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RESUMO

LUNA, Francielle Daiane de F. Lopes. Avaliacdo do potencial pulicida do 6leo essencial de
Curcuma zedoaria. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Instituto de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Curcuma zedoaria, popularmente conhecida como zedoaria, é uma planta da familia Zingibe-
raceae, cuja origem € indiana. Atualmente, é cultivada no Brasil e em paises do sul e sudoeste
da Asia. Neste estudo, foi avaliado o potencial bioinseticida do 6leo essencial (OE) extraido
dos rizomas da espécie C. zedoaria (Zingiberaceae). O OE foi obtido por hidrodestilacéo (3h)
e identificado por CG/EM. O rendimento foi de 0,15% e os 3 principais constituintes quimi-
cos encontrados foram o 1,8-cineol (24,11%), a canfora (12,13%) e a curzerenona (9,68%).
Nos bioensaios realizados para estagios do ciclo reprodutivo da pulga C. felis felis, pelo mé-
todo de impregnacdo com papel filtro, com concentracOes finais para o OE de C. zedoaria
variando de 10 a 1000 pg.cm™. Os resultados demonstraram que as pulgas adultas apresenta-
ram mortalidade de 100% a partir da concentracdo de 800 pg.cm™ em 24 h e 48 h, diferindo-
se dos estagios de pupa com 94,23% de mortalidade na concentracdo de 396 pg.cm?, larva
com 100% de mortalidade na concentracéo de 117,5 pg.cm? em 24 h e 48 h e ovos com
98% de mortalidade na concentracdo de 396 pg.cm™. Quanto & agéo inibitéria do OE de C.
zedoaria frente a enzima acetilcolinesterase, verificada através do método modificado de Ell-
man, pode-se verificar que a atividade observada, utilizando-se o OE, quando comparado ao
controle, comprovou baixa inibigdo, uma vez que o 6leo inibiu cerca de 20% da atividade
enzimatica, mesmo em sua maior concentracdo. Nos ensaios de toxicidade utilizando-se como
modelo de pesquisa a levedura S. cerevisiae, pode-se observar que o OE de C.zedoaria apre-
sentou alta toxidez, ja que no ensaio realizado houve dano mitocondrial, portanto, prejudican-
do o desenvolvimento celular. A pesquisa necessita de maiores estudos, ja que apesar de apre-
sentar potencial bioinseticida nos diferentes estagios de desenvolvimento da pulga C. felis
felis, 0 OE mostrou-se toxico nos ensaios realizados com a levedura S. cerevisiae.

Palavras-chave: Oleo essencial; C. zedoaria; ectoparasitas.



ABSTRACT

LUNA, Francielle Daiane de F. Lopes. Evaluation of the pollicidal potential of the
essential oil of Curcuma zedoaria. 2023. Dissertation (Master's in Chemistry). Institute of
Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Curcuma zedoaria, commonly known as zedoary, is a plant belonging to the Zingiberaceae
family, native to India. It is currently cultivated in Brazil and in countries in South and
Southwest Asia. In this study, the bioinsecticidal potential of the essential oil (EO) extracted
from the rhizomes of C. zedoaria (Zingiberaceae) was evaluated. The EO was obtained by
hydrodistillation (3h) and identified by GC/MS. The yield was 0.15%, and the three main
chemical constituents found were 1,8-cineole (24.11%), camphor (12.13%), and curzerenone
(9.68%). In the bioassays conducted for the reproductive stages of the flea C. felis felis , using
the filter paper impregnation method, with final concentrations of C. zedoaria EO ranging
from 10 to 1000 pg.cm The results showed that adult fleas exhibited 100% mortality
starting from the concentration of 800 ug.cm'2 at 24 h and 48 h, differing from the pupal
stages with 94.23% mortality at the concentration of 396 pg.cm™, larvae with 100% mortality
at the concentration of 117.5 ug.cm'2 at 24 h and 48 h, and eggs with 98% mortality at the
concentration of 396 pg.cm™. Regarding the inhibitory action of C. zedoaria EO on the
acetylcholinesterase enzyme, as verified through the modified Ellman method, it was
observed that the activity observed, using the EO, when compared to the control,
demonstrated low inhibition, as the oil inhibited approximately 20% of the enzymatic activity,
even at its highest concentration. In toxicity assays using the yeast S. cerevisiae as a research
model, it was observed that C. zedoaria EO exhibited high toxicity, as the assay resulted in
mitochondrial damage, thus impairing cellular development. Further studies are required, as
despite showing bioinsecticidal potential against different developmental stages of the flea C.
felis felis, the EO proved to be toxic in the assays conducted with the yeast S. cerevisiae.

Keywords: Essential oil; C. zedoaria; ectoparasites.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sempre estiveram presentes na histdria da humanidade, sendo
utilizadas das mais variadas formas. Com o avan¢o tecnoldgico houve uma necessidade de
compreender e explicar o mecanismo de a¢do dessas plantas no organismo humano, o que
resultou em varios estudos e experimentos para comprovacdo cientifica do uso das substan-
cias oriundas dessas plantas.

De acordo com Nicoletti (2002), o uso de ervas medicinais sempre foi valorizado na
cultura popular, sendo constante fonte de investigacGes cientificas, porque, na maioria das
vezes, ha confirmacdo do efeito terapéutico a elas atribuido, através dos resultados obtidos
nos estudos desenvolvidos, com o emprego de drogas de origem vegetal.

Dentre essas plantas podemos destacar a Curcuma zedoaria pertencente a familia Zin-
giberaceae, com rizomas que apresentam grande quantidade de 6leos essencias. Originaria da
india e, popularmente, conhecida como zedoaria (ALMEIDA, 2012), atualmente, é cultivada
no Brasil e em paises do sul e sudoeste da Asia. Consumida como tempero, agente aromati-
zante, tonico, no tratamento para desordens menstruais, vomitos, dor de dente e como aroma-
tizante em perfume (SRIVASTIVA et al., 2013). Os rizomas desta planta também sdo popu-
larmente conhecidos por serem utilizados no tratamento da estomatite, como estimulante, an-
tiflatulento, diurético, antidiarreico, antiemético, antipirético, purgativo e para limpar e curar
Ulceras, feridas e outros tipos de doencas da pele (MATSUDA et al., 2001).

Morikawa et al., ( 2002) cita a utilizacdo da C. zedoaria no tratamento de diferentes
disturbios, incluindo cancer cervical, hepatite, inflamac@es , processos dolorosos, entre outros.
Alguns componentes do 6leo essencial extraidos do género Curcuma sdo: farnesol, B-
elemeno, curzerenona, 1,8-cineol, canfora, curcumenol e curcumenona (YANG et al., 2011).

Além das inumeras atividades bioldgicas associadas ao 6leo essencial (OE) obtido do
rizoma de C. zedoaria, estudos mostram que o OE possui uma boa acdo inseticida contra
ectoparasitas (SINGH et al., 2002).

Considerando o Brasil como o pais com a segunda maior populacédo de cées e gatos em
todo 0 mundo, além de ocupar a terceira posi¢cdo em numero total de animais de estimacao, o

pais abriga um total impressionante de 139,3 milhdes de pets (ABINPET, 2023).



Nesse contexto, estando os mesmos em condicdes de infestacdo por ectoparasitas
podem transmitir doencas ao ser humano. Infestacdes por C. felis felis (pulgas) sdo comuns e
podem provocar desconfortos e reacGes alérgicas em humanos, bem como a transmissao de
zoonoses. Dessa forma faz-se necessario um crescente esforco em diminuir essa transmissao,
através do controle e eliminacdo destes ectoparasitas (BEVILACQUA, et al., 2015).

Embora os produtos quimicos sejam os mais utilizados e sendo assim essenciais para o
controle dos ectoparasitas, estes podem apresentar-se prejudiciais ao meio ambiente, aos
animais em geral e ao ser humano. Além disso, 0s ectoparasitas estdo se tornando resistentes a
determinados inseticidas e esse fator, muitas vezes, estd diretamente ligado ao uso
indiscriminado dos produtos ou ao seu alto grau residual, podendo prejudicar o meio ambiente,
agua, ar e solo (SOUZA, 2013; CASTRO, et al., 2021).

Com isso, percebe-se uma crescente preocupacdo e interesse em utilizar produtos
alternativos com menor impacto ao meio ambiente, as pessoas e a fauna (ZANANI, et al.,
2022).

