
 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JÚLIO DE MESQUITA FILHO” - UNESP 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas (FCF) – Campus de Araraquara 

 
Programa de Pós-Graduação em Biociências e Biotecnologias Aplicadas à Farmácia 

 
 

 

Gustavo Chagas Lutfala Paulino 
 

 

 

 

Avaliação do extrato de inhame (Colocasia esculenta) como agente 

antiviral contra os vírus Chikungunya e Zika, e como agente 

larvicida contra mosquitos Aedes aegypti 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Araraquara, SP 

2019 
 



 

 
 
 

 

 

Gustavo Chagas Lutfala Paulino 

 

 

 

 

 

Avaliação do extrato de inhame (Colocasia esculenta) como agente 

antiviral contra os vírus Chikungunya e Zika, e como agente 

larvicida contra mosquitos Aedes aegypti 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 

Programade Pós-Graduação em Biociências 

e Biotecnologias Aplicadas à Farmácia, 

Área de Concentração: Virologia, da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

UNESP, como parte dos requisitos para 

obtenção do Título de Mestre em Biociências 

e Biotecnologias Aplicadas à Farmácia. 

 
  

 
         Orientador: Prof. Dr. Adriano Mondini 

         Coorientadora: Profa. Dra. Ana Carolina Bernardes Terzian 

 

Araraquara, SP  

2019 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paulino, Gustavo Chagas Lutfala. 
P328a           Avaliação do extrato de inhame (Colocasia esculenta) como 

agente antiviral contra os vírus Chikungunya e Zika, e como agente 
larvicida contra mosquitos Aedes aegypti / Gustavo Chagas Lutfala 
Paulino.  – Araraquara: [s.n.], 2019. 
       69 f. : il. 
 

Dissertação (Mestrado) – Universidade Estadual Paulista. “Júlio de 
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciências Farmacêuticas. Programa de 
Pós Graduação em Biociências e Biotecnologia Aplicadas à Farmácia.   

  
Orientador: Adriano Mondini. 
Coorientadora: Ana Carolina Bernardes Terzian. 

                           
       1. Colocasia esculenta.  2. Extrato. 3. Antiviral. 4. ZIKV. 5. CHIKV. 

I. Mondini, Adriano, orient. II. Terzian, Ana Carolina Bernardes, coorient. 

III. Título. 

                       Diretoria do Serviço Técnico de Biblioteca e Documentação - Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

                                                                          UNESP - Campus de Araraquara 

 
CAPES: 33004030081P7 

Esta ficha não pode ser modificada 



 

 

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho aos meus pais que sempre estiveram presentes para me 

apoiar e aconselhar. Obrigado por tudo que fizeram para que eu chegasse até esse 

momento. 

 



 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

A Deus, por me estender a mão nos momentos difíceis e me fazer seguir 

em frente com lucidez, perseverança e calma. 

 

Ao meu orientador Prof. Dr. Adriano Mondini pela oportunidade de trabalhar 

na sua equipe, por confiar no meu trabalho e compartilhar seu conhecimento e 

experiência para o desenvolvimento desse trabalho. 

 

À minha coorientadora Profa. Dra. Ana Carolina Bernades Terzian, por 

compartilhar seus conhecimentos, experiências e auxiliar de forma fundamental para 

o desenvolvimento e finalização do trabalho. 

 

Aos colegas e amigos de trabalho diário do laboratório de saúde pública, 

João, Paulo, Tainá, Arianne, Felipe, Aline, Alef, Carla, Talita, Joselma, Adriana, 

Vinícius, Fábio, Bruna e Igor, por toda a troca de conhecimento e experiência, além 

das conversas descontraídas durante os intervalos. 

 

À Marília, amiga que essa caminhada proporcionou, agradeço por sempre 

estar disposta em ajudar e aconselhar para o que fosse preciso. 

 

Ao Prof. Dr. Cristiano e sua equipe do laboratório PASIQUIBAC, Fernanda, 

Tamara, Bruna, Patrick e Karina por todo o auxílio durante esse período de trabalho. 

 

À Professora Ângela, e suas orientandas Maria do Carmo e Isabela por 

todo o auxílio e conhecimento fornecido na área de química, foram fundamentais para 

o desenvolvimento do trabalho. 

 

Aos amigos do laboratório de Parasitologia, Profa. Dra. Mara Cristina Pinto, 

Prof. Dr. João Aristeu da Rosa, Jader, Heloisa, Thiago, Lucas, Flávia, Vicente, Juliana 

e Rossana, pelas trocas de experiência e conhecimento, além das conversas 

descontraídas durante o “cafézinho” da manhã e tarde. 



 

 

Ao Prof. Dr. Maurício Lacerda Nogueira, e a sua equipe, Leonardo, Bruno, 

Gislaine, Karina, Thaisa, Manlio, Natália pela oportunidade de aprimorar os 

conhecimentos no LPV e também por sempre me receberem de “braços abertos”. 

 

 À Profa. Dra. Carolina Colombelli Pacca, por sua paciência e 

ensinamentos, foram fundamentais para o desenvolvimento desse trabalho. 

 

À Profa. Dra. Alexandra Ivo de Medeiros e sua equipe, Júlia, Letícia, 

Matheus, por sempre ajudarem no que fosse preciso e por toda troca de conhecimento 

e experiência. 

 

Aos amigos do “Fut Ascar”, “pelas resenhas” às quinta-feira. 

 

Aos grandes amigos de convivência diária, Lucas e Matheus, pelos 

conselhos, risadas e companheirismo durante esse período. 

 

À minha companheira Natalie, que sempre trouxe luz as minhas dúvidas, 

calma ao meu desespero, agradeço por sempre me nortear e fazer eu enxergar 

sempre a solução para os problemas. 

 

Aos meus pais, Alexandro e Tereza Cristina, e aos meus irmãos, Alexandro 

Júnior, Gabriel e Isabela, por todo o apoio e carinho nos bons e maus momentos, 

vocês são fundamentais na minha vida. 

 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 134085/2017-5. 

 

O presente trabalho foi realizado com apoio do Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) - Código de Financiamento 

134085/2017-5. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“ Quem sabe direito o que uma pessoa é? 

Antes sendo: julgamento é sempre 

defeituoso, porque o que a gente julga é o 

passado.” 

 

João Guimarães Rosa 

 



 

RESUMO 

Arbovírus são vírus transmitidos por artrópodes. Apresentam grande importância no 

âmbito da saúde pública devido à morbidade e mortalidade de suas infecções. Nos 

últimos quatro anos, muitos casos de infecção pelos vírus Zika (ZIKV) e Chikungunya 

(CHIKV) foram notificados no Brasil. O controle de seu principal vetor, o mosquito 

Aedes aegypti, é uma das formas de combate a esses vírus. Não há, até o momento, 

terapia antiviral específica contra infecções causadas por esses vírus, e os meios de 

controle do vetor, disponíveis, geram resistência e danos ambientais. Assim, 

compostos naturais, com ação antiviral ou que controlem o vetor, tornam-se uma via 

importante e atrativa.  O extrato de inhame (Colocasia esculenta) possui entre suas 

substâncias a tarina, uma lectina que demonstrou atividade antiviral  contra o DENV 

e HCV,  além de  atividade larvicida contra  mosquitos Diaphania nitidalis. O objetivo 

do trabalho foi avaliar a atividade do extrato de Colocasia esculenta, obtidos por dois 

métodos de extração, quanto a sua atividade antiviral contra o CHIKV e ZIKV, bem 

como quanto a sua ação  larvicida contra o mosquito Aedes aegypti. Os extratos foram 

obtidos a partir das folhas e do caule do inhame, e extraídos com a utilização de água 

e metanol. Os extratos aquosos e metanólico foram obtidos por técnica de maceração. 

Para a avaliação da ação antiviral, os extratos foram utilizados em ensaios de 

citotoxidade e de redução de placas em cultura celular, bem como PCR em tempo real 

(qPCR) para quantificação da carga viral. Para a avaliação da ação larvicida, foi 

realizado o ensaio utilizando larvas de Aedes aegypti (Ae. aegypti) no quarto estágio 

de desenvolvimento. Quanto a atividade antiviral, os resultados mostraram que o 

extrato aquoso foi capaz de inibir a replicação de ZIKV em mais de 90% in vitro quando 

avaliado o fenótipo, por meio da contagem de placas, e de aproximadamente 5% para 

CHIKV. No entanto, o extrato metanólico não demonstrou ação sobre a replicação 

viral de ZIKV e CHIKV in vitro, pela contagem de placas. Quando avaliado 

quantitativamente, pelo qPCR, o extrato aquoso demonstrou diminuir atividade 

replicativa tanto de CHIKV cerca 1 log10 como de ZIKV cerca 3 log10. Já o extrato 

metanólico inibiu apenas a replicação de CHIKV, cerca 1 log10. Nenhum dos extratos 

apresentou efeito larvicida nas condições testadas. Os dados indicam que tanto o 

extrato aquoso como metanólico inibiram a replicação viral in vitro. Alguns estudos 

complementares serão necessários para determinar o real potencial antiviral dos 

extratos do inhame. 

