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Resumo

A dengue ¢ uma das doengas tropicais mais importantes do mundo. Os quatro sorotipos
(DENYV 1-4) sao transmitidos por mosquitos do género Aedes. Possui como principal vetor
em areas urbanas o mosquito Aedes aegypti, sendo uma doenga de importancia em satde
publica. A incidéncia de dengue tem aumentado drasticamente nas ultimas décadas, e sabe-
se que bilhdes de pessoas em muitas regides no mundo correm o risco de infec¢do por
dengue. H4 uma necessidade na criagdo de inseticidas biodegraddveis e com pouca
absor¢ao ambiental que atue na diminui¢do de mosquitos vetores do dengue. O objetivo do
trabalho foi sintetizar extratos de rizomas de plantas da familia Zingiberaceae,
especificamente a espécie Curcuma longa L.. avaliando sua capacidade larvicida e
adulticida em larvas e mosquitos de Aedes aegypti.

Palavras-chave: Dengue, Aedes aegypti, extratos, Curcuma longa L., Larvicida
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1. INTRODUCAO

1.1. Mosquitos como agentes etiologicos de doencas negligenciadas

Arbovirus ¢ o termo dado para um grupo de virus que sdo transmitidas por
artropodes hematofagos. Possuem ciclos que incluem a interacdo entre animais
invertebrados e vertebrados, nos quais ocorre o respasto sanguineos. Os vertebrados
configuram-se como reservatorios e/ou amplificadores, podendo ser dispersores e
colaborar com a manutengdo de epidemias (KUNO et al., 2005; CIOTA et al., 2010;
WEAVER et al., 2010; COFFEY et al., 2013). O ciclo biologico da maioria dos arbovirus
acontece de forma horizontal durante o repasto sanguineo, no qual pode ocorrer a
transmissdo do virus ao hospedeiro vertebrado. Alguns virus podem ser mantidos pela
transmissdo vertical do artropode adulto a seus progenitores ou pela transmissdo venérea
durante a cépula (WEAVER et al., 2010; COFFEY et al., 2013).

Existe uma diversidade de invertebrados hematéfagos que podem transmitir os
arbovirus. Dentre esses, destacam-se os culicideos, conhecidos popularmente por
mosquitos e, em menor escala, os carrapatos, flebotominios entre outros (CIOTA et al.,
2010; WEAVER et al., 2010). Os arbovirus normalmente circulam entre animais
selvagens, num ciclo enzootico. No entanto, podem causar epidemias quando sdo
transmitidos a humanos e/ou animais domésticos, que sdo hospedeiros acidentais, num
ciclo conhecido como zoonotico (WEAVER et al.,2010).

A transmissdo dos arbovirus € influenciada pela ecologia dos vetores, que por sua
vez ¢ delineada pelo seu ancestral comum, pelo ambiente e pelo hospedeiro

(FARAJOLLAHI et al.,, 2011). Os mosquitos sd3o agentes etiologicos de doengas
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parasitarias e virais de extrema importancia para satde publica mundial (WATERHOUSE
et al., 2014). A febre do dengue ¢ uma das doencgas tropicais mais importantes do mundo.
Os quatro sorotipos (DENV 1-4) (Género Flavivirus, familia Flaviriridae) sdo transmitidos
por mosquitos do género Aedes, sendo que seus vetores mais comuns sdo o Aedes aegypti e
Aedes albopictus. O aumento da distribui¢do geografica de Ae. aegypti tem sido a principal

causa da disseminacao DENV no mundo (GLUBER et al., 2008).

1.2. Aedes aegypti: vetor de doencas tropicais

Os arbovirus, que possuem como principal agente etiologico os culicideos, podem
estar dispersos em uma diversidade de ambientes e causar problemas econdmicos,
ambientais, além de afetar a saiide humana e animal. Podem habitar nichos similares ao seu
ambiente natural, assim como podem adaptar-se a diferentes configuracdes ecologicas
(SCHAFFNER; MEDLOCK; VAN BORTE, 2013; NGOAGOUNIL et al., 2015).

Duas espécies de culicideos sdo responsaveis pela transmissao de importantes
problemas de saude publica, como os virus dengue, zika e chikungunya. Ae. aegypti e Ae.
albopictus pertencem ao filo Arthropoda, classe Hexapoda, ordem Diptera, familia
Culicidae e género Aedes e diferenciam-se por colonizarem, respectivamente, ambientes
urbanos e de transi¢ao (FUNASA, 2001; MARQUES; SERPA; BRITO, 2015).