Nessa perspectiva, o0 uso de OE vem mostrando-se como uma alternativa promissora de
bioinseticida, considerado ecologicamente correto devido a alta biodegradabilidade, facil
obtencdo e seguranca ambiental em comparacdo aos agentes quimicos (BAPTISTA et al.,
2021).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi caracterizar quimicamente o OE de C. zedoaria,
avaliar o potencial inseticida contra o ectoparasita C. felis felis, estabelecer a dose toxica em
modelos eucariotos de Saccharomyces cerevisiae e investigar a acao anticolinesterasica do OE,

visando propor um mecanismo de agéo envolvido.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Familia Zingiberaceae

A ordem Zingiberales é constituida por cerca de 2.000 espécies de plantas herbaceas e
rizomatosas, distribuidas em oito familias. Zingiberaceae é a familia mais representativa
dentro da ordem, apresentando 57 géneros e mais de 1.947 espécies (JUDD et al., 2009;
SOUZA & LORENZI, 2012). Apresenta ampla distribuicdo em &reas tropicais e semitropicais
de todo o mundo, sendo que o maior centro de dispersio se encontra na Asia Tropical
(PAMPLONA, 2006). Representada por plantas herbaceas perenes, aromaticas, geralmente
com rizomas dos quais nascem caules aéreos, que transportam folhas com larga bainha na
base e que envolve o caule (VIMALA; NORHANOM; YADAY, 1999; SCHIMIDT, 2000).

O valor econdmico, cultural e historico das plantas dessa familia é resultante da sua
utilizacdo na medicina tradicional chinesa e no periodo das grandes navegacdes com a difuséo
das especiarias (ex: gengibre, circuma). O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), uma
especiaria nativa das ilhas do Pacifico, ¢ utilizado ha mais de dois mil anos como condimento
na Asia. Além disso, suas propriedades medicinais tém sido valorizadas em tradicbes
terapéuticas como a medicina Chinesa e Ayurvédica (LIU, et al., 2019) . O acafrdo (Curcuma
longa L.) é valorizado na culinaria e na medicina popular. Na medicina popular, suas
propriedades medicinais tém sido amplamente reconhecidas e utilizadas para diversos fins de
salde (MARCHI, et al., 2016).

Pesquisas com os OEs das espécies dessa familia demonstram similaridade em sua
composi¢do quimica, como por exemplo, 1,8-cineol, canfora, a-pineno, canfeno e zingibereno
(JARIKASEM, et al., 2005; ANGEL, 2014) (Figura 1).

CHs
H,C
O
CHg CHg o

1,8-cineol Canfora a-pineno canfeno zingibereno

Figura 1: Estruturas quimicas dos componentes dos 6leos essenciais identificados em
espécies da familia Zingiberacea.



2.2 Género Curcuma

O género Curcuma pertence a familia Zingiberaceae e possui mais de 160 especies.
Sendo um género endémico das regides do Sudeste Asiatico, onde sdo cultivadas suas
espécies e utilizada terapeuticamente pela populacdo (KANASE & KHAN, 2018).

O género Curcuma é amplamente distribuido na Asia Tropical da india, Sul da China,
Sudeste da Asia, Papua Nova Guiné, Norte da Australia e Tailandia, que parecem ser as areas
mais ricas neste género (FARIA JUNIOR, 2019).

As plantas, deste género, sdo grandes herbaceas aromaticas, possuindo folhas grandes
oblongo-lanceoladas e obliquo-nervadas, o limbo se reine na base formando um pseudocaule.
Possuem flores dispostas em espiga contendo bracteas cdncavas e tubérculos
taxonomicamente denominados rizomas. O rizoma principal ou central é arredondado, com
ramificacBes laterais compridas e tuberizadas (CECILIO FILHO et al., 2004; MANS, et al.,
2019).

O fato dos rizomas deste género serem utilizados de forma popular (infusdes, temperos,
extratos) e tradicionalmente em diversas patologias despertou o0 interesse para sua
investigacdo, sendo que alguns autores relacionam parte da sua atividade a presenca de 6leos
essenciais em sua composicdo (MATA et al., 2004; ALMEIDA, 2012; XIANG, et al., 2018).
Com a comprovacdo da eficiéncia da utilizacdo do rizoma do género Curcuma no tratamento
de varias doencas e distdrbios fisiologicos, inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos, no
sentido de identificar os constituintes quimicos, bem como, relaciond-los a sua acéo
terapéutica (PAMPLONA, 2006).

Tal cenério justifica a escolha da espécie C. zedoaria como possivel fonte de OE e a
avaliacdo de suas propriedades bioldgicas, considerando a sua importancia e suas diversas

aplicabilidades, nos campos da salde, controle de insetos e outros microorganismos.
2.3 Curcuma zedoaria

Curcuma zedoaria (Figura 2) conhecida, popularmente como zedoéria, falso acafrdo
ou “gajitsu”. Sendo utilizada desde a Idade Média como condimento, aromatizante e para fins
terapéuticos (SCHULZ et al., 2002; LI et al., 2011). Apesar de ser uma espécie nativa do
Ceildo, Indonésia, China e India, onde s&o cultivadas e usadas terapeuticamente, no Brasil
esta planta adaptou-se as condic¢Oes naturais e climéticas dos Estados de Sado Paulo e Parana.
(NAVARRO, 2004; PAMPLONA, 2006).



Figura 2: Curcuma zedoaria e seus rizomas
Fonte: Anand & Bhuktar (2019).

O rizoma principal de C. zedoaria apresenta forma piriforme ou arredondado, carnudo,
com ramificagBes secundarias laterais compridas. A planta é acaule e de seu rizoma partem de
4 até 5 folhas longamente pecioladas, internas lanceoladas, lisas, de cor-verde palida, marca-
das por sulcos obliquos na face inferior, de 25 a 50 cm de comprimento e de 12 a 16 cm de
largura, formando na parte inferior, pela justaposicdo, uma espécie de estirpe. As flores séo
brancas-amareladas e acham-se em uma longa espiga central verde envolvida pela bainha das
folhas. Dos rizomas laterais podem nascer outras tantas plantas independentes que podem
viver isolada da planta originaria. (KATO & FISHER, 1996).

Srivastava et al. (2011) relataram que os compostos ativos isolados do extrato etandlico
dos rizomas de C. zedoaria, como curcumina (Figura 3), podem ser efetivamente usados

como antioxidantes e antiinflamatorios.

(0] (6]
H,CO M OCHj,4
HO OH
Curcumina

Figura 3: Estrutura quimica da curcumina
Fonte: Monton et al.,(2016).
Ja em relagdo ao OE extraidos dos rizomas foram observadas variagdes nos consti-
tuintes quimicos, que podem ser atribuidas aos fatores ambientais que alteram a composi¢éo

da substancia, como temperatura, precipitacdo, umidade, localizacdo do vegetal, entre outros.
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Porém, de modo geral, foram encontrados sesquiterpenos no rizoma de C. zedoaria, no qual
furanodieno, curdiona e curzerenona (Figura 4) foram os mais citados. Além dos sesquiterpe-
nos, também foram identificados dos OE monoterpenos como: 1,8-cineol, limoneno e a canfo-
ra (Figura 4). (MAU et al., 2003; LOBO et al., 2008; DOSOKY et al., 2019; JENA et al.,
2020).

0%

Furanodieno curdiona curzerenona
CHj,
z\j
CHy CHjy o
1,8-cineol limoneno canfora

Figura 4: Estruturas quimicas dos principais compostos sesquiterpenos e monoterpenos
encontrados nos 6leos essenciais de Curcuma zedoaria

2.4 Oleos essenciais

Os OEs sdo conhecidos e utilizados desde o inicio da histéria da humanidade com
diversas funcdes, como oferecer sabor a comidas e bebidas; disfarcar odores desagradaveis,
entre outras; demonstrando assim uma antiga tradi¢cdo sociocultural e socioeconémica na
utilizacdo destes produtos (MACHADO & JUNIOR, 2011). Atualmente os OEs séo
conhecidos por suas aplicacGes etnomédicas, culinérias e cosmecéuticas (SHAKERI et al.,
2014). Atribui-se aos OEs também efeitos farmacoldgicos como antivirais, inseticidas,
antimicaticos, antiparasitarios, antileishmania, antiinflamatorios, antioxidantes, citotdxicos e
biocidas contra uma ampla gama de organismos, como bactérias, fungos, virus e protozoarios
(SIVASOTHY et al., 2012).