 

Palavras-chave: Colocasia esculenta. Extrato. Antiviral. ZIKV.CHIKV. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Arbovirus is the term designated for arthropod-borne viruses. They have a great 

importance in public health because of morbidity and mortality of their infections. In the 

last four years, many cases of Zika (ZIKV) and Chikungunya (CHIKV) virus infections 

have been reported in Brazil. Survilance of Aedes aegypti mosquitoes, is one of the 

ways to combat these viruses. There is no specific antiviral therapy against infections 

caused by these viruses, and inseticides to the vector control causes resistance and 

environmental damage. Thus, natural compounds, with antiviral action or controlling 

the vector, become an important and attractive aspect. Coconut yam extract 

(Colocasia esculenta) has various compounds, like a lectin that has shown antiviral 

activity against DENV and HCV, as well as larvicidal activity against Diaphania nitidalis 

mosquitoes. The objective of this work was to evaluate the activity of Colocasia 

esculenta extract, obtained by two extraction solvents, regarding its antiviral activity 

against CHIKV and ZIKV, as well as its larvicidal action against the Aedes aegypti 

mosquito. Initially, the extracts were obtained from the leaves and stem of the yam, 

and extracted using water and methanol. The aqueous and methanolic extracts were 

obtained by maceration technique. For the evaluation of antiviral action, the extracts 

were used in cytotoxicity and plaque reduction assays in cell culture, as well as real 

time PCR (qPCR) to quantify viral load. To evaluate the larvicidal action, the assay 

was performed using Aedes aegypti larvae (Ae. Aegypti) in the fourth stage of 

development. Regarding antiviral activity, the results showed that the aqueous extract 

was able to inhibit ZIKV replication in more than 90% in vitro when the phenotype was 

evaluated by plaque count and approximately 5% for CHIKV. However, methanolic 

extract showed no action on viral replication of ZIKV and CHIKV in vitro by plaque 

count. When evaluated quantitatively by qPCR, aqueous extract was shown to 

decrease replicative activity of both CHIKV about 1 log10 and ZIKV about 3 log10. 

Methanolic extract only inhibited CHIKV replication, about 1 log10. None of the extracts 

showed larvicidal effect under the tested conditions. The data indicate that both 

aqueous and methanolic extracts have interfered with viral replication in vitro. Further 

studies will be needed to determine the actual antiviral potential of yam extracts. 

 

Key Words: Colocasia esculenta. Extract. Antiviral.ZIKV. CHIKV. 
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1.Introdução 

1.1. Arbovírus: Visão Geral 

As arboviroses são doenças causadas por arbovírus, os quais são vírus 

transmitidos por artrópodes hematófagos a  hospedeiros vertebrados suscetíveis. As 

arboviroses são frequentemente associadas a surtos em seres humanos e animais e 

representam um problema sério de saúde pública. Apresentam ampla distribuição 

geográfica, abrangendo todos os continentes, mas estão presentes 

predominantemente nos trópicos, devido às condições climáticas favoráveis à 

manutenção do ciclo viral (GUBLER; CLARCK, 1995; WILDER-SMITH et al., 2017). 

O Brasil é um país tropical que apresenta condições ideais para a ocorrência de 

arboviroses por apresentar grande extensão territorial 8.515.767,049 km2 e mais de 

1/3 do território recoberto por florestas tropicais, sendo um ambiente favorável para 

ocorrência de epidemias (IBGE, 2019).  

Cerca de 537 espécies diferentes de arbovírus estão registradas no CDC 

(Centers for Desease and Control and Prevention), sendo que 130 delas causam 

doenças em humanos de forma esporádica, endêmica e/ou epidêmica (GUBLER, 

2001, 2002;   DASH et al., 2013; HUBALEK et al., 2014; HUANG et al., 2019).  

A maioria destes vírus pertence às famílias Togaviridae (gênero 

Alphavirus), Flaviviridae (gênero Flavivirus) e Peribunyaviridae (gênero 

Orthobunyavirus). Alguns representantes dos arbovírus, como os vírus Mayaro, vírus 

chikungunya (CHIKV), (MAYV), Dengue (DENV), Febre Amarela (Yellow Fever – 

YFV), Rocio (ROCV) e Oropouche (OROV), têm sido responsáveis por mais de 95% 

dos casos de arboviroses humanas no Brasil (FIGUEIREDO, 2007; VASCONCELOS, 

2005). 

A manutenção dos arbovírus na natureza ocorre através de ciclos silvestres 

complexos com participação de espécies de vertebrados silvestres (aves, roedores, 

marsupiais, primatas, morcegos, répteis e outros) e artrópodes hematófagos 

(mosquitos, carrapatos, ácaros, simulídeos e tabanídeos).  O homem é hospedeiro 

acidental para a maioria das arboviroses e se infecta ao penetrar em áreas enzoóticas 

(NATHANSO, 2007). Por outro lado, mudanças ecológicas no habitat natural destes 

vírus levam a alterações em seus ciclos, ocorrendo adaptação a novos reservatórios 

e, com isto, aumentando sua multiplicação e o risco de sua emergência 

(FIGUEIREDO, 2007; PETERS, 2007). Outro mecanismo para manutenção dos 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170219301418#bib0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170219301418#bib0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170219301418#bib0195
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170219301418#bib0225
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170219301418#bib0220
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arbovírus é a transmissão transovariana, como ocorre com os vírus da Encefalite 

Japonesa, Febre Amarela e Dengue (VASCONCELOS, 2005) entretanto, este modo 

de transmissão não é tão expressivo na disseminação dos arbovírus (RODHAIN, 

1995; NATHANSO, 2007). 

Após a infecção, há um período de incubação durante o qual ocorre 

multiplicação viral. A intensidade desta multiplicação e a sua localização determinarão 

o aparecimento de manifestações clínicas, como febre acompanhada de mal-estar, 

cefaleia, nauseas, vômitos e mialgia. Neste estágio, a doença pode terminar ou exibir 

manifestações hemorrágicas secundárias (CDC, 2003).  

De uma forma geral, infecções por arbovírus podem levar a quatro formas 

clínicas distintas (GUBLER, 2001), dentre as quais se destaca a doença febril 

(causada por praticamente todos os arbovírus patogênicos ao homem), doença febril 

com exantema, febre hemorrágica (no Brasil, causada apenas pelos vírus do Dengue 

e Febre Amarela) e encefalite (causada por diversos membros das famílias 

Togaviridae, Flaviviridae, e Peribunyaviridae e Reoviridae) (CLETON et al., 2012). No 

entanto, sintomatologia inespecífica pode ser observada nas infecções por diferentes 

arbovírus, especialmente na fase aguda, dificultando o diagnóstico clínico 

(VASCONCELOS, 2005; FONSECA; FIGUEIREDO, 2002).  

1.2. Família Flaviviridae – gênero Flavivirus 

Os Flavivirus são vírus esféricos, envelopados, com 40 a 60 nm de diâmetro 

e possuem projeções na superfície do envoltório de natureza lipoproteica, contendo 

projeções superficiais. Os vírions maduros são compostos por 6% de RNA, 66% de 

proteína, 9% de carboidrato e 17% de lipídio. O genoma é constituído por RNA de fita 

simples, linear e de polaridade positiva, e possui aproximadamente 11 Kb em 

tamanho, com cap na posição 5’ e ausência de cauda poli (A) na posição 3’ . O 

genoma atua como RNAm para a tradução de uma única e longa ORF (open reading 

frame), a qual é traduzida em uma única poliproteína e processada, por meio de 

proteases virais e celulares, em três proteínas estruturais e sete não-estruturais (NS), 

respectivamente, na seguinte ordem: 5’-C-prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-

NS4B-NS5-3’ (no caso dos Hepacivirus e Pestivirus, a NS5 é dividida em NS5A e 

NS5B). As funções de todas as proteínas virais ainda não foram totalmente 

estabelecidas, mas sabe-se que as proteínas estruturais são incorporadas ao virion 

durante a montagem da partícula e liberação viral e as proteínas não-estruturais são 
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responsáveis pela replicação nas células infectadas (ROBY; FUNK; KHROMYKH, 

2012; MONATH, 2001). 

A família Flaviviridae é composta por quatro gêneros: Flavivirus, Pestivirus,  

Pegivirus, Hepacivirus (STAPLETON et al., 2011). O gênero Flavivirus é composto por 

mais de 70 vírus distribuídos mundialmente, sendo que 43 destes estão associados a 

doenças humanas, entre elas, o Dengue, Febre Amarela, West Nile, Complexo 

Encefalite por picada de carrapato e Encefalite Japonesa, sendo consideradas as 

mais importantes no mundo por causarem alta taxa de morbidade e mortalidade 

(BURKE; MONATH, 2007; AKAHATA; UENO, 2018). 

No Brasil já foram isolados os Flavivirus da Febre Amarela (Yellow Fever 

Virus – YFV), do Dengue (DENV) 1, 2, 3 e 4, Encefalite de Saint Louis (Saint Louis 

Encephalitis - SLEV), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Zika (ZIKV), Bussuquara (BSQV), 

Iguape (IGUV) e Cacipacoré (CACV), West Nile (WNV). Muitos destes vírus são 

zoonóticos no meio silvestre e podem, eventualmente, infectar o homem, como os 

vírus YFV, SLE, ROC, ILH e BSQ (DEGALLIER et al., 1998; BATISTA et al., 2012; 

MARTINS et al., 2019). 

1.2.1. Vírus Zika (ZIKV) 

O vírus Zika (ZIKV) é um arbovírus emergente no Brasil. Foi primeiramente 

detectado durante um programa de vigilância para febre amarela silvestre, em 1947, 

sendo isolado de macacos Rhesus que habitavam uma floresta próxima a Kampala, 

Uganda. Em humanos, a primeira detecção ocorreu em 1952 na Uganda e na 

Tanzânia (DICK; KITCHEN; HADDOW; 1952). Foi considerado emergente desde 

2007 quando causou epidemias na Micronésia e no Gabão (LANCIOTTI et al., 2008). 