Ae. albopictus é originario das regides tropicais e temperadas da Asia e vem
dispersando-se nas Ultimas décadas, com a introducdo da espécie em outras regides das
Américas, na Europa e Africa. Nos anos de 1980, teve uma larga expansio geografica, e
sua presenca foi notificada na Albania em 1979, Texas em 1985, e no Brasil em 1986. E
geralmente, um culicideo zoofilico. No entanto, o aumento da influéncia antropica em seus

nichos caracteristicos desencadeou a adaptacdo da espécie as mudangas. Esse culicideo ¢
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considerado vetor ou potencial vetor de diversos patdgenos de importancia tanto humana
como veterinaria, como dengue e chikungunya e estudos de isolamento viral e competéncia
vetorial mostraram que ¢ um eficiente vetor para cerca de 24 arbovirus, incluindo os
géneros Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus, sendo os trés mais importantes géneros
de arbovirus para a saade publica (LAMBRECHTS; SCOTT; GUBLER, 2010;
WALDOCK et al., 2013; NGOAGOUNIL et al., 2015).

Ae. aegypti ¢ originario de regides tropicais da Africa. Através do comércio e
trafico de escravos, atingiu as Américas entre os séculos XV e XIX; chegou a Asia por
volta da metade do século XIX. Atualmente esta disseminado por todo territdrio,
principalmente nas Américas, Australia, Asia e Africa (POWELL; TABACHNICK, 2013;
MARQUES; SERPA; BRITO, 2015).

Presente no territorio brasileiro desde o século XVII, causou uma importante
epidemia de febre amarela no pais, o que fez com que medidas de erradicagao fossem
adotadas. Em 1955, o ultimo foco de Ae. aegypti no territorio brasileiro foi considerado
erradicado. Entretanto, houve a reintroducdo da espécie no Pard em 1967. Em 1976, foi
detectado na Bahia e, no ano seguinte, no Rio de Janeiro. Acredita-se que a reintrodugao
no estado de Sao Paulo foi por volta de 1980, instalando-se definitivamente por todo o
territorio (FUNASA, 2001; MARQUES; SERPA; BRITO, 2015).

O Ae. aegypti é o principal agente responsavel por epidemias de dengue nas
Américas, Sudeste Asiatico e parte ocidental do Pacifico, sendo a transmissdo do dengue
endémica em mais de 100 paises. Quando essa espécie se espalhou pelo sul da Europa, foi
responsavel por epidemias de dengue e febre amarela. Possui uma capacidade de transmitir
outros arbovirus nos locais em que ocorre sua infestacdo (SCHAFFNER; MEDLOCK;

VAN BORTE, 2013).
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O Ae. aegypti ¢ bem adaptado ao ambiente urbano e é um vetor altamente
competitivo devido a sua natureza antropofilica, vivendo em proximidade com os
humanos. O Ae. albopictus, no entanto, ¢ adaptado a regides peridomésticas e com
vegetacao e, ocasionalmente ¢ encontrado em locais com maior urbanizacao. Isto ocorre
devido a sua alta plasticidade ecoldgica e adaptabilidade a diferentes ambientes
(LAMBRECHTS; SCOTT, GUBLER, 2010).

A principal forma de transmissao dos arbovirus para os humanos ocorre através do
repasto sanguineo. As fémeas infectadas, ou mesmo quando ndo infectadas, realizam o
repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, depois de um periodo extrinseco de
incubacdo de 4-10 dias, possuindo infectividade at¢é o fim da vida (FREDERICKS;
FERNANDEZ-SESMA, 2014). O virus se dissemina em curto periodo de tempo, ja que as
fémeas possuem um ciclo gonotrofico rapido, gerando descendentes capazes de transmitir
o virus. Normalmente, ndo voam longas distancias e a dispersdo do virus se d4 mais pela
movimentagdo de pessoas infectadas entre casas e comunidades do que pela dispersao de
um vetor infectado (FREDERICKS; FERNANDEZ-SESMA, 2014).

Apds a ingestdo do sangue contendo o virus, ocorre infeccao das células epiteliais
que revestem o intestino médio do culicideo. Ao ultrapassar a barreira epitelial do intestino
médio, dissemina-se em outros tecidos, principalmente as glandulas salivares. A saliva €
meio de transmissdo dos virus durante os repastos sanguineos. O trato genital também pode
ser infectado e o virus pode ser transmitido aos ovos ja desenvolvidos durante a
oviposicdo. Trata-se da transmissdo vertical (KUNO; CHANG, 2005; CARRINGTON;
SIMMONS, 2014).

Ap0s realizarem o repasto sanguineo, as fémeas procuram locais que sirvam como

potenciais criadouros e realizam a oviposi¢do. Os sitios de oviposicdo devem apresentar,
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obrigatoriamente, 4gua para o desenvolvimento dos estadios larvarios (BACK;
LUNDKVIST, 2013). A adaptacdo dessa espécie de vetor claramente indica a ampla gama
de locais onde colocam seus ovos (SIVAGNANAME; GUNASEKARAN, 2012).