Os OEs sdo considerados produtos aromaticos resultantes do metabolismo especial

das plantas, produzidos e armazenados nos 6rgaos secretores desses vegetais. Essas estruturas



secretoras podem ser externas, tricomas secretores e osmaéforos, ou internas, canais e bolsas,
podendo ser encontradas em varias partes destas plantas, nomeadamente, folhas, frutos, flores,
gomos, sementes, ramos, cascas, raizes e caules, podendo a sua composi¢do variar consoante
a sua localizacdo (CHRISTAKI et al., 2012; CUNHA et al., 2012). Os chamados OEs também
sdo denominados popularmente de compostos aromaticos ou ainda de dleos volateis. Seus
componentes predominantes sdo metabdlitos secundarios da classe dos terpenos
(monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanoides, que conferem as caracteristicas
organolépticas a esses compostos e que obrigatoriamente sdo extraidas mediante técnicas
especificas que ndo altere sua composicdo quimica (BRESSANIN, et al., 2017).
Frequentemente ha variacdes na quantidade e composi¢do dos OEs, tanto em nivel genético e
fisiolégico, como também devido a fatores externos, como condi¢des de cultivo, colheita,

condigdes pos-colheita, fatores ambientais, entre outros (DE ALMEIDA, et al., 2020).
2.4.1 Composicéo dos 6leos essenciais

Quimicamente a constituicdo dos Oleos essenciais varia desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos,
perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e compostos com enxofre. No OE, tais
compostos estdo presentes em diferentes concentra¢des, normalmente variando de acordo com
as caracteristicas de cada planta (SIMOES & SPITZER, 2003).

A formacédo dos compostos dos 6leos essenciais se da a partir da derivagao quimica de
terpenoides, originados a partir do acido mevalonico, ou de fenilpropanoides, provindos do
4cido chiquimico (SIMOES et al., 2017).

Em geral, os terpenoides s&o os constituintes predominantes nos 6leos essenciais, mas
alguns 6leos sdo também compostos de outros grupos quimicos, tais como fenilpropanoides.
Na realidade, devido a presenca de uma grande variedade de compostos, pertencentes a
diferentes classes quimicas, quase todos 0s 0leos essenciais sao extremamente complexos em
sua composi¢do (GIRARD, 2005).

Podemos afirmar que uma grande diversidade de substancias vegetais é constituida de
terpenoides, os quais englobam todas as substancias de origem biossintética derivadas de
unidades do isopreno (SIMOES & SPITZER, 2003).

Os terpenos sdo biossintetizados a partir de metabolitos primarios por no minimo duas
rotas diferentes (Figura 5): a rota do acido mevaldnico, onde trés moléculas de acetil-CoA
sdo ligadas, a partir de uma série de etapas da rota, para formar esse acido e posteriormente, o
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IPP (isopentenil-pirofosfato) o qual originara terpenos maiores; e a rota do metileritritol
fosfato (MEP), onde o gliceraldeido 3- fosfato e piruvato levam a formacdo do isopentenil-
pirofosfato (IPP) (TAIZ & ZEIGER, 2017).
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Figura 5: Esquema da relagdo dos metabolitos primérios com a biossintese dos
metabdlitos secundarios Fonte: Adaptado de Taiz & Zeiger (2017).

Nos Oleos volateis 0os compostos terpénicos encontrados com maior frequéncia sdo 0s
monoterpenos (C10) (cerca de 90% dos 6leos volateis) e os sesquiterpenos (C15). Ja os diter-
penos (C20) sdo encontrados apenas em OEs extraidos com solventes organicos devido a alta

temperatura de volatilizacdo desses compostos (SIMOES, 2017).

2.4.2 Métodos de extracdo de Oleos Essenciais

Como relatado acima os OEs sdo constituidos de uma mistura complexa de substancias,
muitas delas facilmente termodegradaveis. Dessa forma, aspectos como qualidade e
composicdo dos Oleos essenciais sdo muito influenciados pela metodologia de extracédo
utilizada (SIMOES et al., 2007).

Existem varios métodos de extracdo e esses variam de acordo com a localizacdo do

6leo na planta e com a proposta de utilizacdo do mesmo. Dentre os métodos utilizados para
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extracdo dos 6leos essenciais podemos citar: extragdo com solventes organicos; prensagem a
frio; extracdo com CO; supercritico e arraste direto por vapor d’agua (NEVES, 2011).

A destilagao por vapor d’agua ¢ sem duvida o método mais utilizado para a extragao de
6leos essenciais de plantas. Pode ser utilizado para extracdo de 6éleos de diversos vegetais, tais
como: folhas, raizes, ramos, gramineas, sementes e um pequeno grupo de flores
(AZAMBUJA, 2018).

Na sua forma mais simples destilacdo é definida como "evaporacdo e subsequente
condensacdo de um liquido." Isto ocorre, devido aos movimentos moleculares induzidos
termicamente dentro do liquido, resultando na ejecdo de algumas das moléculas para a
superficie do mesmo. O fluxo de vapor age como o transportador dessas moléculas. A
liberacdo do Oleo essencial presente em uma planta é devido a ruptura da parede celular,
causado pelo aumento da pressdo induzida pelo calor (BASER & BUCHBAUER, 2010).

Existem trés tipos de extracdo via destilagdo por vapor d’agua, cuja distincao ¢ feita
pela forma como se estabelece o contato entre a amostra e a &dgua (liquida ou vapor). A
primeira € chamada de hidrodestilacdo, nessa a amostra fica imersa na dgua contida em um
recipiente; a segunda ocorre pela acdo do vapor da agua colocada em ebulicdo e separada da
amostra por uma tela; e a terceira por injecdo direta de vapor no material acondicionado em
cesto metélico (WILLIANS, 1996). Dentre esses métodos o mais simples e mais
economicamente viavel é a hidrodestilacdo, no qual o material vegetal absorve a 4gua, durante
0 processo de ebulicdo, e 0 dleo contido nas células difunde-se através da parede celular por
meio de osmose. Posteriormente, esse € vaporizado e levado pela corrente de vapor. (BASER
& BUCHBAUER, 2010).

2.4.3 Analise de Oleos Essenciais

A cromatografia a gas € uma técnica analitica usada para separar e analisar compostos
volateis e semivolateis em uma mistura, ocupando um lugar de destaque, devido a sua
versatilidade para efetuar a separacdo e quantificacdo de espécies quimicas. Sua constituicao
se da de uma fase mdvel e outra estacionéria. A fase movel é utilizada para transportar a
amostra sobre a fase estacionaria, de modo que devido as diferentes propriedades dos
componentes da mistura elas sdo separadas (MONTAGNER, et al., 2021).

Na fase movel a amostra é vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas adequado

ou gas de arraste — especifico para cada detector. Este fluxo de gas com a amostra vaporizada
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passa por um tubo contendo a fase estacionaria FE (coluna cromatografica), onde ocorre a
separacdo da mistura (Figura 6). A FE pode ser um sélido adsorvente (Cromatografia Gas-
Solido) ou, mais comumente, um filme de um liquido pouco volatil, suportado sobre um
solido inerte (Cromatografia Gas-Liquido com Coluna Empacotada ou Recheada) ou sobre a
prépria parede do tubo (Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo) (SKOOG, et al., 2014;
MONTAGNER, et al., 2021).

Injecéo da

Regulador de fluxo L miz
) amostra
J N tr
Dadus
Cilindro D | Detector
de gas ) :
Coluna

Figura 6: Representacdo esquematica de um sistema de cromatografia a gas
Fonte: Montagner (2021).

A utilizacdo da cromatografia abrange muitas &reas do conhecimento, e suas
funcionalidades s@o incontaveis. Os trabalhos envolvendo essas técnicas vém aumentando
com o passar do tempo, o que torna dificil acompanhar sua evolucdo nas diferentes areas
(CROMA, 2016).

Comparando com o0s demais tipos de cromatografia, a CG possui excelente poder de
separacao ou resolucdo de constituintes de uma mistura, possibilitando a analise de dezenas
de substancias presentes na amostra, aléem disso, apresenta-se como um meétodo simples,
sensivel e efetivo para separar os componentes das misturas, por essas razdes é considerada
uma das ferramentas mais importantes em quimica (LINDE, 2006).

Além disso, é amplamente usada para andlises quantitativas e qualitativas de espécies
quimicas e para determinar constantes termoquimicas tais como calores de solucdo e
vaporizagdo, pressdo de vapor e coeficientes de atividade. A cromatografia a gas é também

usada para monitorar os processos industriais de forma automatica: analisam-se as correntes
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de gas periodicamente e realizam-se reacfes de forma manual ou automética para compensar
variaces ndo desejadas (LINDE, 2006).