Após alguns anos sem relatos de casos, em 2013 o vírus ressurgiu causando uma 

grande epidemia na Polinésia Francesa (CAO-LORMEAU et al., 2014). Neste último 

caso, infecções pelo ZIKV foram relacionadas a um aumento de complicações 

neurológicas como a Síndrome de Guillain-Barré e malformações congênitas 

(ENFISSI et al., 2016). Em seguida, o vírus se espalhou pelo Oceano Pacífico 

(MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU; 2014) e em meados de 2014, um caso de Zika 

foi confirmado na Ilha de Páscoa (CLOUETl-HUERTA; ALFARO-TOLOZA; 

RODRÍGUES-MORALES, 2014). Não há consenso sobre a introdução do vírus  no 

Brasil, entretanto, mosquitos Aedes aegypti capturados no Rio de Janeiro em 2013 

estavam infectados com ZIKV, sendo que estes mosquitos haviam sido capturados 
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antes da confirmação do primeiro caso autóctone  da doença na cidade.  (AYLLON et 

al., 2017).  

A respeito dos casos de febre do Zika, segundo a Organização Mundial da 

Saúde (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009), 39 países reportaram a circulação 

do vírus desde 2007. Dentre estes, Brasil, Polinésia Francesa, El Salvador, 

Venezuela, Colômbia e Suriname têm reportado concomitantemente aos casos de 

infecção o aumento da incidência de casos da Síndrome de Guillain-Barré e de 

microcefalia, esta última particularmente no Brasil (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2016a). Em pouco tempo, as infecções pelo ZIKV tornaram-se uma 

realidade e com consequências inimagináveis para uma infecção causada por 

arbovírus. Embora se atribua as causas de microcefalia e da Síndrome Guillain-Barré 

ao vírus Zika, muito ainda deve ser investigado. Em 1º de fevereiro de 2016, a WHO 

declarou que o cluster de microcefalia e ZIKV é uma Emergência de Saúde Pública 

de Preocupação Internacional (PHEIC -Public Health Emergency of International 

Concern) (HEYMANN et al., 2016), mostrando a preocupação que este vírus tem 

causado em nível mundial. Em novembro de 2016, o alerta de emergência foi retirado 

devido a diminuição dos casos reportados, entretanto, a preocupação continua 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016b).  

O ZIKV é geneticamente homólogo a outros arbovírus e a transmissão 

urbana é realizada pelo mosquito Aedes aegypti, o mesmo vetor do vírus Dengue, 

Chikungunya, e apresenta manifestações clínicas semelhantes as atribuídas a outros 

arbovírus ( lOOS et al., 2014; ROTH et al., 2014). 

A síndrome causada por ZIKV é em geral benigna, caracterizada por rash 

cutâneo, febre e artralgia, com muitos casos assintomáticos (KRUGUER, 2016). 

Entretanto, a epidemia que ocorreu no Brasil chamou a atenção devido à possível 

associação do ZIKV com o aumento incomum de casos de microcefalia em recém-

nascidos.  

A detecção do RNA viral por PCR em tempo real (qPCR) ou o isolamento 

viral são caros e limitados ao período de viremia, em torno de cinco dias (KRUGUER, 

2016). Um outro método diagnóstico suporte para detecção é a pesquisa por 

anticorpos IgM e IgG. Anticorpos IgM podem ser encontrados no soro do indivíduo a 

partir do terceiro dia, e IgG no soro na fase aguda ou covalescente após a infecção 

(LANCIOTTI et al., 2008). Um contraponto a essa técnica é a reação cruzada que 
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pode acontecer caso tenha ocorrido infecções anteriores com outros flavivírus 

(DUFFY et al., 2009; MANSFIELD et al., 2011). 

1.3. Família Togaviridae - Gênero Alphavirus 

Os vírus deste gênero medem 70 nm de diâmetro, apresentam capsídeo 

de simetria icosaédrica, circundado por envoltório constituído de espículas em sua 

superfície. O genoma viral é constituído de RNA de fita única, linear, de polaridade 

positiva com aproximadamente 11,7 kb distribuídos por oito genes, os quais codificam 

proteínas não-estruturais (nsP1 a nsP4) envolvidas na replicação viral e proteínas 

estruturais do envoltório (glicoproteínas E1 e E2), do capsídeo, além de pequenos 

polipeptídeos E3 e 6Ks. Os Alphavirus se ligam a receptores específicos expressos 

em muitos tipos celulares de várias espécies, mas cada um apresenta tropismo 

tecidual diferente o que causa diferentes manifestações da doença (MURRAY, 2006). 

Dentre os Alphavirus de importância no Brasil, o vírus Mayaro (MAYV) é 

responsável por causar a Febre do Mayaro, e vírus Chikungunya (CHIKV) é o 

responsável pela Febre do Chikungunya (Smith et al., 2018).  Ainda apresentam 

importância dentro do gênero os vírus da Encefalite Eqüina Venezuelana (Venezuelan 

Equine Encephalitis – VEEV), da Encefalite Eqüina do Leste (Eastern Equine 

Encephalitis – EEEV) e da Encefalite Eqüina do Oeste (Western Equine Encephalitis 

– WEEV) os quais são causadores das Encefalites Eqüinas (POWERS et al., 2001; 

POWERS et al., 2008; ZACK, 2010) 

1.3.1. Vírus Chikungunya (CHIKV) 

O vírus foi primeiramente isolado em 1953 no platô Makonde, na Tanzânia 

(ROBINSON, 1955). Alguns surtos limitados foram descritos nos anos 50 e 60, na 

Índia e sudeste asiático (KUMAR, 2010); entretanto, a partir de 2004 o vírus se 

espalhou rapidamente causando surtos massivos em ilhas do Oceano Indico, na Índia 

e no sudeste asiático, atingindo posteriormente mais de 22 países (ENSERINK, 2006; 

ARANKALLE et al., 2006; HAPUARACHI et al., 2010). 

No Brasil foi introduzido a partir do Caribe, e os primeiros casos autóctones 

foram relatados em Oiapoque (Amapá) e, logo em seguida, em Feira de Santana 

(Bahia), em setembro de 2014 (NUNES et al., 2015; FIGUEIREDO, 2017). 

Atualmente, diversos estados brasileiros apresentam casos de CHIKV 

(ALBUQUERQUE et al., 2012). 

Segundo o Ministério da Saúde, nos anos de 2016, 2017 e 2018 

aproximadamente 537.000 casos suspeitos de febre do chikungunya foram notificados 
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no Brasil e 419 óbitos foram confirmados decorrentes da infecção. Os casos suspeitos 

concentraram-se predominantemente nas regiões Nordeste e Sudeste do país 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE 2016; 2017; 2018). No ano de 2019, segundo o ministério 

da Saúde, entre os meses de  janeiro a março, foram notificados 15.532 casos 

suspeitos de febre do chikungunya. Essas notificações estão presentes em todas as 

regiões do país sendo a região Sudeste a que registrou o maior número de casos, 

cerca de 10.300 notificações (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

A febre do Chikungunya é uma doença auto-limitada, caracterizada por 

febre alta, rash e poliartralgia/poliartrite e intensa mialgia. Estes sintomas geralmente 

são acompanhados por cefaleia, náuseas, vômitos, diarreia, astenia, edema nas 

articulações, fotofobia, conjuntivite/hiperemia conjuntival. Estes são sintomas não-

específicos que fazem com que a febre do Chikungunya seja muitas vezes 

clinicamente indistinguível de outras arboviroses como dengue (CUNHA, 2017; 

CAREY, 1973). Alguns relatos de complicações neurológicas já foram descritos 

(METHA, 2018). 

Os vetores deste vírus são os mosquitos do gênero Aedes, principalmente 

o Ae. aegypti. Entretanto, o Ae. albopictus tem se mostrado um importante vetor 

especialmente nas epidemias ocorridas no Oceano Indico, por apresentar 

características rurais e urbanas (SWAROOP et al., 2007). Na África, seus principais 

hospedeiros vertebrados são espécies de primatas não-humanos e outros mamíferos 

nos ciclos silvestres. No ciclo urbano, o vírus é transmitido diretamente ao homem 

pela picada do mosquito Ae. Aegypti ou Ae. albopictus (GRIFFIN, 2012). 

1.4. Vetores transmissores de arbovírus 

O risco para a emergência de novos arbovírus no Brasil relaciona-se à 

existência de cidades grandes, populosas e infestadas por mosquitos Culex sp. bem 

como o altamente antropofílico Aedes aegypti, os quais são os principais vetores na 

transmissão da Dengue, CHIKV e ZIKV (MOTA et al., 2016). 

Mudanças ecológicas produzidas pelo homem podem aumentar a 

prevalência do vetor, criando novos reservatórios ou induzindo os arbovirus a se 

adaptarem a novos ciclos. Além disso, há diversos fatores associados à genética viral 

e do hospedeiro/vetor, como a epidemiologia, mudanças climáticas, o trânsito de 

pessoas, animais, plantas e mercadorias entre todos os continentes, o 

desenvolvimento sócio-econômico, comportamento humano (urbanização e 

desflorestamento) e o aumento da densidade populacional (humanos, animais e 
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artrópodes) (WEAVER; REISEN, 2010). Todos esses fatores associados favorecem a 

propagação contínua dos arbovírus seja de forma esporádica, endêmica, epidêmica 

(REIHOLD; LAZZARI; LAHINDÉRE, 2018).  