Os culicideos desenvolvem-se por metamorfose completa e seu ciclo de vida esta
compreendido em quatro fases: ovo, larva, pupa, que sao aquaticos, ¢ a forma adulta
terrestre. Ciclos de desenvolvimento podem ter duracdo de aproximadamente 10 dias.
Apos a eclosdo dos ovos, as larvas surgem. Essas possuem quatro estadios larvais e a
passagem de um estadio a outro ocorre o processo de muda, havendo desprendimento do
exoesqueleto. Passam a maior parte do tempo se alimentando, principalmente de matéria
organica presente na agua, mas nao toleram altas concentracdes das mesmas. A duracdo da
fase larvaria ¢ de cerca de cinco dias e, entdo, ocorre a formacao da pupa. Nessa fase,
ocorre a metamorfose do estadio pupal para o adulto, que leva cerca de dois a trés dias para
atingir o desenvolvimento completo do adulto (FUNASA, 2001; MARQUES; SERPA;
BRITO, 2015).

Condig¢des climaticas desempenham um papel fundamental na biologia e ecologia
dos vetores e nos virus que transmitem. Como muitos invertebrados, sdo diretamente
afetados pelas mudancgas climaticas, as temperaturas tém influencia no desenvolvimento de
estadios imaturos e atividade dos adultos. Uma vez que estadios imaturos do vetor
necessitam de dgua para sobreviver, as precipitagdes regulares sio muito importantes para
possibilitarem locais para reprodu¢do, enquanto que a umidade relativa afeta perda de agua
e sobrevivéncia do adulto e pode interferir na dindmica populacional do vetor (THAIL

ANDERS, 2011; WALDOCK et al., 2013).

1.3. Prevencio e controle
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Prevengdo e controle de doengas causadas por arbovirus envolvem
desenvolvimento e implementagdo de planos que incluem sistemas de alerta precoce,
vigilancias epidemiolédgica, entomoldgica e ambiental, apoio laboratorial, manejo de casos
clinicos, controle de vetores, controles ambientais, comunicac¢des dos riscos e mobilizag¢ao
social (WHO, 2009).

Doengas causadas por arbovirus quando mantidas no ciclo de transmissao humano-
culicideo sdo caracterizadas por diversos surtos capazes de sobrecarregar a capacidade da
saude publica no controle de surtos e suporte de pacientes. Quando ndao ha vacinas
disponiveis e medicamentos eficientes, a prevencao e controle sao dependentes de métodos
de controle de vetores. Esses incluem métodos e estratégias de controle bioldgicas e
quimicas, focadas na reducao de infestagao de vetores de modo a diminui¢ao niveis de
transmissdo (EISEN; LOZANO-FUENTES, 2009; SIVAGNANAME; GUNASEKARAN,
2012; MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013).

Nao ha medidas de controle especificas direcionadas aos humanos, embora uma
vacina tenha sido recentemente liberada para utilizagdo (Organizacdo Mundial de Satde,
2016). A notificacdo dos casos suspeitos, investigacdo do local provavel de infec¢do e
busca ativa de casos sdo elementos essenciais, mas o vetor continua sendo o maior
problema na cadeia epidemioldgica. Sendo assim, o controle ainda estd centrado na

reducdo da densidade vetorial (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

1.4. Espécie vegetal Curcuma longa L.
A espécie Curcuma longa L., popularmente conhecida como agafrdo da terra,
pertencente & familia Zingiberaceae é um condimento extensivamente utilizado na India e

em outros paises asiaticos. A espécie ¢ também conhecida como tumérico, que ¢ um
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rizoma possuindo amplo espectro de atividades biologicas (REVATHY et al., 2011). E um
alimento amplamente consumido da mesma familia do gengibre (Zingiberofficinale)
(MOHIUDDIN et al., 2010). O estudo dessa planta demonstrou sua capacidade pesticida e
repelente contra diversos insetos (DAMALAS; ELEFTHEROHORINOS, 2011).

A classe quimica conhecida como curcuminodide ¢ extensivamente descrita na
literatura possuindo diversos metabolitos secundarios e que apresentam diferentes
propriedades fisico-quimicas (REVATHY et al., 2011). A coloragao amarelada do agafrao
¢ devida, principalmente, a presenca de pigmento curcumindide, sendo um composto
natural bioativo (AKRAM et al., 2010; VERMA et al., 2012).

No trabalho realizado por Verma e colaboradores (2012) foi comparado o poder
extrativo de solventes com diferentes polaridades e foi averiguado que os extratos
acetonico e acetato etilico apresentaram quantidade superior de curcuminodides. O mesmo
foi detectado no extrato hidroalcéolico, que apresentou rendimento consideravelmente
superior aos demais solventes estudados (VERMA et al., 2012).