Por ser uma técnica muito sensivel de acordo com a quantidade de amostra utilizada na
cromatografia gasosa, existe a possibilidade de utiliza-la como técnica preparativa, apenas na
faixa de microgramas (10°°) a miligramas (10°). Essa caracteristica pode ser considerada um
fator critico e limita a utilizacdo de outras técnicas (COLLINS et al., 2006; SKOOG, et al.,
2014).

2.4.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A caracterizacdo quimica dos constituintes dos Oleos essenciais € realizada
frequentemente através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), a fim de identificar substancias distintas dentro de uma amostra teste, ja que estes
resultam de uma mistura de varios componentes organicos volateis complexos.

A associagdo entre a cromatografia gasosa e a espectrometria de massas (Figura 7) é
relativamente simples, uma vez que as caracteristicas de funcionamento do cromatografo a
gas sao suficientemente compativeis com a necessidade de alto vacuo do espectrometro de
massas (ARDREY, 2003).
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Figura 7: Cromatografo a gas e espectrometro de massas do tipo quadrupolo
Fonte: Redigolo (2020).
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Enquanto a cromatografia gasosa separa 0s componentes de uma mistura a espectroscopia
de massa ira atuar na caracterizacdo/identificacdo dos compostos, cujo principio esta
fundamentado em medir a propriedade denominada relagdo massa e carga (m/z) de uma
substancia, a qual se fragmenta em outros ions moleculares caracteristicos oriundos do
composto precursor de interesse. Estes fragmentos i6nicos também sdo separados em funcéo
de m/z. Como cada composto apresenta uma fragmentacdo propria, caracterizada pelos
fragmentos formados e a abundancia dos mesmos, isto acaba funcionado como uma
impresséo digital do composto analisado. Combinando essas duas técnicas é possivel ter tanto
uma analise qualitativa como quantitativa e avaliar uma solugdo contendo uma série de
compostos quimicos (MOLDOVEANU & DAVID, 2017).

Existem diversas aplicacdes para o uso da CG/EM, que vai desde analises ambientais,

deteccdo de drogas, investigaces e identificacGes de amostras desconhecidas, entre outros.

2.5 Ctenocephalides felis felis

Atualmente, os animais domésticos ocupam tantas e tdo variadas funcdes na
sociedade humana, sendo incalculaveis os beneficios dessa convivéncia para a melhoria das
condigdes fisiologicas, sociais e emocionais principalmente de criancas e idosos (BARREIRA
et al., 2023). Entretanto, por se apresentarem como uma importante fonte de infeccdo por
ectoparasitas, bactérias, fungos e virus (OLIVEIRA, et al., 2021), a manifestacdo de todos os
beneficios dessa convivéncia pode ser prejudicada se a saude desses animais nao for objeto de
prioridade. Segundo Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de
Estimacdo (ABINPET, 2023), o Brasil tem a segunda maior populagéo de cées e gatos de todo
0 mundo e é o terceiro maior pais em populacdo total de animais de estimagdo. Considerando
0s ectoparasitas, como um dos responsaveis pela transmissdo de agentes patogénicos para
seus hospedeiros e a populacdo humana, faz-se necessario um crescente esforco em diminuir
essa transmissdo, através do controle e eliminacdo destes ectoparasitas (BEVILACQUA, et al.,
2015).

As pulgas sdo insetos apteros, holometabdlicos, de coloracdo castanha, de corpo
comprimido lateralmente e que medem de 1 a 8 milimetros. Com quase 3000 espécies
descritas, a subespécie vulgarmente conhecida como pulga do gato, Ctenocephalides felis felis,
(Figura 8) é a de maior prevaléncia em cées e gatos e amplamente distribuida em todo o
mundo (CARLOTTI & JACOBS, 2000; RUST, 2005).
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Figura 8: Representacao da pulga Ctenocephalides felis felis
Fonte: ROCHE (2022).

Uma das suas principais caracteristicas € a presenca de pecas bucais perfurantes, o que
permite a perfuracdo da pele do hospedeiro para a alimentagdo. Sdo conhecidas pela
habilidade de realizar grandes saltos, que sdo resultado tanto da adaptacdo de seu ultimo par
de pernas como também da presenca de resilina, que € uma proteina elastica que auxilia no
salto (SUTTON & BURROWS, 2011).

Dentre as doengas causadas em animais domeésticos pelas pulgas C. felis felis,
popularmente conhecida como “pulga do gato”, estdo a dermatite alérgica, devido as picadas
de pulga (DAPP) (RUST, 2005), além de transmitirem agentes causadores de doencas como
bacteérias, filarideos e cestdides (BLAGBURN & DRYDEN, 2009).

Adicionalmente, a ocorréncia de populagdes ndo controladas de pulgas em cdes e gatos
pode ainda provocar prurido intenso, levando a automutilagdo e anemia (CARLOTTI &
JACOBS, 2000). Em alguns individuos, a exposicdo as picadas de pulgas, eventualmente,
leva a uma condicdo mais séria de dermatite alérgica, também conhecida como
hipersensibilidade a picada de pulga (DAPP). Uma vez que tenha ocorrido a sensibilizacdo, o
recrudescimento das lesdes pode ser desencadeado apenas por um pequeno nimero de picadas,
embora a sensibilidade varie entre os individuos (CARLOTTI & JACOBS, 2000).

Quanto ao ciclo evolutivo, de maneira geral possui duracdo aproximada de 30 dias,
(LINARDI & GUIMARAES, 2000) podendo estender-se até 174 dias (DRYDEN, 1994),
dependendo das condic¢des de temperatura e umidade. Em seu ciclo bioldgico estdo presentes
quatro estagios: ovo, larva, pupa e adultos (Figura 9). Quando no hospedeiro uma pulga

adulta se alimenta 5 minutos e de 24 a 36 h ap0s a primeira alimenta¢do iniciam a postura,
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essas sdo capazes de ovipor de 40-50 ovos por dia (CADIERGUES et al., 2001; DRYDEN,
1989).

¥
ovos

Figura 9: Ciclo biol6gico da pulga
Fonte: CDC (2017).

O ciclo biolégico desses parasitos tem inicio a partir da presenca de machos e fémeas
na pelagem do hospedeiro, a deposicdo dos ovos pode ocorrer no ambiente ou no proprio
animal. Ap6s os dez dias de maturacdo do ovo as larvas eclodem. (BOWMAN, 2010;
MARCONDES, 2011), e se alimentam de residuos organicos (LINARDI & GUIMARAES,
2000).

Futuramente em condi¢fes ambientais favoraveis, momento a partir do qual, as larvas
irdo evoluir para mais dois estadgios em um periodo médio de 15 dias, entdo ocorre transicao
para pupa, posteriormente para o estagio adulto em até 28 dias, podendo assim parasitar o
hospedeiro (BOWMAN, 2010; MARCONDES, 2011).

2.5.1 Medidas de controle de ectoparasitas

As pulgas séo ectoparasitas responsaveis pela transmissdo de doengas, podendo causar
grande impacto na populacdo. Existem muitas maneiras de realizar prevencdo e controle
desses ectoparasitas, como, por exemplo, inseticidas pelo uso de shampoos, coleiras, “sprays”,
“spot-nos” (liquidos de aplicacdo imediata sobre as pulgas), sabonetes, talcos, comprimidos,
entre outros (RUST, 2005).

Os programas de controle possuem como fundamento a combinacdo de métodos
mecanico/culturais (manejo das condi¢cdes ambientais) e de métodos quimicos (uso adequado
de produtos seletivos) (FLORENCIO, 2013).
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2.5.2 Controle mecéanico

A primeira etapa para o controle mecanico de pulgas, segundo Linardi e Guimaraes
(2000) nos animais domésticos, como cdes e gatos de pelo curto, é a higiene aliado a catacéo
manual e a retirada mecénica das pulgas frequentemente. O controle mecéanico deste parasito
envolve muitos aspectos, inclusive o sociocultural. Este método visa principalmente alterar
e/ou remover as condigdes que propiciam o desenvolvimento de populagdes de pulgas num
ambiente interno e externo, onde os ovos, larvas e pupas residem — e dos animais, que
abrigam a fase adulta do parasita (RUST, 2005).

Dentre as medidas a serem tomadas para o controle do ambiente externo, incluem-se o
uso de aspirador de pd, a lavagem do piso e da cama do animal, o0 manejo adequado da
vegetacdo e solo, e a restricdo do contato do cdo com outros animais, externos ao domicilio
(MELO, 2006).