1.4.1. Ciclo de desenvolvimento do Aedes aegypti 

O mosquito Aedes aegypti é originário da África e foi introduzido no Brasil, 

durante o período colonial, em decorrência do intenso tráfico de escravos; e desde 

então vem se propagando pelo país (Consoli, Oliveira, 1994). Atualmente pode ser 

encontrado em todos os estados brasileiros. Devido ao seu comportamento 

sinatrópico, o mosquito é encontrado em áreas tanto intra como peri-domicilio 

(REITER et al., 1995; LAU et al 2013; GUIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2014; COELHO, 2012). 

Em relação à mobilidade, os mosquitos adultos possuem raios de ação de 

0,5 a 1 km (SHANON; DAVIS, 1930; HÓNORIO et al., 2003; REITER, 2007). As 

fêmeas mantêm-se, em geral, toda a vida, a uma distância de 100 a 150 metros dos 

locais de oviposição (FREITAS; CODECO; OLIVEIRA, 2007; HARRINGTON et al., 

2005; MCDONALD, 1977;), contudo, os ovos ou o mosquito podem acompanhar o 

homem, viajando longas distâncias. Transporte  aéreo ou por navio são umas das 

formas reconhecidas de disseminação vetorial (TERRA et al., 2018). 

Quanto a alimentação, o hematofagismo é realizado apenas pelas fêmeas 

as quais necessitam do sangue de animais vertebrados para a maturação dos ovários 

e para o completo desenvolvimento dos ovos. Os mosquitos machos  não realizam o 

hematofagismo e alimentam-se da seiva proveniente de plantas em geral (MOREIRA 

et al., 2009).  

Para o processo de oviposição, e por se tratar de mosquitos adaptados a 

locais urbanizados, as fêmeas são capazes de realizar a oviposição nos mais diversos 

criadouros, sejam estes naturais ou artificiais (vasos, pneus, baldes, calhas). Uma vez 

que haja a presença do criadouro, a postura dos ovos será realizada nas paredes 

desses criadouros, preferencialmente, localizados em locais sombreados, contendo 

água limpa, parada e com matéria orgânica acumulada (GUBLER, 1998; SALEEZA et 

al., 2011). 

Após a digestão do repasto sanguíneo, ocorre a maturação dos ovos. A 

postura pode gerar, em média, 150 ovos, sendo que as fêmeas realizam diversas 

posturas abrangendo todo o raio de ação que possam voar (COBERT; CHADEE, 

1993). O desenvolvimento dos ovos dependerá das condições climáticas, 
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especialmente de alta pluviosidade e temperaturas elevadas. Em épocas de seca, os 

ovos podem resistir a dessecação por até 400 dias (GADELHA; TODA, 1985). 

O desenvolvimento dos embriões dura, em média, dois dias, seguido pela 

fase larval. Nesta fase, inicia-se a alimentação, a qual ocorre pela absorção de 

material orgânico contido no criadouro. A fase larval é composta por quatro estágios: 

estágio primário, secundário, terciário e quaternário, os quais duram, 

aproximadamente, cinco dias ao todo quando em condições ideais para seu 

desenvolvimento (KHAMBAMPATI et al., 1991). A pupa é o estádio precedente a 

transformação da larva em mosquito. Neste estágio, com duração aproximada de 30 

horas, as pupas não se alimentam e a movimentação é limitada (EISEN et al., 2009). 

A fase final consiste no aparecimento de características próprias dos mosquitos 

adultos como asas, probóscide e patas (GADELHA; TODA, 1985). 

O mosquito Aedes aegypti possui hábitos ligados as atividades doméstica 

dos seres humanos, realiza o repasto sanguíneo durante o dia e tem preferência por 

sangue humano (TAUIL, 2001). O mosquito está adaptado a se reproduzir em 

ambientes domésticos, peridomésticos e faz sua oviposição em recipientes artificiais 

com água (DA COSTA; DOS SANTOS; BARBOSA, 2009). 

Os arbovírus penetram no mosquito quando este exerce o hematofagismo. 

Após o repasto sanguíneo, o vírus passa pela parede do intestino para alcançar a 

glândula salivar do mosquito onde poderá transmitir o vírus para outros hospedeiros. 

Após uma ou duas semanas, o mosquito se torna infeccioso e está apto a realizar a 

transmissão viral (GUBLER et al., 1998). 

1.5. Tratamento, Prevenção e Combate ao Vetor 

Cerca de 2,5 bilhões de pessoas que vivem em áreas tropicais e 

subtropicais estão vulneráveis ao vírus da dengue (CHENG et al.,2016), e esse 

elevado número leva-nos a questionar as proporções que essas epidemias podem 

alcançar, sendo a vigilância epidemiológica de extrema importância (DOWNS, 1982). 

Todavia, no transcorrer da última década, outros arbovírus expandiram-se para áreas 

geográficas onde DENV era o principal causador de doença febril (PATTERSON; 

SAMMOM; GARG, 2016).  

O tratamento das doenças causadas por CHIKV e ZIKV, ainda é o paliativo, 

sendo o repouso e a ingestão de liquídos as principais orientações aos acometidos. 

Atualmente, não existe nenhum antiviral específico ou alguma vacina licenciada para 

doenças causadas por esses vírus (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).  
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Existem  medicamentos que são utilizados para aliviar os sintomas gerados 

após infecção como o paracetamol e acetoaminofem. Outras classes de 

medicamentos, como os antiinflamatórios não esteroidais (AINES), tem seu uso 

restringido em casos de suspeitas ou confirmação das doenças, para evitar o risco de 

complicações, principalmente quadros hemorrágicos (ATIF et al., 2016). 

A prevenção e controle dos arbovírus baseia-se principalmente em 

campanhas de conscientização da população, para o combate ao vetor e o uso de 

pesticidas para eliminação dos mosquitos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016c). 

Entretanto, no Brasil, os gastos gerados com pesticidas para controle do vetor, 

tratamento ambulatorial e hospitalar para os pacientes afetados por arbovírus, e as 

consequências causadas pelo absenteísmo, apresentam grande impacto na saúde 

pública (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016c). 

No ano de 2016, foram gastos com controles de vetores, entre campanhas 

de prevenção e uso de inseticidas, larvicidas e pesticidas cerca R$ 1,5 bilhão. Os 

custos médicos e ambulatoriais foram cerca de R$ 374 milhões, e os gastos gerados 

pelo absenteísmo foram cerca de R$ 431 milhões, quando avaliados as doenças 

causadas por ZIKV, CHIKV e DENV (TEICHE; ARINELLI; FAHHAM, 2017). As 

maiores taxas relatadas foram das pessoas que estavam infectadas com CHIKV, por 

conta de alguns sintomas mais pronunciados da doença, como a artralgia. A síntese 

desses valores demonstra o tamanho do impacto econômico e social gerado por 

arbovírus no país anualmente (TEICHE; ARINELLI; FAHHAM, 2017). 

Uma das principais formas de redução do risco da transmissão desses 

arbovírus, são os métodos de controle dos vetores. A eliminação de possíveis 

criadouros dos mosquitos, em locais onde há o risco da disseminação desses vírus, 

através da concientização da população é uma alternativa sustentável e sem impacto 

negativo ao meio ambiente (PAIXÃO; BALLOUZ; LINDAH, 2019). 

O controle de culicídeos é feito principalmente pelo uso de inseticidas 

biológicos e sintéticos. Porém, sua utilização exagerada tem gerado uma série de 

conseqüências negativas, dentre elas a resistência aos inseticidas (CHANDRE et al., 

1999). Dessa forma, a busca por alternativas eficientes para controle de vetores é 

imprescindível. A busca por compostos ecológicos sustentáveis, produtos naturais e 

metabólitos de origem vegetal que sejam eficientes e gerem resistência mínima, 

constituem pontos importantes para o desenvolvimento de alternativas para o controle 

de vetores (AGGARWAL et al.,2007). Portanto para aumentar o arsenal no combate 
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a esses arbovírus é necessário estimular o desenvolvimento e produção de métodos 

inovadores para auxiliar o combate a esses vírus (ATYAME et al., 2016). 

1.6. Plantas como recurso terapêutico 

Na busca por fontes alternativas de tratamento,  a “medicina popular” pode 

servir como fonte de prospecção de novos fármacos, pois tem sua representação em 

diversos lugares do mundo . Um dos principais focos das terapias advindas dessa 

fonte são as plantas medicinais e os extratos preparados a partir de partes específicas 

de alguns espécimes. Muitos extratos despertaram o interesse para estudos mais 

aprofundados e, em alguns casos, houve a produção medicamentos que são 

utilizados na medicina tradicional, como alguns chás anti-diabéticos e antibacterianos, 

os quais utilizaram  as plantas Combretum duarteanum Cambess (rama-branca) e 

Matricaria recutita (camomila) como base (SOUSA, 2017). 

No Brasil, um bom exemplo do estudo e do uso de plantas medicinais para 

fins terapêuticos são as Farmácias Vivas. Trata-se de um projeto que foi iniciado no 

ano de 1991, no Ceará. O intuito do projeto é auxiliar as populações que não tem 

acesso aos serviços de saúde a utilizar de forma consciente as plantas da flora local 

como recurso terapêutico (SANTOS; FONSECA, 2009). 