Entre as classes de metabolitos majoritarios isolados e relatados na literatura do
acafrio-da-india estdo os sesquiterpernos e os pigmentos fenolicos curcuminéides. No
trabalho descrito por Jiang e colaboradores (2015), foram isolados onze flavondis
glicosilados e também um glicosideo de diidroisoflavonol.

Os curcuminodides de Curcuma longa L. sdo constituidos principalmente pela
curcumina (60-80%), desmetoxicurcumina (15-30%) e o bisdesmetoxicurcumina (2-6%)
(RAO; SAKARIAH, 2005). Entre as atividades bioldgicas de interesse, podemos citar
atividades anti-inflamatdria e anticarcinogénica (AKRAM et al., 2010). Além disso possui

também atividade antiradicalar, capaz de inibir a peroxidacdo lipidica e,
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consequentemente, atuar na protecao celular das macromoléculas celulares, evitando danos
oxidativos ao DNA (BIANCHI et al., 1999).

O controle de culicideos ¢ feito principalmente pelo uso de inseticidas biologicos e
sintéticos. Porém, o uso exacerbado dessas substancias tém gerado uma série de
consequéncias negativas, dentre elas a resisténcia aos inseticidas (CHANDRE et al., 1999).
Dessa forma, a busca por alternativas eficientes para controle de vetores ¢ imprescindivel.
A busca por compostos ecoldgicos sustentaveis, produtos naturais e metabolitos de origem
vegetal que sejam eficientes e gerem resisténcia minima, constituem pontos importantes
para o desenvolvimento de alternativas para o controle de vetores (AGGARWAL et al.,

2007).
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2-OBJETIVOS
- Avaliar a capacidade larvicida e adulticida de extratos polares de C. longa em

Aedes aegypti, além de analisar os compostos presentes nos extratos vegetais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Criaciao dos mosquitos

Os ovos utilizados nos ensaios biologicos foram fornecidos pelo Laboratorio de
Parasitiologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAr/UNESP).
Os testes eram realizados com larvas de quarto estadio e mosquitos adultos (5 a 6 dias)
livres de infecgcdo. Os ovos foram colocados em uma bandeja de plastico branca de
tamanho 46 cm de comprimento por 30 cm de largura que comporta um volume de cinco
litros. Foi adicionada ao recipiente 2,5 litros de dgua deionizada para que os ovos
eclodissem. Apos eclosdo, as larvas eram transferidas para um segundo recipiente de
plastico transparente de tamanho 20 cm por 10 cm de largura que comporta 3 litros de
dgua. Em cada recipiente foi adicionado 500ml de 4gua deionizada para que as larvas
pudessem se desenvolver. As larvas foram alimentadas com ragdo para peixe em flocos.
Para facilitar o seu uso, a ragdo foi triturada manualmente até atingir a consisténcia de um
po. Posteriormente, ao se tornarem adultos, os mosquitos eram transferidos para gaiolas.
Os mosquitos foram alimentados com mel diluido, produzida a partir da dilui¢do em agua
deionizada (15:50). A umidade relativa do ar foi mantida entre 65-85% e a temperatura em

torno 27° C +£2° C, com fotoperiodo de 12:12 (claro/escuro) (KOVENDAN et al., 2013).

3.2. Preparo dos extratos
O preparo dos extratos estudados foi adaptada da metodologia de Garcez e
colaboradores (2013) a partir de amostras comerciais certificadas de Curcuma longa L.

(Kampo de Ervas).
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3.2.1. Extrato aquoso

Foram utilizados 200 gramas do p6 seco macerado para 5 litros de agua.
Primeiramente, solubilizou-se o p6 em 2,5 litros de 4gua a uma temperatura de 60 °C sob
agitacdo magnética, em vidro ambar por trés horas. Filtrou-se a solucdo e reservou-se o
eluido. Foram adicionados 2,5 litros de agua ao residuo da Curcuma longa L., que
permaneceu por mais trés horas sob as mesmas condi¢des anteriores. A solugdao foi
posteriormente filtrada. O eluido total foi centrifugado a 5000 g por cinco minutos a 25°C
para eliminar quaisquer resquicios da parte solida. Posteriormente, foi realizada uma
filtragdo a vacuo em funil de Buchner. O filtrado foi liofilizado para obtengdo de um
extrato cristalizado que posteriormente foi utilizado nos ensaios biologicos. Todas essas
etapas foram feitas em ambientes com luminosidade controlada e em frascos reflexivos, ja

que se trata de um extrato fotossensivel.

