhibitor 0,531 CYP7 inhibitor
0,873 CYP4A substrate 0,499 CYP4F8 substrate
0,869 CYP4A2 substrate 0,522 CYP2C19 substrate
0,805 CYP3AL substrate 0,48 CYP4F12 substrate
0,804 CYP2C12 substrate 0,506 CYP2D16 substrate
0,756 CYP4B substrate 0,487 CYP2AL substrate
0,74 CYP2E1 inducer 0,466 CYP2B substrate
0,733 Cytochrome-c3 hydrogenase inhibitor 0,494 CYP3A substrate
0,735 CYP2C8 substrate 0,466 CYP2A4 substrate
0,728 CYP4B1 substrate 0,425 CYP2B10 substrate
0,714 CYP2C8 inhibitor 0,415 CYP4F substrate
0,701 CYP2C9 inducer 0,431 CYP2F1 substrate
Cytochrome molecules 0,704 CYP3A2 substrate 0,392 CYP2C29 substrate
0,689 CYP2C10 substrate 0,384 GST T substrate
0,693 CYP2B6 substrate 0,384 GST T1-1 substrate
0,692 Nitrate reductase (cytochrome) inhibitor 0,444 CYP3A4 substrate
0,675 CYP4AL1 substrate 0,403 CYP2A2 substrate
0,674 Palmitoyl-CoA hydrolase inhibitor 0,383 CYP2A3 substrate
0,654 D-lactate dehydrogenase (cytochrome) inhibitor 0,414 CYP2BS5 substrate
0,662 Mitochondrial processing peptidase inhibitor 0,4 CYP1A substrate
0,637 CYP2C2 substrate 0,388 CYP1A2 substrate
0,636 CYP4F2 substrate 0,373 CYP3A inducer
0,637 CYP3A3 substrate 0,372 CYP3A4 inducer
0,631 CYP2AG6 substrate 0,382 CYP2D15 substrate
0,63 CYP2C substrate 0,336 CYP19AL1 expression inhibitor
0,626 CYP3AG5 substrate 0,339 CYP2AS8 substrate
0,606 CYP2C18 substrate 0,328 CYP2D6 substrate
0,607 CYP2EL1 substrate 0,305 CYP2D2 inhibitor
0,604 CYP2C11 substrate 0,31 CYP2D substrate
0,92 Macrophage colony stimulating factor agonist 0,672 GST P1-1 substrate
0,867 1gA-specific metalloendopeptidase inhibitor 0,59 Cathepsin T inhibitor
0,797 Leukopoiesis stimulant 0,523 Transcription factor NF kappa B stimulant
e G e s D i 0,778 Phosphatidylserine decarboxylase inhibitor 0,501 JAK?2 expression inhibitor
0,724 TNF expression inhibitor 0,321 Transcription factor NF kappa A inhibitor
0,685 GST P substrate 0,361 Caspase 3 stimulant
0,676 GST M substrate 0,649 Antipruritic, allergic
0,306 NOS?2 expression inhibitor
0,82 GABA aminotransferase inhibitor 0,516 Calcium channel (voltage-sensitive) activator
0,659 GABA C receptor agonist 0,356 GABA transporter 3 inhibitor
Nervous system

0,578 Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase inhibitor 0,319 GABA B receptor agonist
0,547 Neurotransmitter antagonist 0,346 Octopamine antagonist
0,861 Acetylesterase inhibitor 0,75 Beta-carotene 15,15'-monooxygenase inhibitor
0,856 Arginine 2-monooxygenase inhibitor 0,751 2-Hydroxyquinoline 8-monooxygenase inhibitor

Chitinase and chitin synthesis 0,824 Cutinase inhibitor 0,71 Mandelate 4-monooxygenase inhibitor
0,779 5-0-(4-coumaroyl)-D-quinate 3'-monooxygenase inhibitor 0,704 Glyceryl-ether monooxygenase inhibitor
0,752 Alkanal monooxygenase (FMN-linked) inhibitor 0,656 Chitinase inhibitor
0,417 Chitin deacetylase inhibitor
0,909 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase inhibitor 0,749 Catalase inhibitor
0,88 Peptide-N4-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagine amidas 0,742 Galactolipase inhibitor
0,875 Fucosterol-epoxide lyase inhibitor 0,725 Glucan 1,4-alpha-maltotetraohydrolase inhibitor
0,851 Superoxide dismutase inhibitor 0,713 Gluconolactonase inhibitor
0,838 Glucan 1,4-alpha-maltotriohydrolase inhibitor 0,685 Antiinflammatory, intestinal

Possible action in digestion 0,839 Mucositis treatment 0,689 Fructose 5-dehydrogenase inhibitor
0,811 IgA-specific serine endopeptidase inhibitor 0,688 Glucan endo-1,6-beta-glucosidase inhibitor
0,807 Lactase inhibitor 0,591 Glucan 1,4-beta-glucosidase inhibitor
0,785 1,4-Lactonase inhibitor 0,533 Glucan endo-1,3-alpha-glucosidase inhibitor
0,762 Gastrin inhibitor 0,508 1,4-Alpha-glucan branching enzyme inhibitor
0,754 Nitrite reductase (NO-forming) inhibitor 0,421 Glucan 1,6-alpha-glucosidase inhibitor
0,928 Lipoprotein lipase inhibitor 0,744 Pyruvate dehydrogenase (lipoamide) inhibitor
0,908 Lipid metabolism regulator 0,731 Phosphatidylcholine-sterol O-acyltransferase inhibitor
0,905 Sphinganine kinase inhibitor 0,654 Steroid N-acetylglucosaminyltransferase inhibitor
0,891 Prostaglandin-Al DELT A-isomerase inhibitor 0,661 Phospholipid-translocating AT Pase inhibitor
0,891 PhosphatidylIcholine-retinol O-acyltransferase inhibitor 0,606 Phospholipase C inhibitor
0,86 Alcohol O-acetyltransferase inhibitor 0,546 Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase inhibitor|

pcictopolipkiiclalierzions 0,861 Phosphatidate phosphatase inhibitor 0,542 ﬁlhkizlig[;lljyrcerophosphoelhanolamIne phosphodieserese
0,856 Fatty-acyl-CoA synthase inhibitor 0,531 Cholesterol oxidase inhibitor
0,837 Alkenylglycerophosphoethanolamine hydrolase inhibitor 0,427 Lipid peroxidase inhibitor
0,831 Phosphatidylglycerophosphatase inhibitor 0,403 Inositol-polyphosphate 5-phosphatase inhibitor
0,807 Glycosylphosphatidylinositol phospholipase D inhibitor 0,399 Cholesterol synthesis inhibitor
0,798 Cholesterol antagonist 0,413 Ethanolamine-phosphate cytidylyltransferase inhibitor
0,303 Glycosylphosphatidylinositol diacylglycerol-lyase inhibitor

insecticidal activity 0,318 Insecticide
Oviposition 0,572 Ovulation inhibitor
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Apéndice B: larvas de Aedes aegypti L2-L3 tratadas com acido erucico na concentracao de 2,0
mg/mL (A). B: larva controle. C e C.1seta preta indica membrana exposta apos tratamento com
acido erucico.
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