A utilização de extratos vegetais brutos e os componentes presentes, 

sendo eles metabólitos primários ou secundários, podem apresentar atividades contra 

agentes microbiológicos. Neste sentido,  os estudos in vitro para avaliar a viabilidade 

do uso de extratos vegetais como ferramenta antiviral,  fornece subsídios para o 

entendimento da dinâmica da interação entre extratos e as células (JUSTO et al., 

2015). Entretanto, são necessários sistemas adequados para proteger, transportar, 

entregar e controlar a liberação de moléculas bioativas extraídas de plantas, sejam 

elas hidrofílicas ou lipofílicas, para a análise dos efeitos farmacológicos (ANSEL; 

POPOVICH; ALLEN, 2000). 

1.6.1. Colocasia esculenta (inhame coco) 

O inhame coco (Colocasia esculenta) é uma planta monocotiledôneada, da  

família Acareceae e nativa da Ásia. Seu rizoma de amido é amplamente consumido 

em muitos países, devido ao seu alto índice nutritivo. A planta foi introduzida no Brasil 

pelos japoneses, no início do século 20, sendo inicialmente cultivada no nordeste, com 

posterior disseminação para as demais regiões do país (JAMES, 1994). 

O potencial da Colocasia esculenta contra os vírus transmitidos por 

artrópodes podem auxiliar na elucidação de mecanismos de ação de extratos de 
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plantas. O desenvolvimento de conhecimento através de estudos científicos das 

plantas medicinais fortalecem a relação dos profissionais de saúde com os pacientes 

do SUS (SANTOS; FONSECA, 2009).  

 

O GNA (galanthus nivalis aglutinina) é um complexo proteico, pertencente 

a superfamília das lectinas das plantas, que realiza ligações com açucares, 

principalmente com os que contém alto teor de manose. Essas ligações formam uma 

espécie de glicoproteção impedindo que agentes infecciosos, como vírus, não 

penetrem nas células e não sejam reconhecidos pelo sistema imunológico (LI et al., 

2009). Essa família de lectina requer uma atenção especial, pois possui atividades 

antivirais, inseticida e antitumoral já descritas na literatura (VAN DAMME; LANOO; 

PEUMANS, 2008). 

 Um estudo de Kachko e colaboradores (2013) avaliando a atividade anti-

HCV de algumas lectinas incluindo GNA, mostrou que essa lectina possuia um 

potencial terapêutico superior as demais pois além de inibir a proliferação do vírus, 

atuou especificamente em glicoproteínas (E1 e E2) presentes apenas no envelope 

viral (KACHKO et al., 2013). Em outro estudo, Allen e colaboradores (2011) utilizou 

agentes de ligação a caboridratos (CBAs), dentre eles o GNA, e demonstrou que 

esses agentes possuiam amplo espectro de ação antiviral frente aos quatro sorotipos 

do DENV (ALLEN et al., 2011). 

A família das lectinas relacionadas ao GNA, incluem uma grande 

variedade, dentre elas a tarina, uma lectina presente na Colocasia esculenta 

(KACHKO et al., 2013). Um estudo determinou as características estruturais  dessa 

molécula, demonstrando que ela pode ser explorada para fins terapêuticos, pois foi 

ser capaz de auxiliar na resposta imunológica, estimuando a produção de linfócitos B 

(PEREIRA et al., 2015). 

As lectinas presentes na planta Colocasia esculenta apresentam um 

potencial inseticida, pois quando utilizadas em  concentrações baixas  apresentaram 

taxas significantes de mortalidade para larvas de segundo estádio de Bactrocera 

Curcubitae (TAKUR et al., 2013). 

Os estudos de extratos de plantas como o de Colocasia esculenta, contra 

ZIKV (Flavivírus) e CHIKV (Alphavírus) são extremamente importantes para saúde 

publica, por trazer mais alternativas de tratamento para a doença. Pode também ser 
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uma alternativa de combate ao vetor, atuando de maneira letal sobre as fases imaturas 

do mosquito, auxiliando na prevenção. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

 O presente estudo visa avaliar a atividade antiviral de extratos de 

Colocasia esculenta (inhame coco) frente ao ZIKV e CHIKV, além da ação larvicida 

frente ao Aedes aegypti. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 - avaliar  diferentes métodos de obtenção do extrato de inhame;  

 - avaliar a  citotoxicidade do extrato de inhame em cultura celular;  

 - avaliar da ação antiviral dos extratos em cultura celular;  

 - avaliar a ação larvicida dos extratos em larvas de Aedes aegypti. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1. Obtenção do material vegetal 

O material vegetal Colocasia esculenta foi obtido de um produtor particular 

de produtos orgânicos, pelo fato de não usarem agrotóxicos industriais na produção 

das plantas, evitando interferência dos mesmos no produto final.  Fica localizado na 

cidade de Araraquara, São Paulo (Latitude: 21º 43' 28,98" S Longitude: 48º 11' 24,86" 

W Altitude: 705m Área: 1008,6 Km2).  O material vegetal foi lavado com água, seco a 

temperatura ambiente e pesado, resultando em 230 gramas das folhas e 1,250 kg dos 

rizomas. O material foi seccionado com o auxilio de uma faca e colocado para secar 

em estufa (Tecnal TE-394, Brasil), sob atmosfera de circulação de ar forçado e 

temperatura de 45o C. Posteriormente as folhas e os rizomas foram misturados e 

pulverizados em um triturador industrial (Philips Wakita, Brasil).  

Foi obtido 250 gramas do material bruto e pulverizado. Desse total, 100 

gramas foi submetido ao fracionamento cromatográfico através de extrações com 

água (extrato aquoso) e metanol (extrato metanólico), de acordo com o Figura 1. 
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3.1.1. Extrato Aquoso 

O extrato aquoso de Colocasia esculenta foi preparado utilizando o caule e 

as folhas da planta. Foram pesados em balança semi-análitica 100 gramas do material 

seco e pulverizado para 1000 ml de água deionizada. A extração dos princípios ativos 

foi feita pelo método da maceração em agitador magnético por 8 horas e 400 rpm 

(Thermo Scientific, EUA). A extração ocorreu à temperatura ambiente, para conservar 

as substâncias contidas na planta. O volume total obtido na extração foi filtrado em 

um sistema de filtração a vácuo (200bar). A porosidade do filtro era 0,22um. O volume 

obtido foi liofilizado, obtendo uma massa de  1, 456 gramas ao final do processo. O 

extrato foi armazenado na geladeira a 4o C e protegido da exposição a luz, envolvendo 

o recipiente estoque com papel alumínio. 

3.1.2. Extrato metanólico 

O extrato metanólico de Colocasia esculenta foi preparado utilizando o 

caule e as folhas da planta. Foram pesados em balança semi-análitica (BIOPRECISA, 

Brasil) 100 gramas do material seco e triturado, para 1000 ml do solvente. A extração 

dos princípios ativos foi realizada com o solvente metanol (LS Chemicals, Brasil) pelo 

método da maceração em repouso.  A extração foi realizada por um período de 72 

horas (3 dias) e em temperatura ambiente, para conservar as substâncias contidas na 

planta. O volume total do extrato foi filtrado por um sistema de filtração a vácuo (200 

mm Hg), sendo a porosidade do filtro 0,22um. O filtrado foi levado a um evaporador 

rotativo (Heidolph, Alemanha), a 60o C e 180 rpm (raio do rotor 100) até secura 

completa do solvente. Ao final do processo foi obtido  1,938 gramas do extrato, sendo 

armazenado na geladeira a 4o C e protegido da exposição a luz, envolvendo o 

recipiente estoque com papel alumínio. 

3.2. Cultura Celular 

3.2.1. Linhagens Celulares 

A linhagem celular de Aedes albopictus C6/36 foi mantida em meio de 

cultura Leibowitz-15 (L-15, Cultilab, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (Cultilab, Brasil), antibiótico gentamicina (5mg/ml) e antifúngico anfotericina B 

(1mg/ml) (Cultilab, Brasil), mantido a 28o C (TESH, 1979). 

A linhagem celular Vero E6 (célula epitelial oriunda de rim de macaco Vere 

Africano) foi cultivada em meio Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM, Cultilab, 

Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil), antibiótico 

gentamicina (5mg/ml) e antifúngico anfotericina B (1mg/ml) (Cultilab, Brasil). As 
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células foram mantidas em condições de 5% de CO2, temperatura de 370C e 

umidificada (AMMERMAN et al., 2008). 

3.2.2. Estoques Virais 

Os estoques virais de ZIKVBR e CHIKV (BHI3762/ H 804917) foram 

preparados a partir de vírus cedidos pelo Dr. Pedro F. C. Vasconselos, do Instituto 

Evandro Chagas. 

A linhagem C6/36 foi utilizada para a produção dos estoques virais 

(FIGUEIREDO, 1990). A monocamada celular, contendo uma confluência celular de 

aproximadamente 80%, foi infectada com ZIKV ou CHIKV por 1 hora a 28o C. O vírus 

Chikungunya foi mantido por 24 horas e o Zika por 120 horas, em meio de manutenção 

(meio L-15 contendo 1 % de soro fetal bovino 100 U/L de Gentamicina e Anfotericina 

B 1mg/ml). Após a incubação, os sobrenadantes da infecção viral foram coletados, 

aliquotados e armazenados em freezer -80 o C até o momento do uso. 

3.2.3. Titulação Viral 

Para estabelecer os títulos virais, foi realizado o ensaio de placa de lise e 

os valores foram expressos em Unidades Formadoras de Placas (PFU/ml). 