2.5.3 Controle quimico

Até o inicio da Segunda Guerra Mundial, a selecdo de inseticidas era muito limitada,
porém com o advento da guerra que se conheceu as propriedades dos organoclorados, dos
quais o DDT é o mais conhecido (SANTOS, 2002). No entanto, devido a persisténcia e bio-
magnificacdo destes pesticidas na cadeia alimentar, seu uso entrou em declinio e logo eles
foram substituidos pelos inibidores da acetilcolinesterase (SHARMA, 2006). E assim, poste-
riormente, indmeras novas formulacGes, com diferentes mecanismos de acdo foram sintetiza-
das (Tabela 1).

Atualmente existem variados tipos de formulac6es e métodos de aplicacédo de insetici-
das como: sabonetes, xampus, pds molhaveis, concentrados emulsionéves, talcos, “spray”,

colares impregnados, “spot-on”, “strip-on”, “pour-on”, que sdo empregados no controle dos

principais ectoparasitos de cdes e gatos (SCOTT et al., 2002).
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Tabela 1: Classes farmacoldgicas de parasiticidas com seus respectivos mecanismos de a¢éo

Organoclorados-1 DDT “Vazamento” dos canais de sodio de neurdnios
Organoclorados-2 Dieldrin Bloqueio dos canais de cloreto GABA-érgicos
Organofosforados Coumafés Inibicdo da acetilcolinesterase

Carbamatos Carbaryl Inibicdo da acetilcolinesterase

Piretroides Permetrim “Vazamento” dos canais de sodio de neurdnios
Formamidinas Amitraz Ligacéo a receptores de octopamina
Spinosinas Spinosad Agonista do receptor nicotinico colinérgico

Neonicotinoides  Imidacloprid Agonista do receptor nicotinico colinérgico

Avermectinas Ivermectina  Ativacéo de canais de cloreto
Fenilpirazois Fipronil Blogueio dos canais de cloreto GABA-érgicos
Isoxazolinas Afoxolaner  Bloqueio dos canais de cloreto GABA-érgicos

Fonte: Adaptacdo de knolhoff & Onstad (2007).

Boa parte dos produtos quimicos utilizados para controle de ectoparasitas de
importancia veterindria atua como neurotoxinas, seletivamente no sistema nervoso de
artropodes (COOP, 2002). Entretanto, o uso indiscriminado e de maneira incorreta desses
produtos pode levar ao desenvolvimento de resisténcia dos ectoparasitas ao tratamento,
levando preocupagdes quanto a seguranca humana e ambiental. Como no caso dos carbamatos,
organofosforados e organoclorados, por exemplo, que sdo produtos utilizados ha mais tempo e
que hoje sabe-se da resisténcia dos insetos contra eles (HALOS et al., 2014, COOP, 2002).

O uso descontrolado dessas novas medicacfes, além de provocar episédios de
resisténcias, podem também gerar casos de tolerancia, em que se percebe uma menor
suscetibilidade dos insetos ao tratamento, que pode ser resultado da variabilidade genética
dentro de uma populacéo de pulgas por meio da selecdo natural (BENELLI & PAVELA, 2018;
COLES & DRYDEN, 2014; HALOS et al., 2014).

2.5.4 Classes quimicas inibidoras da acetilcolinesterase

Acetilcolinesterase (AChE) (EC 3.1.1.7) é a enzima responsavel por catalisar a
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina levando a liberacdo de acetato e colina. A
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acetilcolina € um dos mais importantes neurotransmissores nos insetos, e a inibigdo da AchE
leva a um colapso sinaptico generalizado que paralisa o inseto até a morte.

Sendo assim, a AChE ¢é um alvo importante para o desenvolvimento de novos
inseticidas. A AChE é uma serino hidrolase que apresenta variadas formas moleculares que
podem ser divididas em formas assimétricas e formas globulares (MASSOULIE & BON,
1982). Nos insetos sdo encontradas apenas as formas globulares: monémeros, dimeros ou
tetrdmeros. Estas sdo secretadas como formas sollveis ou ancoradas a membrana por um
dominio hidrofébico (KIM et al., 2010).

Classes quimicas como os organofosforados e os carbamatos, atuam inibindo a acéo
da enzima acetilcolinesterase. Os carbamatos competem com a acetilcolina pelos sitios de
ligacdo da acetilcolinesterase, causando uma constante estimulacdo nervosa, levando a morte
do inseto por paralisia, porém o processo € reversivel, ja os organofosforados provocam uma
inibicdo irreversivel da acetilcolinesterase, embora tenham o mecanismo de agdo similar aos
dos carbamatos (MASON et al., 1984).

E importante frisar que as duas classes de compostos sdo as principais classes de
pesticidas utilizadas em todo o0 mundo. Segundo Assis e colaboradores (2010) as duas classes
juntas compartilham cerca de 50 % do mercado mundial de inseticidas / acaricidas. O amplo
emprego desses compostos na agricultura no controle de insetos como 0s mosquitos vetores
da dengue e da malaria, deve-se a sua eficacia como inseticidas, assim também, como ao fato
de que estes compostos possuem decomposicao relativamente rapida apos a sua aplicagéo,
ndo se acumulando permanentemente na natureza, se comparado a outros inseticidas. Embora
oferecam menor risco para 0 meio ambiente, os inseticidas OF e CARB s&o altamente toxicos
para animais e humanos (SHADNIA, et al., 2005; LOPEZ, et al., 2013; YE, et al., 2013), ja

gue a AChE de vertebrados sdo similares, em termos de estrutura e funcéo, a dos inseto.
2.6 A levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo

Leveduras sdo microrganismos pertencentes, em grande parte, ao grupo dos
ascomicetos. Sdo fungos unicelulares, eucariontes, heterotroficos, imdveis e com parede
celular bem definida e possui como caracteristica importante uma grande heterogeneidade
qguanto ao tamanho celular, forma, cor e divisdo celular, apresentando grandes diferencas
mesmo em individuos da mesma linhagem. Essas mudancas sdo resultantes da sensibilidade
destes fungos a mudangas nas condigdes ambientais (FERNANDES, 2009). A levedura S.
cerevisiae (Figura 10) pertence a classe Saccharomycetes, a ordem Saccharomycetales, a
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familia Saccharomycetaceae e & subfamilia Saccharomycetoidea, que abrange 26 géneros.
(KREGER-VAN, 1987; FERNANDES, 2009).

Figura 10: Leveduras de Saccharomyces cerevisiae
Fonte: Murtey e Ramasamy (2016).

A levedura S. cerevisiae € um microrganismo eucaridtico unicelular de formato
globular alongado, podendo haver a formacdo de pseudo-hifas que sdo resultantes do
brotamento multilateral. A S. cerevisiae contém todas as principais organelas que também séo
comuns as células animais, como o ndcleo, reticulo endoplasmatico, as mitocdndrias, aparelho
de Golgi, vacutolo, citoesqueleto e se diferencia por apresentar parede celular constituida
principalmente por glucano e mananoproteinas (MONTES, et al., 2016).

Apesar de ser mais complexo que bactérias, seu genoma é de facil manipulacdo e esse
microrganismo apresenta inimeras vantagens técnicas que possibilitaram um rapido progresso
na genética molecular. Algumas de suas vantagens sdo: o rapido crescimento, células
dispersas, a facilidade de plagueamento de réplicas e isolamento de mutantes, um sistema
genético bem definido e um sistema de transformacéo altamente versatil (GIETZ & WOODA,
2002).

Por apresentar varias vantagens a levedura S. cerevisiae vem sendo usada hd muito tempo
como um modelo robusto para compreensdo de diferentes processos celulares. Com a
sequéncia completa do seu genoma, sua similaridade genética e bioquimica com os mamiferos
mostrou-se de grande valia como referéncia para sequenciamento de genes humanos e de

outros eucariotos superiores, passando a ser um modelo util para melhor compreensdo de
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diferentes funcdes bioldgicas, em especial na biologia do céncer, estudos de genética
toxicoldgica e doencas humanas (GOFFEAU, et al., 1996).

Além disso, linhagens de S. cerevisiae sdo usadas de forma frequente nas industrias
quimica, alimenticia, farmacéutica e na tecnologia ambiental, com fins de biorremediacéo,
tratamento de residuos e recuperacao do solo (PENNACCHIA, et al., 2008; SCHNEIDER, et
al., 2009; DEVER, et al., 2016).