3.2.2.Extrato hidroalcéolico

O extrato hidroalcoolico foi obtido a partir da diluigdo do alcool etilico absoluto PA
(Synth) para 70% e a maceracdo do p6 comercial. Foram utilizados 200 gramas de pé
comercial para um volume de cinco litros de etanol 70%. Primeiramente, solubilizou-se o
p6 em 2,5 litros de etanol a uma temperatura de 60°C sob agitacdo magnética em um frasco
ambar. Filtrou-se a solugdo e reservou-se o eluido. Foram adicionados os 2,5 litros de
etanol 70% ao residuo da Curcuma longa L. do filtrado, que permaneceu por mais trés
horas sob as condic¢des anteriores. A solucdo foi posteriormente filtrada. O eluido total foi
centrifugado a 5000 g por cinco minutos a 25°C para eliminar quaisquer resquicios da parte
solida O eluido foi levado ao rota-evaporador para completa eliminagio do etanol a 45°C

120 RPM para ndo alterar o produto final do extrato. Apds a evaporagdo do solvente em
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evaporador rotativo a por¢ao aquosa obtida foi submetida a liofilizagdo.Todas essas etapas

foram feitas em ambientes com luminosidade controlada e frascos reflexivos.

3.3. Bioensaio Larvicida

M¢étodos padrao para testar a toxicidade dos extratos e a suscetibilidade de larvas de
mosquitos a inseticidas foram realizados de acordo com a Organizagao Mundial da Saude—
OMS (WHODb, 2005). Os ensaios biologicos larvicidas foram realizados em temperatura
ambiente de 27°C £+ 2°C e umidade relativa do ar entre 65-85%, ¢ ainda sob um
fotoperiodo de 12:12 (claro/escuro) .

Aleatoriamente, vinte quatro (24) larvas do quarto estddio foram colocadas em
recipientes contendo 200ml de agua duplamente destilada. As diluigdes do extrato
utilizadas nos ensaios foram feitas nos recipientes onde as larvas foram expostas. Para
tanto, os liofilizados foram pesados e diluidos em 25ml de 4gua deionizada. Controles sem
os extratos foram realizadas para aferir a mortalidade. Apos o preparo da solugdo contendo
o extrato, seis larvas foram transferidas para cada um dos recipientes, onde continhamos
trés concentragdes do extrato e um recipiente controle onde continha apenas agua
deionizada. Para determinar a toxicidade em larvas do 4° estadio de Aedes aegypti, a taxa
de mortalidade das mesmas foram observadas apos a sua exposi¢do por um periodo de 24
horas. A porcentagem de mortalidade foi calculada a partir de uma média de
quadruplicatas que foram realizadas simultaneamente (WHO, 2005). A concentragdo letal

que ocasiona 50% de mortes (CL50) também foi avaliada.

3.4. Bioensaio Adulticida
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Os mosquitos utilizados para o bioensaio adulticida tinham entre 5 e 6 dias de
idade, e foram selecionados aleatoriamente. Nao houve preferéncia entre fémeas ou
machos. Para esse ensaio cada um dos tubos de testes continham seis mosquitos.

Os extratos aquoso ¢ hidroalcodlico de Curcuma longa L. forma diluidos em agua e
testados em variadas concentragdes. Apds realizadas as dilui¢des, os extratos foram
impregnados em papéis filtro (14 mm x 12 mm) antes dos testes. Tiras de papel filtro
embebidos apenas com etanol foram utilizados como controles. Os bioensaios foram
realizados utilizando tubos de plastico de (125 mm x 44 mm) e os papéis impregnados
foram laminados e colocados no fundo dos tubos para exposi¢ao e fechados com telas que
permitiam trocas gasosas. A concentragdo letal que ocasiona 50% de mortes (CL50) foi
avaliada, apos vinte e quatro horas de exposi¢ao.

A umidade relativa do ar foi mantida entre 65-85 % e a temperatura em torno 27 °C

+2 °C, com fotoperiodo de 12:12 (claro/escuro) (KOVENDAN et al., 2013).

3.5 Preparo das amostras para as analises por CLAE- DAD

Os extratos estudados de C. Longa injetados no cromatdgrafo foram previamente
submetidos ao clean-up em cartucho de extragao em fase solida de 1000 mg/6 mL (55 pum,
Strata-X, Phenomenex®) preenchidos com silica de fase reversa C18, (1 mg da amostra
para 10 mg de fase estacionaria silica C18). Os cartuchos foram primeiramente ativados
com MeOH (100%, 2,0 mL, 3 vezes), 25 mg de cada um dos extrato foi solubilizado em
2,0 mL de MeOH a 100%. Os extratos foram aplicados no cartucho de SPE e eluidos com
o mesma fase movel utilizada nas etapas de ativagdo do cartucho e solubilizagdo da

amostra. O eluato foi solubilizado na concentracdo de 10 mg/mL (MeOH:H>O, 7:3, V/V) e,
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por fim, filtrado em membrana de PTFE de 0,22 um (Millex®, Merck Millipore), coletado

em vial de 1,5 mL e analisado por CLAE- DAD.
3.6 Analises por CLAE- DAD no modo analitico