Para tanto, foram realizadas diluições seriadas na base 10  dos estoques 

de CHIKV e ZIKV e, posteriormente, inoculadas na monocamada de células Vero E6, 

em microoplacas de 12 cavidades. Cada diluição, incluindo o controle celular (sem 

vírus), foi realizado em triplicata. Após uma hora de adsorção, o inóculo viral foi 

retirado e adicionado meio semi-sólido composto por carboximetilcelulose 1,6%  

(CMC, LS Chemicals, Brasil), acrescido de soro fetal bovino e meio MEM 2x. As 

células foram mantidas sob atmosfera umidificada, com 5% de CO2 e 370C. O tempo 

de incubação para  CHIKV foi de 24 horas, e para ZIKV foi de 120 horas. Após, o meio 

semi-sólido foi removido, e a monocamada celular foi fixada com formaldeido  a 10% 

por 30 minutos, seguido de coloração com solução de cristal violeta a 1%, por cinco 

minutos. Por fim, foi calculado o título de infectividade viral expresso pelo número de 

Unidades Formadoras de Placa (PFU/ml). 

3.2.4. Ensaio de Citotoxicidade 

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em células Vero E6. Para tanto, 

foi utilizado o ensaio colorimétrico do MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide, Sigma–

Aldrich, Germany), proposto por Mosmann (1983), com algumas modificações. 

Monocamada de células Vero E6 aderidas em microplaca de 96 cavidades 

foram expostas a diferentes concentrações, previamente díluidas em água miliQ 
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(Millipore), dos extratros aquoso e metanólico:1,8 mg/L, 0,9 mg/L, 0,45 mg/L 0,22 

mg/L, 0,11 mg/L, 0,056 mg/L, 0,028 mg/L, 0,014 mg/L e 0,007 mg/L, em quadruplicata, 

por cinco dias à temperatura de 37ºC com 5% de CO2. As concentrações foram 

definidas pela baixa massa dos extratos obtidos e também embasada em artigos 

correlatos ao trabalho (ALEN et al., 2011). Após incubação, o sobrenadante foi 

cuidadosamente removido para a adição de 10 µL de solução de 5 mg/ml de MTT em 

90 µL de meio MEM (1 mg/mL). As placas foram novamente incubadas a 37ºC com 

5% de CO2, durante duas horas. Após este período, o sobrenadante foi retirado e 

adicionado 50µL de isopropanol (Merck) para a solubilização dos cristais formazan. A 

placa foi agitada por 15 minutos e realizada a leitura no espectrofotômetro  Victor X3 

(Perkin Elmer, Brasil) a 570 nm. A absorbância obtida é diretamente proporcional a 

viabilidade celular. A concentração necessária de cada composto para reduzir a 

viabilidade celular (CC) foi calculada a partir da comparação com o controle de células 

não tratadas . Os dados foram analisados utilizando o programa Prisma Graph Pad 

Prisma 6 (Graph Pad, EUA). 

3.2.5. Ensaio de Redução de Placa 

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia proposta por Lennette 

(1995), com algumas modificações. Monocamada de células Vero E6, aderidas em 

microplacas de 12 cavidades (Kasvi, Brasil), foram inoculadas com 25 PFUs/cavidade 

de suspensão de ZIKV ou CHIKV, em triplicata. Após uma hora de infecção, o inóculo 

foi substituído por 4mL de meio  MEM com 1,6% de CMC contendo diferentes 

concentrações dos extratos ([0,45mg/L], [0,22mg/L], [0,11mg/L], [0,05mg/L]), 

separadamente (ALEN et al., 2011). As células foram incubadas a 37ºC, com 5% CO2, 

durante 120 horas para ZIKV e 24 horas para CHIKV. Em seguida, as placas foram 

fixadas e coradas de acordo com a metodologia descrita anteriormente no item 3.2.3. 

Por fim, foi calculada a média e o desvio padrão do número de placas obtidas para 

cada grupo de células tratadas com as diferentes concentrações de extrato ou não-

tratadas, e determinada a porcentagem de inibição da replicação viral. Os dados foram 

analisados utilizando o programa Prisma Graph Pad Prisma 6 (Graph Pad, EUA). 

 

3.3. qPCR para avaliação de replicação de ZIKV e CHIKV 

A curva de crescimento de ZIKV e CHIKV foi avaliada por PCR em tempo 

real (qPCR) a partir da quantificação das partículas virais.  
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A monocamada celular de células Vero E6, com aproximadamente 80% de 

confluência cultivadas em placas de 12 cavidades, foi infectada  com 25 partículas 

virais por well de ZIKV ou CHIKV. Após incubação a 37o C e 5% de CO2, por 1 hora, 

o inócuo foi removido para adição dos extratos dluídos (meio de manutenção + 

solução estoque do extrato) nas concentrações de 0,45 mg/L, 0,22 mg/L, 0,11 mg/L e 

0,056 mg/L. Para os controles celular e viral, foi adicionado somente meio de 

manutenção. O sobrenadante celular foi coletado 24 (CHIKV) e 120 (ZIKV) horas pós-

infecção, aliquotados e armazenados a -80o C para posterior ensaio de q PCR. 

Primeiramente, o RNA viral foi extraído a partir de 140ul do sobrenadante 

celular utilizando o  Qiamp Viral RNA kit (Qiagen), de acordo com as recomendações 

do fabricante. Em seguida, foi utilizado primers espécie-específicos (Tabela 1 ), 

conforme descrito anteriormente (LANCIOTTI et al., 2007 2008). Para a reação de 

PCR em tempo real utilizou-se o GoTaq PROBE 1-step RT-q-PCR system (Promega, 

EUA). Foram utiizados  5uL de RNA viral, os quais foramadicionados a reação, a qual 

consistiu de 6,25 uL do tampão de PCR, 0,3ul RT-mix, 0,125 uL CXR, 0,5uL dos 

iniciadores de ZIKV e CHIKV (10uM), 0,15uL das sondas de CHIKV e ZIKV (10uM) e 

água nuclease “free” suficiente para completar o volume final de 15uL. A reação foi 

incubada a 45o C por 15 minutos, 95o C por 2 minutos seguidos por 40 ciclos de 95o C 

por 15 segundos, 60o C por 1 minuto. Os resultados obtidos foram comparados à curva 

padrão obtida para ZIKV e CHIKV. A curva padrão foi desenhada realizando diluições 

seriadas dos estoques virais utilizados para os ensaios antivirais. Para CHIKV fora 

realizados 7 diluições da curva padrão (10-6 – 100) e para ZIKV (10-5 – 100). Os dados 

foram analisados utilizando o programa Prisma Graph Pad Prisma 6 (Graph Pad, 

EUA). 
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Tabela 1- Iniciadores e sonda para detecção de ZIKV e CHIKV 

Iniciador/Sonda Sequência 

ZIKV 1086f 5’ CCG CTG CCC AAC ACA AG 3’ 

ZIKV 1162c 5’ CCA CTA ACG TTC TTT TGC AGA CAT 3’ 

ZIKV 1107-FAM 5’ AGC CTA CCT TGA CAA GCA GTC AGA CAC TCA 

A 3’ (BHQ-1) Sonda 

CHIKV 856F 5’ ACC ATC GGT GTT CCA TCT AAA G 3’ 

CHIKV 962c 5’ GCC TGG GCT CAT CGT TAT T 3’ 

CHIKV 908 
FAM 5’ ACA GTG GTT TCG TGT GAG GGC 

TAC3’(BHQ-1) sonda 

 

3.5.  de larvas e criação de mosquitos Aedes aegypti 

Os ovos de Aedes aegypti foram fornecidos pelo Laboratório de 

Parasitologia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara (FCFar-

UNESP). Os ensaios larvicidas foram realizados com larvas de quarto estádio não 

infectadas. 

Os ovos foram colocados em uma bandeja de plástico branca de tamanho 

de 46 cm de comprimento por 30 cm de largura com capacidade para 5 litros. Foram 

adicionados ao recipiente 2,5 litros de água deionizada para que os ovos eclodissem. 

Após, aproximadamente 24 horas, ocorreu a eclosão dos ovos, e as larvas foram 

transferidas para um segundo recipiente de plástico transparente de tamanho de 20 

cm por 10 cm de largura com capacidade para 2 litros. Em cada um dos dois 

recipientes, foram adicionados 500 ml de água deionizada para que as larvas 

pudessem se desenvolver. As larvas foram alimentadas com ração para peixe em 

flocos. Para facilitar o seu uso, a ração foi triturada manualmente até atingir a 

consistência de pó. Após aproximadamente 7 dias, ao se tornarem adultos, os 

mosquitos foram transferidos para gaiolas próprias para a criação de mosquitos. Os 

mosquitos foram alimentados com seiva, composta por uma solução de água 

deionizada e mel (50:15 ml). A umidade relativa do ar foi mantida entre 65-85% e a 

temperatura em torno 27o C ±2o C, com foto  período de 12:12 (claro/escuro).  



35 
 

Para obtenção de ovos para gerações subsequentes de larvas e mosquitos, 

as fêmeas dos mosquitos foram alimentadas com sangue desfibrinado de carneiro. 

Para realizar esse processo, foi montado um sistema que consistia de  um banho 

maria, conectado a duas mangueiras, uma para entrada e outra para saída de água, 

para esquentar o sangue , o qual  ficava dentro de um recipiente de vidro côncavo e 

internamente vazado para que permitisse a circulação de água sem entrar em contato 

com o sangue.  O fundo do recipiente era fechado  com uma película de parafilme, 

para que a probocide das fêmeas conseguissem penetrar para se alimentar. Esse 

processo durava aproximadamente 40 minutos. Posteriormente, foi colocado um 

recipiente de plástico redondo de 5 centímetros de diâmetro e 5 centímetros de altura,  

contendo 50 mL de água milliQ (Millipore), imerso com um papel de filtro de 10 

centímetros de largura por 5 centímetros de altura, no interior da gaiola de criação dos 

mosquitos, para que as fêmeas realizassem a oviposição. Após cinco dias os ovos 

foram coletados.  (KOVEDAN et al., 2013). 

