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Avaliação do efeito de dois ésteres metílicos de 
ácidos graxos no perfil bioquímico e na atividade da 
na, k atpase de larvas de Culex quinquefasciatus.
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RESUMO
Larvas de C. quinquefasciatus expostas a diferentes inseticidas, mostraram 
alterações bioquímicas significativas e um parâmetro útil para medir a 
atividade larvicida. O objetivo deste trabalho é investigar o efeito de dois 
ésteres metílicos de ácidos graxos (FAME) no conteúdo de glicose, lipídios, 
proteína e atividade Na, K-ATPase das larvas. As larvas foram expostas a 
DL50 dos FAMES por 1h. Glicose e triglicerídeos totais foram dosados por 
kits diagnósticos comerciais e concentração de proteína pelo método de 
Hartree. A atividade ATPásica foi medida pelo método de Fiske. Os resultados 
mostram que o tratamento com ambas as drogas causou uma ativação da 
Na,K-ATPase nas larvas e apenas o FAME 3 causou aumento da atividade 
na enzima purificada. Observaram-se diferenças significativas somente no 
conteúdo de proteínas totais das larvas. O aumento da atividade da Na,K-
ATPase pode aumentar a necessidade de geração de ATP nas larvas, o que 
pode afetar o desenvolvimento larval.
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metabolismo.

INTRODUÇÃO

Os óleos essenciais, produzidos no metabolismo secundário das 
plantas, têm se apresentado como fontes de materiais com atividade 
inseticida, larvicida e repelente1,2. O caráter lipofílico de alguns inseticidas 
associado à espessura e composição lipídica da cutícula dos insetos 
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é responsável pela maior penetração do produto na cutícula e sua 
translocação até o alvo de ação 3,4,5. 

É possível que extratos de plantas afetem tecidos como o corpo 
gorduroso6, que é o principal órgão de metabolismo intermediário em 
insetos funcionando como órgão armazenador de proteínas, lipídios e 
carboidratos, além de sintetizar proteínas da hemolinfa. A alteração da 
reserva energética na fase larval pode gerar prejuízo energético na fase 
adulta7. 

As larvas de Culex quinquefasciatus vivem em um ambiente de 
salinidade variável e a sobrevivência dessas larvas depende da regulação da 
osmolaridade da hemolinfa8, papel que tem sido relacionado às ATPases, 
por realizarem o transporte de íons através da membrana. As ATPases 
tem sido alvo de inseticidas9,10, e a caracterização dessas enzimas tem se 
tornado importante para otimizar o controle de insetos.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de dois ésteres 
metílicos de ácidos graxos, FAME 2 e FAME 3, sobre a atividade da Na,K-
ATPase de larvas de Culex quinquefasciatus. Além de avaliar o efeito dos dois 
FAMEs sobre os níveis de glicose, proteínas, triacilglicerídios e colesterol.

MATERIAL E MÉTODOS

As larvas de Culex quinquefasciatus em quarto estágio foram 
separadas em três grupos com 40 larvas em cada. Um grupo foi exposto 
ao FAME 2 e outro ao FAME 3 por uma hora. Após a exposição das larvas 
aos bioinseticidas FAME 2 e FAME 3, essas foram maceradas em um 
homogeneizador tipo potter por 20 vezes em solução tampão contendo: 
Tris 6mM pH 6,8, imidazol 20 mM, sacarose 250 mM, EDTA 3 mM, SDS 
0,01%, PMSF 2mM, ortovanadato 1mM. Posteriormente as amostras foram 
sonicadas, em gelo, em 4 pulsos de 15 s a 45% de potência com intervalo 
de 10s entre cada pulso. Em seguida o homogenato foi centrifugado a 9000 
rpm por uma hora a 4°C em centrífuga refrigerada. Após a centrifugação o 
sobrenadante foi descartado e o pelet ressuspendido em 1mL da solução. 
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A dosagem de proteína das amostras obtidas foi realizada pelo método de 
Hartree11. 

A atividade ATPásica foi determinada pela quantificação do fosfato 
inorgânico (Pi) liberado pela hidrólise de ATP pela Na, K-ATPase, usando o 
método colorimétrico de Fiske12. Na dosagem da Na,K-ATPase purificada, 
a enzima foi incubada com diferentes concentrações dos FAMES por 20 
minutos. 

Para as dosagens de glicose, triglicérides, proteína e colesterol total foi 
feito um homogenato total das larvas. As larvas de Culex quinquefasciatus 
dos três grupos foram maceradas em um homogeinizador de tecidos tipo 
Potter, em tampão Tris 20mM pH 7,4 em gelo. O homogenato total foi 
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi separado 
para as dosagens de proteína, glicose, triglicérides e colesterol. As dosagens 
de glicose e triacilglicerol foram realizadas por meio de kits diagnósticos 
comerciais Doles. 

Foi utilizada uma alíquota da amostra das frações de membrana de 
eritrócitos e do homogenato total das larvas obtido anteriormente, para a 
extração dos lipídeos que foi realizada pelo método de Higgins13. A fração 
de membrana dos eritrócitos foi incubada com diferentes concentrações 
dos FAMES por 20 minutos antes de iniciar o procedimento da extração. A 
análise e determinação do colesterol também foi realizada baseada método 
descrito por Higgins13.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Observou-se um aumento significativo na atividade da Na,K-
ATPase quando as larvas foram tratadas tanto com FAME 2 quanto com 
FAME 3. Quando a Na,K-ATPase purificada foi incubada com os dois 
compostos somente o FAME 3, nas concentrações de 60 µg/µL e 360 
µg/µL, foram capazes de aumentar a atividade da enzima. Não foram 
observadas diferenças significativas no conteúdo de colesterol, glicose e 
triacilglicerídeos das larvas. Porém houve uma diminuição no conteúdo 

de proteínas totais das larvas tratadas com ambos os compostos. Não 
foi possível observar diferença significativa no conteúdo de colesterol de 
membrana de eritrócitos após terem sido incubados com os FAMES. 

Nossos dados sugerem que o tratamento com o FAME pode interagir 
diretamente com a Na,K-ATPase. Mesmo que o conteúdo de colesterol 
da membrana não tenha se alterado, é possível que a modulação dos 
FAMES na atividade da Na,K-ATPase aconteça através de uma perturbação 
do microambiente da membrana plasmática, que ao ser modificado pela 
interação com os FAMES muda a disposição tridimensional da Na,K-ATPase 
e com isso altere a sua atividade. Experimentos para quantificação e 
dosagem dos fosfolipídeos de membrana são necessários para explorar 
melhor essa possibilidade.

Figura 1: Dosagem da atividade Na, K ATPásica de larvas de Culex quinquefasciatus (A);  
Dosagem de atividade de Na,K-ATPase purificada de rim de porco (B); Dosagem de colesterol 
de membrana de eritrócitos (C) Dosagem de proteínas, glicose, triglicerídeos e colesterol 
total(D).
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CONCLUSÕES

Os FAMES demonstraram serem compostos moduladores da atividade 
da Na,K-ATPase. Além disso, apenas o perfil protéico foi alterado pelo 
tratamento de 1h nas larvas. O aumento da atividade da Na,K-ATPase pode 
aumentar a necessidade de geração de ATP nas larvas, o que pode afetar o 
desenvolvimento larval.
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