2.7 Importancias do uso de 6leos essenciais como alternativa aos inseticidas

Embora os produtos quimicos sejam essenciais para o controle dos ectoparasitas, eles
podem apresentar-se prejudiciais ao meio ambiente e aos animais em geral, além dos riscos ja
citados, os ectoparasitas estdo se tornando resistentes a determinados inseticidas e esse fator,
muitas vezes, esta diretamente ligado ao uso indiscriminado dos produtos ou ao seu alto grau
residual, podendo prejudicar 0 meio ambiente, 4gua, ar e solo (SOUZA, 2013; CASTRO, et
al.,2021).

Com isso vém crescendo a preocupacao e interesse de utilizar produtos alternativos com
menor impacto ao meio ambiente, as pessoas e a fauna, amenizando os riscos (ZANANI, et al.,
2022). Assim, o uso de OE apresenta-se como uma alternativa por ser considerado
ecologicamente correto devido a alta biodegradabilidade, facil obtencdo e seguranca
ambiental em comparacédo aos agentes sintéticos (FERNANDES & FAVERO, 2014).

Nesse contexto, o crescente interesse mundial por produtos derivados da biodiversidade
(FUNARI & FERRO, 2005), cria oportunidades para o Brasil devido a sua ampla riqueza
vegetal que concedeu ao pais o ranking com a maior diversidade genética vegetal do mundo
com 45.976 espécies diferentes catalogadas (REFLORA, 2020). Entre os principais ativos dos
vegetais a serem isolados dos biomas brasileiro tendo em vista a aplicacdo econémica no
controle de insetos-praga, destacam-se os OESs, que estdo presentes nas chamadas plantas
aromaticas (SOUZA, 2015).

Os OEs possuem naturalmente substancias com um amplo espectro de atividade contra
insetos, que variam de acordo com 0s seus constituintes quimicos em acédo inseticida, inibicdo
da oviposicdo, regulacdo do crescimento, repelentes, entre outros (ISMAN, 2000). Muitos
compostos quimicos dos OEs interferem na atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE),
responsavel pelas conexdes neurais e neuromusculares dos artrépodes (SILVA, et al., 2017).
Essa inibicdo da acdo da AChE resulta no acimulo de acetilcolina na sinapse, causando

hiperexcitabilidade dos nervos motores e consequentemente convulsdo e paralisia nos insetos
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(COLOVIC, et al., 2013; LIONETTO, et al., 2013; RAJASHEKAR, et al., 2014). Outros
meios de acdo dos OEs também abrangem alteracdo no sistema nervoso octopaminérgico dos
insetos, ligando-se a seus receptores e aumentando o estado de excita¢do dos insetos, algo que
ndo ocorre com mamiferos ou outros animais, sendo mais seguro para humanos e animais
(JANKOWSKA et al., 2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Caracterizar quimicamente o 6leo essencial de Curcuma zedoaria e avaliar o potencial
inseticida contra o ectoparasita Ctenocephalides felis felis, visando identificacdo de possivel

mecanismo de acéo.
3.2 Especificos

Caracterizar quimicamente o 0Oleo essencial por Cromatografia Gasosa acoplado ao

detector de ionizagéo de chamas e Espectrometro de Massas (CG-DIC e CG-EM);

Determinar a acdo pulicida do 6leo essencial nas fases do ciclo reprodutivo das pulgas
(ovo, larva, pupa e adulto);

Avaliar a acdo anticolinesterasica do 6leo essencial visando propor um mecanismo de

acao envolvido;

Determinar a dose tdxica do 6leo essencial em modelos de Saccharomyces cerevisiae
avaliando o impacto do 6leo essencial na sobrevivéncia das células e na funcionalidade mito-

condrial.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

Os rizomas frescos de C. zedoaria foram coletados no Sitio Estrela do Oriente (GPS
15°55°06.70 S; 57°26°18.70 W) localizado no bairro de Comunidade Santana/MT e enviados
pelo pesquisador Dr. Jonas de Miranda (Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
de Mato Grosso-Campus Céaceres). Uma exsicata foi preparada e a espécie foi depositada no
Herbario do Instituo de Botanica (RBR-UFRRJ, Brasil), sob 0 numero de registro RBR57757.

4.2 Extracgao do 6leo essencial de Curcuma zedoaria

O oleo essencial (OE) dos rizomas da C. zedoaria, foi obtido por hidrodestilagdo em
aparelho Clevenger por 3 h continuas. Para tal, foram pesados 90 g do rizoma fresco cortado
em pequenos pedacos. A amostra foi inserida em um baldo de 2000 mL, seguido da adi¢do de
1800 mL de agua destilada; realizou-se a coleta do destilado por diferenca de densidade e o
OE foi seco com Na,SO, anidro. Por fim, os 6leos puros foram armazenados em frascos de
vidro @mbar a -20 °C, para posterior analise em CG/DIC e CG/EM.

4.3 Anélise da composicao do 6leo essencial de Curcuma zedoaria por CG/DIC e CG/EM

A analise da composic¢do quimica foi realizada em um Cromatdgrafo a gas 5890 Séries
Il (Agilent, USA), equipado com um detector de ionizagdo de chama e injetor no modo “split”
(1:20); as substancias foram separadas em uma coluna capilar de silica fundida similar a DB-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O gas hélio (He) foi utilizado como gas carreador com fluxo de
1 mL min™. A programacéo da temperatura do forno utilizada foi de 60 °C por 2 min com
incremento de 5 °C min™ até 110 °C, seguido por incremento de 3 °C min™ até 150°C e,
finalmente, seguido por incremento de 15 °C min™ até 290 °C, mantidos por 15 min. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 220 e 290 °C, respectivamente. Um
Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao espectrdmetro de massas QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN)
foi utilizado para separar e analisar as substancias presentes no 6leo essencial da planta
aromatica. O fluxo de hélio, a coluna capilar e a programacao de temperatura para a analise
por CG-EM foram as mesmas descritas para a analise por CG-DIC. As temperaturas do injetor
e de interface foram de 220 e 250 °C, respectivamente. Os espectros de massas foram obtidos
com detector quadrupolo operando a 70 eV, com intervalo de massa entre 40 e 400 m/z e a

razdo de 0,5 scans™.
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Os componentes foram identificados com base nos célculos dos indices aritméticos
IAX, correlacionando o tempo de retencdo dos compostos com o tempo de retencdo de uma
série homologa de n-alcanos (C7-C30). Sendo os resultados calculados e os modelos de
fragmentacdo dos espectros de massas, comparados com dados da literatura (ADAMS, 2017)
e no banco de dados do equipamento (Biblioteca NIST 2008).

4.4 Atividade anticolinesterasica do 6leo essencial

A atividade anticolinesterasica e velocidade de reacdo catalitica foram determinadas
pelo método modificado de Ellman (ELLMAN et al., 1961). Para determinacdo da inibicdo da
enzima AChE, utilizou-se o ensaio quantitativo em microplaca (RHEE et al., 2001;
TREVISAN et al., 2003), fazendo uso do leitor de microplaca de 96 pogcos DR-200B-NM, ja a
velocidade de reacdo foi calculada utilizando-se o programa de computador Microplate
Manager (Bio-Rad).

Para 0 ensaio utilizou-se acetilcolina como substrato, a qual é hidrolisada pelas
enzimas a tiocolina que reage com o reagente de Ellman (DTNB) produzindo 2-
nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato.

A ordem em que cada reagente foi pipetado e adicionado aos poc¢os da microplaca foi:
solucdo tampdo TRIS/HCI, pH 8, DMSO a 3%, 6leo essencial (12 pL) diluido em DMSO 3%,
enzima acetilcolinesterase (AChE) e o DTNB (0,012 g) solubilizado em 10 mL de solucao
tampdo TRIS/HCI pH 8. Por ultimo, foi pipetada a acetilcolina(ACh) (0,0868 g) solubilizada
em 2 mL de agua destilada (Tabela 2), dando inicio a reacdo. Apds, 10 min foi realizada a
leitura da placa no aparelho em comprimento de onda de 412 nm, obtendo-se os valores de

absorvancias em cada poco (Tabela 3 e Figura 11).

Tabela 2: Ensaio de AChE (esquema de pipetagem pL)

Reagentes BC C1(DMSO 3%) Cc2 C3 C4

Tampéao TRIS/HCI 40 30 30 30 30
DMSO 3% - 10 - - -

OE - - 10 10 10

AChE 10 10 10 10 10

DTNB 125 125 125 125 125

ACh 25 25 25 25 25

BC: branco; C: controles.