3.5.1. Ensaio Larvicida 

Métodos padrão para testar a toxicidade dos extratos e a suscetibilidade de 

larvas de mosquitos a inseticidas foram realizados de acordo com a Organização 

Mundial da Saúde OMS (WHOb, 2005). O ensaio biológico larvicida foi realizado em 

temperatura ambiente de 27 o C ± 2°C e umidade relativa do ar entre 65-85%, sob um 

fotoperíodo de 12:12 (claro/escuro) . 

Para o preparo das soluções dos extratos aquoso e metanólico, a massa 

de pó seco, descrita no item 3.1, foi pesada em balança, semi-analitica, e 

posteriomente diluída em água milli-Q (Millipore). Essa primeira diluição de 

concentração 640mg/L, trata-se da solução estoque. Para ambos os extratos utilizou-

se a mesma concentração inicial da solução estoque. Posteriormente, foi realizada 

uma diluição seriada da solução inicial na proporção 1:2. As concentrações testadas 

foram 640 mg/L, 320 mg/, 160 mg/L, 80 mg/L, 40 mg/L, 20 mg/L para ambos os 

extratos. 

Para o experimento, as larvas foram transferidas do recipiente , com o 

auxílio de pipetas Pasteur de plástico não estéril, para erlenmyers (SatelitR), os quais 

continham 10  larvas de quarto estádio para  cada diluição testada. As larvas ficaram 

expostas por 24 horas a cada diluição dos extratos e, após, foi determinada a 

toxicidade de cada diluição observando-se a mortalidade larval. Como controle do 
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experimento, foi mantido um controle de morte larval, contendo etanol 95% e um 

controle de vida contendo água milli Q (Millipore), nos mesmos volumes das soluções. 

 A porcentagem de mortalidade foi calculada a partir da média das 

triplicatas  (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005). A diluição do extrato foi 

considerada tóxica quando a porcentagem de morte larval fosse maior ou igual à 50%.
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4.Resultados 

4.1. Ensaio de citotoxicidade-MTT 

Foram avaliadas nove concentrações do extrato metanólico e aquoso de C. 

esculenta. Foi observado que não houve toxicidade celular para as concentrações 

testadas . Entretanto, nas concentrações de 1,8 e 0,9 mg/L, foi observado uma 

tendência citotoxica, demonstrando uma diminuição na viabilidade celular, ao 

contrário das demais concentrações (Figura 2 e 3). 
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4.2. Ensaio antiviral de redução de placas para avaliação do perfil 

fenotípico. 

4.2.1. Ensaio antiviral do extrato aquoso sobre a replicação de ZIKV 

Foram testadas quatro concentrações do extrato aquoso para avaliar sua 

ação sobre a replicação do ZIKV .  Foi observado que as concentrações testadas 

afetaram a replicação do ZIKV em linhagem celular de Vero E6 (Fig. 4). 

  Foi observado significância estatística (p<0,0001) entre as 

concentrações de 0,45, 0,22, 0,11 mg/L e 0,005 mg/L  quando comparadas a  ao 

controle viral (Fig. 4).  Nas concentrações de 0,45, 0,22, 0,11 mg/L houve uma redução 

de 95%, enquanto que, na concentração de 0,056 mg/L a redução foi de 88%.  
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4.2.2. Ensaio antiviral do extrato metanólico sobre a replicação de 

ZIKV 

Foram testadas quatro concentrações do extrato metanólico de C. 

esculenta para avaliar sua ação sobre a replicação do ZIKV. Os resultados  

demonstraram que o extrato metanólico, em diferentes concentrações, não mostrou 

ação na replicação viral de CHIKV (Fig 5). 
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4.2.3. Ensaio antiviral do extrato aquoso sobre a replicação de CHIKV 

Foram testadas quatro concentrações do extrato aquoso de C. Esculenta 

para avaliar sua ação sobre a replicação do CHIKV.   Foi observada uma diminuição 

de 5 % na formação de placas na concentração de 0,45 mg/L.    Foi observado que 

os extratos nas concentrações  de   0,22, 0,11 e 0,056  mg/L agiram estimulando a 

replicação viral (Fig. 6).  
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4.2.4. Ensaio antiviral do extrato metanólico sobre a replicação de 

CHIKV 

Foram testadas quatro concentrações do extrato metanólico de C. 

esculenta para avaliar sua ação sobre a replicação do CHIKV. Foi observado que os 

extratos nas concentrações de 0,45 mg/L, 0,22 mg/L, 0,11 mg/L e 0,056 mg/L  não 

demonstraram interferir na replicação viral (Fig. 7). 
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4.3. PCR em tempo real (qPCR) para avaliar a replicação viral de ZIKV 

e CHIKV 

4.3.1. Ensaio antiviral do extrato Aquoso sobre a replicação de ZIKV  

A avaliação da replicação viral, por qPCR, demonstrou que o extrato 

aquoso inibiu a replicação de ZIKV em até 3  log10 (Fig. 8). 
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4.3.2. Ensaio antiviral do extrato Metanólico sobre a replicação de 

ZIKV  

A avaliação da replicação viral, por qPCR, demonstrou que o extrato 

metanólico não inibiu a replicação de ZIKV. Ao contrário do esperado, o extrato 

metanólico, nas concentrações de  0,45 e 0,22 mg/L, estimulou a replicação viral (Fig. 

9). 
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4.3.3. Ensaio antiviral do extrato Aquoso sobre a replicação de CHIKV  

A avaliação da replicação viral, por qPCR, demonstrou que o extrato 

aquoso inibiu a replicação de CHIKV em até 1 log10 , como na concentração de 0,45 

mg/mL. Entretanto, na concentração de 0,056 mg/mL, foi observado aumento da 

replicação viral (Fig. 10). 
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4.3.4. Ensaio antiviral do extrato Metanólico sobre a replicação de 

CHIKV  

A avaliação da replicação viral, por qPCR, demonstrou que o extrato 

metanólico inibiu a replicação de CHIKV em até 1  log10 (Fig. 11). 
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4.4. Ação Larvicida dos Compostos 

 Foram testadas diferentes diluições do extrato aquoso e metanólicos, 

diluídos a partir de uma mesma solução estoque, para avaliar o poder larvicida. Após 

24 horas de exposição aos extratos de C. Esculenta, não foi observado morte das 

larvas (Tabelas 2 e 3). 
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Tabela - 2  Resultados obtidos no ensaio larvicida após exposição das larvas a diferentes 
concentrações do extrato Aquoso após 24 horas. 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Tabela – 3 Resultados obtidos no ensaio larvicida após exposição das larvas a diferentes 
concentrações do extrato Metanólico após 24 horas. 

Extrato Metanólico N de larvas Vivas Mortes 

640 mg/L 30 30 0 

320 mg/L 30 30 0 

160 mg/L 30 30 0 

80 mg/L 30 30 0 

40 mg/L 30 30 0 

20 mg/L 30 30 0 

Controle vida 30 30 0 

Controle Morte 30 0 30 
 

 

 

 

 

 

Extrato Aquoso N de larvas Vivas Mortes 

640 mg/L 30 30 0 

320 mg/L 30 30 0 

160 mg/L 30 30 0 

80 mg/L 30 30 0 

40 mg/L 30 30 0 

20 mg/L 30 30 0 

Controle Vida 30 30 0 

Controle Morte 30 0 30 
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5. Discussão 

Os fitoterapicos naturais, em geral possuem menos efeitos colaterais e tóxicos. 

Esse fato tornam esses compostos uma alternativa para o estudo de novas drogas 

(RAO; VEERESHAM; ASRES, 2013). 

Os estudos de toxicidade são importantes por diversos fatores, no presente 

estudo foi realizado para avaliar se componentes extraídos da planta, iriam alterar de 

alguma forma a viabilidade célular. Estudos realizados por Kuete e colaboladores para 

avaliar a toxicidade de extratos metanólicos de Colocasia esculenta expostos as 

células CCRF/CEM, demonstraram que em concentrações de 4,4 mg/L a viabilidade 

celular foI de 62%, considerada muito tóxica (KUETE et al., 2016). Chakraborty e 

colaboladores (2015) avaliaram a toxicicidade in vitro de extratos metanólicos de C. 

esculenta, frente as células MG-63. Foi observado que nas concentrações testadas, 

de 12,5 mg/L a 200 mg/L, a viabilidade foi superior a 95%  (CHAKRABORTY et al., 

2015). Os resultados obtidos referentes a toxicidade dos extratos demonstram que 

ambos possuem uma baixa toxicidade nas concentrações avaliadas. Nas maiores 

concentrações de 1,8 e 0,9 mg/L foram observados os principais efeitos tóxicos.  

O ensaio de redução de placas foi realizado para avaliar a eficiência dos 

extratos após a infecção viral. Foram observados que o extrato aquoso demonstrou 

atividade antiviral contra ZIKV nas concentrações avaliadas, com taxas de inibição 

superiores a 90%, e também na maior concentração de CHIKV com aproximadamente 

5% de inibição. Esse estudo de pós tratamento também foi avaliado com extratos 

Maytenus imbricata contra alguns flavivírus como DENV, YFV e SLEV, porém os 

extratos dessa planta não demonstraram atividade antiviral desses, mesmo utilizando 

concentrações superiores as avaliadas no presente estudo (MARINHO, 2015). 