Para registrar os cromatogramas dos extratos de C. longa, utilizou-se cromatografo
liquido de alta eficiéncia (analitico, gradiente quaternario) modelo PU-2089 (Jasco®),
acoplado a detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) com faixa de varredura de 195-
650 nm e intervalo minimo de 1 nm, modelo MD-2010 (Jasco®). Para a aquisi¢do e
processamento dos dados cromatograficos foi utilizado o software ChromNav (Jasco®). As
analises foram realizadas utilizando uma coluna de fase reversa RP18, modelo Hypersil
gold (Thermo®) de 250 x 4,6 mm d.i., apresentando particulas com tamanho médio de 5
um protegidas com uma coluna de guarda (Phenomenex®) de 4 x 3 mm d.i. As substancias
foram injetadas por de um injetor Rheodyne® 7125 com um loop de 100 pL, volume de

injecdo de 20 pl.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise quimica

A analise do perfil cromatografico de cada extrato e dos espectros de violeta dos picos
mais significativos presentes nos cromatogramas registrados em 250, 300 e 350nm,
evidenciou a presenca majoritaria de compostos fenolicos: acidos fenolicos, flavonoides e
curcuminoéides. Sendo que estas trés classes de metabolitos quimicos foram relatados nos
estudos quimicos do extrato metanolico de C. longa L. de (ABDEL-LATEEEF et al., 2016)
como as trés classes de metabolitos secundarios foram encontradas em maiores quantidades
no extrato metanodlico dessa espécie vegetal. Além disso, apresenta-se uma quantidade
moderada de taninos, alcaldides, saponinas e esteroides.

Considerando a natureza de média a alta polaridade das substancias presentes nos
extratos preparados de C. longa L, os extratos, foram submetidos a analises por CLAE-DAD.
Os perfis cromatograficos dos extratos foram comparados possibilitando verificar a
semelhanga e a variabilidade dos metabolitos presentes no extrato aquoso e hidroalcoolico.

A figura 01 apresenta o cromatograma obtido por CLAE-DAD apresentando o perfil
do extrato aquoso do rizoma de C. longa L. ¢ o perfil de alguns espectros de absor¢ao na
regido do UV, evidenciando a presenca de acidos fenolicos e flavonoides.

Os flavonoides sao uma classe de substancias comuns na espécie em estudo, sendo que
varios flavonoides ja foram isoladas e identificadas das espécies do género Curcuma. A
natureza do flavondide e seu padrao de oxigenagdo podem ser definidos pela posiciao e
intensidades relativas dos maximos de absorc¢ao. O espectro no UV de um flavonéide possui
dois maximos de absorcao: a banda II, que se encontra em um intervalo de comprimento de
onda de 240-285 nm e a banda I entre 300-550 nm. Percebe-se, portanto, que no perfil dos

espectros no UV do extrato aquoso do rizoma de C. longa L., a presenga evidente de
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flavonoides (Pico 1, Tr = 23,78 min; Pico 2, Tr = 24,84 min). Os picos 3-7 presentes nos
cromatogramas apresentaram espectro na regido do UV caracteristicos de derivados de
compostos fenolico, com bandas de maximos de absor¢ao em 215 e 240 nm (Figura 2). Sendo

portanto, bastante evidente nos extratos de C. longa L.
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Figura 01. Cromatogramas representativos do perfil cromatografico do extrato aquoso de C. longa [Solvente A. HO + 0,1% TFA (acido
trifluoroacético); Solvente B. MeOH + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vazio de 1,00 mL.min!; A) Amax= 250 nm; B) Amax =
300 nm; C) Amax = 350 nm
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Figura 02. Espectros no UV referentes aos picos do cromatograma 1-7 do extrato aquoso de

C.longa L.
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Os principais compostos volateis presentes no 6leo essencial de C. longa L. sdo [I-
zingibereno (28-39%), a-turmerona (20-32%), B-sesquifelandreno (13-18%), P-tumerona
(3,7-7,5%), a-turmerona (3-6%) e o [-bisaboleno (2,5-3,6%) (AUYSAWASDI;

CHUNTRANULUCK; PHASOMKUSOLSIL, 2015).
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O cromatograma (Figura 3) ¢ representativo do extrato hidroalcoolico, onde podemos
observar os picos de 1-7 sendo similares aos picos presentes no cromatograma do extrato
aquoso. Apos a analise, pode-se afirmar que possuem as mesmas caracteristicas dos espectros
referentes ao primeiro extrato, contendo portanto as mesmas caracteristicas das classes de
substancias presentes. O extrato apresentou trés picos distintos quando comparado ao aquoso,
que na figura 3 estdo representados dos picos 8 ao 10, sendo classes de substancias diferentes
na analise do extrato hidroalcéolico. Os picos 9 e 10 representam uma mesma classe de
substancias, que apresentam tempos de retencdo de 17,340 e 23,297 minutos apos a analise
dos espectros de ambos.