Fonte: elaboracéo do autor
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Tabela 3 : Esquema de pogos do ensaio de AChE

1 2 3 4 5
A BC Cl1 C2 C3 C4
B BC Cl1 C2 C3 C4
C BC C1 C2 C3 C4

Fonte: elaboragéo do autor

Figura 11: Placa de ensaio da AchE
Fonte: propria

4.5 Atividade in vitro do 6leo essencial contra C. felis felis em todas as fases do ciclo de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulta

4.5.1 Teste de mortalidade

Os experimentos seguiram os padrdes estabelecidos pelo Comité de Etica para Uso A-
nimal do Instituto de Veterinaria (CEUA/IV n° 4313110419). As pulgas (adultas), foram obti-
das de uma coldnia de C. felis felis mantida desde 1998 no Laboratorio de Quimioterapia Ex-
perimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ).

4.5.2 Mortalidade no ciclo evolutivo da pulga (Teste de Screening)

Para estabelecer a concentracdo em que o OE de C. Zedoaria é capaz de provocar a
morte das pulgas em seus diferentes estagios de ciclo de vida, primeiramente faz-se necessaria
a realizacdo do Screening (triagem das concentragdes), para que seja possivel determinar as
faixas de concentracdo em que OE foi eficaz, possibilitando assim a realizagdo do teste defini-
tivo e a determinacdo das concentracOes letais (CLsg e CLg). Dessa forma o Screening do
ensaio foi realizado em seis repetigdes de 10 solu¢bes com concentracdes variando de 1,56

ug. cm?a 800 pug.cm™.
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4.5.3 Mortalidade no ciclo evolutivo da pulga (Teste definitivo)

As analises foram realizadas pelo método de impregnacdo com papel filtro
(LAMBERT et al., 2020). Para a realizacdo dos bioensaios foram feitas dilui¢cGes seriadas
(1:2) a partir da amostra do OE de C. zedoaria, obtendo-se assim, 10 solugdes com concentra-
cBes variando de 500 ug.mL™ a 50000 pg.mL™. As diluices foram feitas utilizando-se aceto-
na como diluente, ja que esta possui a capacidade de solubilizar o OE. Apos preparadas, ho-
mogeneizou-se as dilui¢des em ultrassom Ultronique por aproximadamente 20 minutos.

Para o controle positivo foi utilizado o Fipronil a 400 pg.cm™; preparado a partir de
uma solucéo de Fipronil 1mg.mL™, diluido em acetonitrila. A realizacdo do controle positivo
foi feita para garantir a viabilidade da col6nia. A impregnacao das dilui¢Oes foi realizada em
duas replicatas, com tiras de papel filtro (10 cm?) para pulgas adultas, e discos de papel filtro
(23,76 cm2) para imaturos (ovos, larvas e pupas). As tiras foram impregnadas com 200 uL e
o0s discos com 470 uL de suas respectivas diluigdes, de modo que as concentragdes finais para
0 OE de C. zedoaria ficaram na faixa de 10 a 1000 pg.cm™, a secagem de ambas procedeu-se
em temperatura ambiente no intervalo de tempo de 1 h.

4.5.4 Avaliagéo da atividade adulticida in vitro do 6leo essencial contra Ctenocephalides
felis felis

Apds impregnacdo e secagem, as tiras foram colocadas em tubos de ensaio contendo
10 adultos nao alimentados de C. felis felis, que foram vedados com tecido ndo tecido (TNT)
e elastico. Os tubos de ensaios foram acomodados em camaras climatizadas a 28+1 °C com
umidade reativa de 75+10 %, avaliando-se a motilidade das pulgas 24 e 48 h ap6s as mesmas
serem colocadas em contato com as fitas impregnadas. Contabilizaram-se as pulgas vivas
com auxilio de um microscépio estereoscépico.

4.5.5 Avaliacdo da atividade ovicida, larvicida e pupicida in vitro do 6leo essencial con-
tra Ctenocephalides felisfelis

Apds impregnagdo e secagem, os discos secos (com aproximadamente 55 mm de dia-
metro), foram inseridos em placas de petri (60 mm x 15 mm), juntamente com 10 larvas ali-
mentadas, no terceiro instar de desenvolvimento, As placas de petri, ja fechadas, foram aloca-
das em camaras climatizadas a 28+1 °C com umidade reativa de 75+10 %. Avaliando-se a
motilidade das larvas 24 e 48 h ap0s as mesmas serem colocadas em contato com os discos

impregnados.
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Para avaliacdo de ovos e pupas, foram realizados 0os mesmos procedimentos diferenci-
ando apenas o intervalo de tempo. Nos ovos avaliaram-se a eclodibilidade ap6s 72 h, ou seja,
ovos que eclodiram dando origem as larvas eram contabilizados como vivos, ja em pupas
quantificaram-se os adultos emergidos do pupéario ap6s incubacao por 15 dias, com auxilio de

um microscopio estereoscopico.

4.6 Avaliacdo da toxicidade do OE de Curcuma zedoaria em modelo eucarioto de Sac-

charomyces cerevisiae in vitro
4.6.1 Meios de cultura

Para a realizagdo do experimento a cepa utilizada foi Saccharomyces cerevisiae (BY4741)
que foi adquiridas da companhia Euroscarf, localizada em Frankfurt, na Alemanha.

Neste trabalho foram utilizadas duas formulagGes de meios de cultivo: meio Yeast
Peptone Dextrose (YPD) 2% liquido, composto de 1% de extrato de levedura (Difco/USA),
2% de peptona (Difco/USA) e 2% de glicose (Sigma); YPD 2% sélido, composto de 1% de
extrato de levedura (Difco/USA), 2% de peptona (Difco/USA), 2% de glicose (Sigma) e 2%
de agar (Kasvi) para solidificar o meio. Os frascos erlenmeyer contendo meio YPD 2%
liquido foram preparados obedecendo a proporcdo de 20% de volume do frasco/volume de
meio de cultura liquido. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
O meio sélido era vertido em placas estéreis em ambiente estéril proporcionado por uma

cabine de fluxo laminar (com filtro HEPA, Marca Esco®).
4.6.2 Preparacéo de repique e indculo

Os repiques, uma técnica laboratorial baseada na transferéncia de um microrganismo de
um meio de cultura para outro com a finalidade de manter as células utilizadas nutridas e
metabolicamente ativas, foram preparados atraves da transferéncia de al¢ada de cultura para
superficie de agar contendo YPD 2% solido em um tubo viale. Este tubo era incubado a 28 °C
por 24 h em estufa incubadora refrigerada (BOD, Marca SOLAB®).

Para o preparo do indculo a fim de se trabalhar com as células na fase de crescimento
respiratorio (segunda fase de crescimento celular, com concentracdes da suspensdo celular
acima de 2,8 mg/mL), uma massa de células do repique fresco foi transferida diretamente para
o erlenmeyer contendo meio YPD liquido. O in6culo consiste em uma técnica laboratorial
baseada na transferéncia de um microrganismo para um ambiente rico em nutrientes

necessarios para promover o crescimento celular, resultando em uma maior disponibilidade de
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células para a realizagcdo dos experimentos.

O in6culo foi incubado a 28 °C por 22 h sob agitacdo de 160 rpm em incubadora tipo
shaker (Incubadora orbital refrigerada, Marca NOVATECNICA®). Apds o crescimento das
células, a concentragdo das mesmas foi determinada através da medida da absorvancia em
espectrofotometro (UV/Vis, Marca Biospectro®) a 570 nm.

4.6.3 Ensaio de Toxidez

Uma suspensdo celular (3 mg.mL™) foi incubada com 0,6 mg/mL de OE de C. zedoaria
, por 2 h a 28 °C e agitacdo a 160 rpm. Os ensaios foram realizados com um grupo controle
que ndo foi exposto a nenhum agente, um grupo de células sob estresse oxidativo expostas ao
perdxido de hidrogénio (1,0 mM), e por fim, um grupo de células incubadas com o OE. Apos
o0 tempo de incubag&o, aliquotas das suspens@es celulares correspondentes a 40 pg de células
foram diluidas em agua destilada estéril, e em seguida plaqueadas no meio de cultura sélido
YPD 2% e meio YPGLY 2% por espalhamento utilizando a alga de Drigalski flambada a cada
contato com as suspensdes celulares.
Os resultados sdo expressos em quantidade de col6nias encontradas nas placas com meio
de cultura. O meio YPGLY é onde avaliamos se hd dano mitocondrial ou ndo, uma vez que,
ao empregarmos este meio, compelimos a levedura a recorrer a mitocondria para a sua

sobrevivéncia.