Keyaerts e colaboradores, utilizaram um espectro de concentrações variando 

de 0,6 mg/L a 60 mg/L para compostos provenientes de Colocasia esculenta, para 

avaliar a atividade antiviral, mostrando uma taxa de inibição da replicação viral em 

torno de 50% (KEYAERTS et al., 2007). Para os estudos com ZIKV e CHIKV foi 

utilizado concentrações entre 0,45 a 0,05 mg/L, mostrando inibição da replicação 

superiores a 90% para ZIKV (Figura 2 e 3) e 5% para CHIKV (Graf. 5), quando 

avaliados o ensaio de redução de placas virais. 

Ensaios recentes, utilizando o DENV, demonstraram que lectinas provenientes 

de plantas quando introduzidas tardiamente, ou seja em células que já estavam 
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infectadas com o vírus demonstraram  efeito inibitório bem menor (IDRIS; 

MUHARRAM; DIAH, 2016), mostrando que possivelmente os CBAs podem atuar 

preventivamente, ou seja protegendo de uma possível infecção. Quando avaliados os 

ensaios realizados, esses resultados contrastam com os resultados obtidos pelo q-

PCR e também pelo ensaio de redução de placas, quando ZIKV e CHIKV foram 

submetidos ao tratamento com o extrato aquoso de C. esculenta, foram observados 

uma taxa de inibição elevada, mesmo introduzindo o extrato após a infecção com o 

vírus. Já para os ensaios de redução de placa para CHIKV, submetidos aos dois 

extratos e para ZIKV, submetido ao extrato metanólico, os resultados corroboram com 

essa afirmação. Nesses casos o efeito inibitório foi menor, porém significante. 

Os resultados obtidos nos ensaios antivirais, quando avaliados por q-PCR, 

demonstram que o extrato aquoso interfere na replicação tanto de ZIKV como de 

CHIKV. Já o extrato metanólico interferiu apenas na replicação de CHIKV. O extrato 

aquoso reduziu a replicação cerca de 3 log10 para ZIKV e 1 log10 para CHIKV.  O 

extrato metanólico reduziu a replicação de CHIKV 1 log10. Dentro dessa análise, o 

extrato aquoso demonstrou possuir um espectro maior de ação inibitória que o extrato 

metanólico. Provavelmente esse fato ocorre, por conta dos diferentes solventes 

utilizados, que podem extrair substâncias diferentes, confirmadas pelas análises 

químicas.  

A silimarina é um composto natural extraído do Carduus marianus. Esse ativo 

demonstrou interferir na replicação de atividade anti CHIKV, atuando nas replicases 

virais, quando utilizado células Vero. Foi observado por Lani e colaboradores uma 

redução do RNA viral de CHIKV de 99%, quando a silimarina foi adicionada após a 

infecção (LANI et al., 2008). Os resultados com os extratos brutos aquoso e 

metanólico de Colocasia esculenta, mostraram reduções consideráveis de partículas 

virais de CHIKV e ZIKV no sobrenadante das culturas de células Vero E6, após 

infecção com os vírus, esses resultados podem indicar que os extratos atuam inibindo 

o processo de replicação do genoma de ZIKV e CHIKV. 

Os resultados da quantificação das partículas virais por qPCR, demonstraram 

que quando CHIKV foi exposto ao extrato metanólico foi observado uma relação de 

dose dependência quando avaliado a inibição da replicação viral.  Para o extrato 

aquoso a relação de dose dependência do extrato também foi observado, tendo em 

vista que todas as concentrações inibiram a replicação. Essa resposta dose 
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dependência foi demonstrada por estudos anteriores, dados que corroboram com os 

resultados que foram observados (BALZARINI et al., 1991). 

Estudos realizados por Renard-Nozaki com alguns alcalóides isolados de 

plantas pertencentes a família Amaryllidaceae, demonstraram que a atividade dessas 

substâncias estava ligada a inibição da replicação viral e não relacionada a inativação 

viral no exterior das células. No presente estudo, foram testados dois extratos brutos. 

O extrato aquoso foi efetivo quanto a atividade antiviral para os dois vírus. 

Estudos in vitro realizados com as folhas de Caesalpinia echinatasobre, 

demonstraram que sua ação antiviral estava relacionado a duas vias de ação 

diferentes. Uma interferindo a entrada do vírus na célula hospedeira, avaliado por um 

ensaio tratando a célula pré-infecção, e também por associar a transcripitase reversa, 

a DNA e RNA polimerase, inibindo o cilco repicativo viral (LUNA, 2006; MENESES et 

al., 2009; TANG et al., 2012) 

As lectinas realizam ligações especificas à manose, que são alvo de uma 

grande variedade de vírus, como ( BEARTAUX et al., 2007; SWANSON et al., 2010). 

Essa ligação entre os carboidratos e as lectinas são reversiveis e específicas, como 

demonstrada por estudos anteriores. Alguns ensaios in vitro, realizados para avaliar 

como esses CBAs interagem com as células e as partículas virais, mostraram que 

eles possuem maior afinidade pelas proteínas glicosiladas do envelope viral do que 

pelas membranas das células (ALEN et al., 2011).  

Os agentes ligantes de carboidratos, podem interagir com uma grande 

variedade de vírus. A superfamília do GNA, ao qual inclui a tarina, uma lectina também 

presente na Colocasia esculenta, interagem, com HIV, HCV, e DENV agindo como 

ligantes de carboidratos presentes no envelope viral impedindo dessa maneira a 

entrada dos mesmos nas células  (BEARTAUX et al., 2007; BALZARINI et al., 2007; 

KACHKO et al., 2013). Porém, para outros vírus como o Parainfluenza-3 e Herpes 

vírus não foi demonstrado atividade antiviral (BALZARINI et al., 2007). Assim, embora 

a superfamília do GNA apresente ação antiviral sobre vírus envelopados, essa ação 

não ocorre para todos os vírus envelopados e esse fato pode ser explicado pela 

seletividade dessas proteínas por alguns carboidratos específicos que provavelmente 

não estão presentes nos envelopes virais de Parainfluenza-3 e Herpes vírus, 

indicando que essas lectinas não interagem com todos os tipos de vírus envelopados. 

No presente trabalho, os extratos também foram avaliados quanto à atividade 

larvicida contra larvas de quarto estádio de Aedes aegypti. Foi observado ausência de 
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atividade uma vez que não houve morte larval constatada. A Organização Mundial da 

Saúde recomenda que para determinar a dose letal de 99% em ensaios larvicidas que 

ao menos quatro concentrações testadas apresentem letalidade entre 10 e 95% 

(WHO, 2005). 

Estudos realizados por (DASS; MARIAPAN, 2016), onde demonstrou que 

larvas de quarto estádio do mosquito Culex quinquenfaciatus, expostas a 

concentrações de 114mg/L do extrato metanólico, obtiveram uma taxa letal para 50% 

dessas larvas. 

Foram avaliadas concentrações dos extratos cerca de seis vezes maiores 

quando comparados alguns estudos com alguns óleos essenciais extraídos do milho 

e também de outras matérias primas. As concentrações variam de 38 mg/L até 350 

mg/L (SANTOS et al., 2012; EL-AKHAL et al., 2016). 

A ausência de atividade larvicida, contra larvas de quarto estádio de Aedes 

aegypti, extraídos. As variantes presentes para obtenção dos extratos, como tipos de 

solventes, métodos de extração seguido, tempo e temperatura, podem influenciar nas 

substâncias extraídas e consequentemente na atividade do produto. 

Os extratos obtidos da planta Colocasia esculenta, após as análises antivirais 

realizadas com os vírus CHIKV e ZIKV, demonstraram possuir atividade antiviral in 

vitro, nas condições testadas, devido a diminuição das partículas virais nos 

sobrenadantes das células tratadas com os extratos (Fig. 7,9,10). O extrato aquoso 

demonstrou possuir um maior espectro de ação nas condições avaliadas, pois, a 

atividade antiviral foi observada frente aos dois vírus. Não foi observada atividade 

larvicida nas condições avaliadas para ambos os extratos, portanto, os resultados 

indicam que as substâncias extraídas, não possuem letalidade para as larvas.  

São necessários estudos posteriores para avaliar os mecanismos de atuação 

dos componentes presentes no extrato de Colocasia esculenta, e assim, determinar 

os melhores solventes e as doses adequadas para que seja determinado os efeitos 

antiviral e larvicida esperados. 
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6. Conclusão 

Os estudos realizados demonstraram que extratos provenientes de 

Colocasia esculenta, quando extraídos por solvente aquoso e metanólico não 

interferem na viabilidade das células Vero E6.  

Os ensaios para avaliar a atividade antiviral desses extratos mostraram que 

ambos inibiram a replicação viral in vitro, sendo o extrato aquoso o mais promissor, 

pois, inibiu tanto CHIKV como ZIKV. Porém, há necessidade de estudos 

complementares para avaliar a atividades desses extratos in vitro. 

Os extratos não demonstram toxicidade para as larvas de Aedes aegypti, 

há necessidade de testar outros solventes extratores para afirmar que a planta não 

possui efeito larvicida.  

Trata-se de uma planta amplamente consumida em diversos países pelo 

mundo, estudos para avaliar suas reais atividades, sejam elas benéficas ou tóxicas, 

são extremamente importantes para que a população realize o consumo de maneira 

segura e adequada.  
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