O espectro de UV do pico 8 do cromatograma (Tr = 47,225min) apresenta Amax
semelhante a classe dos curcumindides, pois apresenta um maximo de absor¢do muito
semelhante ao relatado. Na literatura, tem sido descrito exaustivamente que dentre os
compostos isolados de Curcuma spp., os compostos por fendis sdo os mais representativos, e
que a principal classe dessa espécie ¢ dos curcuminédides (VERMA, 2016). O espectro de UV
(Figura 4) representativo dos curcuminodides possuem uma banda no espectro de UV em
lambdamax 420 nm (EREZ et al., 2014). Outros metabolitos secundarios isolados da espécie
vegetal em estudo minoritarios sdo os terpenos conjugados com curcuminoides (QIAO et al.,

2015).
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Figura 03 - Cromatogramas representativos do perfil cromatografico do extrato hidroalcoolico de C. longa [Solvente A. H,O + 0,1%
TFA (4cido trifluoroacético); Solvente B. MeOH + 0,01 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vazio de 1,00 mL min™'; A) Amax= 250
nm; B) Anax= 300 nm; C) Amax= 350 nm
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Figura 04 - Espectros no UV dos picos do extrato hidroalcéolico de C. longa L.
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4.2. Analise biologica

A exposicao das larvas de quarto estadio de Aedes aegypti a dleos essenciais de C.
longa L. levaram ao aumento da mortalidade em comparagdo aos controles sem os extratos. A
mortalidade larval mostrou ser diretamente dependente da concentragado utilizada dos extratos.
Os valores da CL50 da agdo dos dleos essenciais de C. longa para ambos os extratos nos
bioensaios larvicidas apos vinte e quatro horas de exposi¢cao ao mesmo sao demonstrados nas
tabelas 1 e 2. Com o aumento das concentra¢des dos extratos, a taxa de mortalidade das larvas

de quarto estadio aumenta.

Tabela 1. Ensaio larvicida extrato aquoso utilizando trés concentragfes médias, em

Controle [8 ppm] [28 ppm] [33 ppm]
Mortes 0/6 0/6 1/6 3/6
Percentual 100% 100% 16,66% 50%

quadruplicatas em larvas de Aedes aegypti.

Tabela 2. Ensaio larvicida extrato hidroalcéolico utilizando trés concentracGes médias, em

quadruplicatas em larvas de Aedes aegypti.

Controle [9 ppm] [30 ppm] [3Sppm]
Mortes 0/6 0/6 1/6 3/6

Percentual 100% 100% 16,66% 50%
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A andlise dos bioensaios para ambos 0s extratos mostraram que o extrato aquoso
possui um potencial larvicida semelhante quando comparado ao hidroalcooolico. A
concentracdo para se chegar a uma CL50 para o extrato aquoso foi ligeiramente menor
quando comparada a concentragdo alcancada para se chegar ao mesmo resultado do extrato
hidroalcoolico. Para chegar a CL50 a concentracao utilizada do extrato aquoso foi de 33 ppm
enquanto do extrato hidroalcéolico foi de 35 ppm.

Os extratos obtidos a partir C. longa L. demonstraram-se agentes larvicidas
potencialmente eficazes contra A. aegypti, demonstrando toxicidade clevada em relagdo as
larvas de quarto de estadio. Houve inibicdo do desenvolvimento pupal. Os mecanismos
envolvidos no fendmeno ndo estdo claros, mas podem estar relacionados a efeitos
antiproliferativos (Zhou et al 2011).

Os extratos de plantas quando comparados a compostos purificados possuem pregos
bem menores e sao também altamente eficazes para o controle de mosquitos (JANG et al.,
2002). Os extratos vegetais podem ser uma fonte alternativa para o controle de larvas de
mosquitos que sao agentes etiologicos de doengas. Pois constituem uma fonte de quantidade
de compostos bioativos que sao degradados em compostos nao toxicos e de importancia para
programas de controle (KALAIVANI; SENTHIL-NATHAN, 2012).

O oleo essencial extraido do rizoma de C. longa demonstrou elevada toxicidade em
relagdo as larvas de quarto estadio de Ae. aegypti no presente estudo, sendo as toxicidades
dependentes das concentragdes utilizadas. Esse fato também foi comprovado por Ajaiyeoba e
colaboradores (2008) sendo o 6leo essencial extraido do rizoma de C. longa um potencial
agente larvicida quando testado contra larvas de Anopheles gambiae.

A maneira como os Oleos essenciais de extratos vegetais agem sobre as larvas de

mosquitos foi estudada (CORBET et al.,1995). Ha suscetibilidade do sistema traqueal das
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larvas e pupas dos mosquitos ao compostos e 0s dleos essenciais podem levar a um bloqueio
traqueal, além de toxicidade quimica.

Foi relatada (ZHU et al., 2001) mortalidade entre 98-100% de larvas do quarto estadio
tanto de Ae. aegypti como Ae. albopictus utilizando uma concentragao de 200 ppm ap6s vinte
e quatro horas de exposi¢do a derivados de C. longa L. (Komalamisra et al.,2005) relataram
uma CL50 de 106,40 ppm de um extrato hidroalcéolico de C. longa em relagdo as larvas de
quarto estadio de Ae. aegypti.

Sendo a curcumina o composto majoritario da C. longa, ela pode apresentar
isoladamente uma atividade larvicida em relagdo a larvas de Ae. Aegypti. A CL90 em
concentracdo de 61,6 ppm foi relatada anteriormente (SAGNOU et al.,2012). Os oleos
essenciais extraidos do rizoma de C. longa sdo formados por tumeronas (40,8%), mirceno
(12,6%), 1,8-cineole (7,7%)e p-cimeno (3,8%). A combinagdo entre alfa tumerona e beta
tumerona ¢ provavelmente responsavel pela toxicidade observada nos 6leos essenciais nos
ensaios larvicidas (AJAIYEOBA et al., 2008). Os resultados obtidos nos experimentos
realizados em Araraquara corroboram e demonstram a importancia e o potencial do produto
natural como agente de controle de vetores.

C. longa possui uma vasta utilizagdo em diversos tipos de alimentos, ndo possuindo
toxicidade em relacdo aos mamiferos, o que a torna um produto seguro quando utilizada como
bioinseticidas (WANG; KHAN, 2015).

Entretanto, apos a realiza¢do do bioensaio adulticida, observou-se que tanto o extrato
aquoso como o hidroalcéolico de C. longa nao apresentaram atividade biocida nos mosquitos
adultos (5-6 dias de vida) de Ae. aegypti. Assim como no ensaio larvicida, foram testadas
diferentes concentragdes dos extratos € ndo houve atividade relevante. As concentracdes 515
ppm, 580 ppm e 730 ppm, ndo apresentaram resultado expressivo. Tal observagao pode estar

relacionada ao fato de que a forma adulta ja esteja com seus sistemas completamente
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formados e os compostos ndo agiriam sobre o sistema traqueal dos adultos, como ocorre com
larvas e pupas (CORBET et al.,1995). Além disso, a baixa biodisponibilidade do composto
majoritario (Gao et al 2011) no sistema aéreo pode comprometer sua agao biocida.

Os Oleos essenciais vegetais, como os obtidos a partir de C. longa, sao derivados
naturais com poderosa atividade biocida contra uma vasta gama de organismos, tais como
bactérias, fungos, protozodarios, insetos e virus. Eles sao caracterizados pela baixissima
toxicidade para animais homeotérmicos, alta volatilidade e alta toxicidade para insetos e
pragas. Ultimamente, eles vem recebendo uma atenc¢do especial, pois possuem compostos
bioativos potencialmente uteis contra uma variedade de pragas (MANSOUR; ALY, 2015).

Respostas comportamentais dos culicideos a produtos quimicos fornecem subsidios
para o delineamento de estratégias experimentais de avaliacdo de compostos. Entretanto,
apesar das varias tentativas para testar atividades de produtos quimicos contra vetores,
nenhum sistema de teste unico foi totalmente aceito (TISGRATOG et al., 2016).

A avaliagdo de novos compostos de origem vegetal visa reduzir a aplicagdo de
inseticidas sintéticos e buscar compostos sustentaveis e ambientalmente seguros. Além disso,
¢ capaz de auxiliar no controle do principal vetor do dengue. Uma vez que esses extratos
possuem atividade contra um niimero limitado de espécies, possuindo alvos especificos como
demonstrado em estudos anteriores por (SENTHIL-NATHAN, KALAIVANI, SEHOON,
2006 e SENTHIL-NATHAN ET AL., 2006) nao impactando demasiadamente o ciclo de vida
de outros seres vivos. Extratos de plantas podem ser bastante utilizados para aumentar a
eficacia biologica de agentes de controle de agentes etioldgicos, pois produzem uma
variedade de compostos que podem controlar a infestagao de insetos (SENTHIL-NATHAN et

al., 2005).



34

5. CONCLUSAO

Os extratos de Curcuma longa L. possuem uma variedade de substincias em sua
composi¢ado, € a vasta gama de componentes quimicos pode ser utilizada amplamente. Ambos
extratos de Curcuma longa L. demonstraram potencial larvicida nas larvas de quarto estadio
do agente etiologico do dengue e em baixas concentragdes. Contudo, os extratos e os
compostos de C. longa podem ser uma alternativa aos produtos sintéticos disponiveis no

mercado para compostos larvicidas.
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