30



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Componentes e caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Curcuma zedoaria

O dleo essencial dos rizomas de C. zedoaria apresenta coloracéo lilas, com rendimento
de 0,15%. O valor de rendimento encontrado apds a extracdo também aparece nos estudos
conduzidos por Syamsir et al., (2017), o qual descrevem rendimentos variando de 0,14 a
0,13% para o 6leo essencial de rizomas frescos de C. zedoaria provenientes da Malésia.

A identificacdo dos constituintes quimicos do OE de C. zedoaria por CG-EM é apresen-
tada na (Tabela 4 e Figura 12). Ao todo, 33 substancias foram identificados nesse estudo.
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a0
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500
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Figura 12: Cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Curcuma zedoaria

Tabela 4: Composi¢do quimica do 6leo essencial de Curcuma zedoaria

OEC Compostos IR lit % Area
Hidrocarbonetos monoterpénicos
1 a-pineno 932 1,46
2 Canfeno 946 2,66
3 Sabineno 969 0,49
4 B-Pineno 974 2,65
5 Mirceno 088 1,08
6 Limoneno 1024 1,63
Monoterpenos oxigenados
7 1,8 cineol 1026 24,11
8 2-nonanona 1087 0,77
9 Linalol 1095 0,92
10 Céanfora 1141 12,13
11 2-nonanol 1155 4,44
12 Isoborneol 1162 0,43
13 d-terpineol 1165 1,42
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14 Borneol 1174 1,84
15 Terpinen-4-ol 1186 3,26
16 a-terpineol 1226 0,26
17 Carvona 1239 0,49
18 Acetato de bornil 1284 0,29
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
19 B-elemeno 1389 1,66
20 pB-Cariofileno 1417 0,54
21 (2)-p-Farseno 1440 1,53
22 Trans-Muurola-3,5-dieno 1451 1,41
23 Aromadendrano dihidro 1460 0,34
24 Germacreno A 1508 1,19
25 Germacreno B 1559 0,8
Sesquiterpenos oxigenados
26 Curzereno 1499 0,8
27 Curzerenona 1605 9,68
28 a-Muurol 1644 0,7
29 a-Mudesmol 1652 0,55
30 Intermediol 1658 0,35
31 Germacrona 1693 4,26
32 Curcumenol 1733 1,23
33 Curcumen-12-ol-beta(Z) 1754 0,69
34 n.i n.i 0,31
35 Nn.i Nn.i 1,12
36 n.i n.i 1,02
37 Nn.i Nn.i 1,30
38 n.i n.i 4,33
39 Nn.i Nn.i 4,21
40 n.i n.i 0,93
Hidrocarbonetos monoterpénicos 9,97
Monoterpenos oxigenados 50,81
Monoterpenos totais 60,78
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 7,74
Sesquiterpenos oxigenados 18,26
Sesquiterpenos totais 26,00
Fenilpropandides -
N.I 13,22
Total 100,00

OEC: Ordem de eluicdo na coluna cromatografica; I.R: Indice de retencdo; N.I: Composto néo
identificado.

O Perfil cromatografico do 6leo essencial apresentou maior composicdo de monoterpenos

60,78% em relacdo aos sesquiterpenos 26%. Perfil cromatografico semelhante é apresentado

nos estudos de Junior et al., (2020), que a partir da CG/EM identificaram 27 compostos, em

sua maioria monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos.

32



Os constituintes majoritarios encontrados foram o 1,8-cineol (24,11%), canfora (12,13%) e a

curzerenona (9,68%) (Figura 13).

CHj
CHg3 CHj o

1,8-cineol Canfora Curzerenona

Figura 13: Estruturas quimicas dos trés principais componentes identificados no oleo
essencial de Curcuma zedoaria, por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas.

A composi¢do quimica encontrada no experimento é compativel com os dados da
literatura. Junior et al., (2020), avaliaram o Gleo essencial dos rizomas de C. zedoaria obtidos
em Cuiaba, Mato Grosso, Brasil e 0s compostos majoritarios encontrados foram: 1,8-cineol
(43,49%), curzerenona (13,40%) e canfora (12,29%).

Em concordancia, nos estudos de Dosoky et al. (2019), realizados através do método de
CG-EM, nos Estados Unidos, os principais componentes do 6leo de rizoma de C. zedoaria
foram: 1,8-cineol (7,0-38,4%), curzerenonal/epi-curzerenona (20,9-29,4%), a-copaeno
(17,4%) e canfora (8,6-8,8%).

Faz-se necessario salientar que alguns estudos apresentam resultados diferentes tanto na
composi¢do como na porcentagem dos constituintes quimicos majoritarios, quando compara-
dos a pesquisa realizada. Retnowati et al., (2014), obtiveram através do método CG-EM 20
compostos totais, sendo os majoritarios a canfora (49,51%), alcool isobornilico (12,66%),
borneol (4,23%), furanodieno (3,61%) e furanodienona (3,49%). J& Angel et al., (2014), des-
creveram para o 0leo essencial extraido dos rizomas fresco da C. zedoaria coletados na cidade
Trichur, Kerala, India, através do método CG-EM os principais constituintes quimicos
epicurzerenona (19%), ar-curcumeno (12,1%), zingibereno (12%) e P-sesquifelandreno
(9,8%).
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Essas variacGes podem ser atribuidas a diferentes fatores, tanto intrinsecos como em
nivel genético e fisioldgico, quanto extrinsecos como: método e época de cultivo e colheita,
métodos e formas de extracdo, origem geogréafica da planta, fatores ambientais, entre outros
(DE ALMEIDA, et al., 2020).

Entre os varios componentes encontrados no OE de C. zedoaria, o composto 1,8-
cineol, também denominado cineol, eucaliptol ou 1,8-epoxi-p-mentano, apresentou-se como o
composto majoritario com 24,11%. O 1,8-cineol é um monoterpeno, encontrado no dleo es-
sencial de muitas plantas arométicas, sendo considerado 0 composto majoritario presente em
véarios OEs de diferentes espécies (ANDRADE et al., 1994; ARAUJO et al., 2003;
TSCHIGGERL & BUCAR, 2010; KUMAR et al., 2012).

O 1,8 cineol mostrou-se em diferentes estudos um importante componente inseticida,
apresentando toxicidade contra piolhos da cabeca humana, Pediculus humanus capitis
(YANG, et al, 2004), larva de Aedes aegypti (BATISH et al., 2008) e pupa de Musca
domestica (KUMAR, et al., 2012). Também notou-se acdo repelente contra Acanthoscelides
obtectus, além de reduzir a fertilidade, diminuir a ecloséo de ovos, aumentar a mortalidade
larval e prejudicar a emergéncia de adultos nessa especie (PAPACHRISTOS;
STAMOPOULOS, 2002) . Mas por outro lado mostra baixo efeito acaricida ja que a taxa de
mortalidade, foi de apenas 37,5%, em carrapatos adultos aos 6 dias apds a imersdo em solugédo
a 5% (WALL, 2013).

5.2 Avaliagéo da toxidez do OE de Curcuma zedoaria

De acordo com Soares et al. (2005), células eucarioticas da levedura Saccharomyces
cerevisiae sao altamente adequadas para avaliar a capacidade antioxidante e da toxidez de
diferentes compostos, proporcionando resultados rapidos, reprodutiveis e que podem ser
correlacionados aos observados em seres humanos.

Desta forma, o0 ensaio de toxidez teve como objetivo analisar o nimero de células
vidveis da levedura S. cerevisiae geradas a partir de uma célula exposta ao OE de C. zedoaria
e ao agente estressor utilizado Peréxido de Hidrogénio (H,0,), revelando o quanto as

substancias influenciaram ou ndo a geracgdo de células filhas.
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Diversos estudos tem utilizado o H;0,, em diferentes ensaios devido suas
caracteristicas de agente oxidante, exercendo um papel importante no estresse oxidativo, ja
que é capaz de atravessar a membrana celular, de forma, relativamente, facil e gerar o radical
hidroxil (*OH), gerando estresse oxidativo (BARREIROS, 2006).

As células de S. cerevisiae foram tratadas com H,0; (1,0 mM) e OE de C. zedoaria na
concentracdo de 0,6 mg/mL em meio de cultura YPD (meio rico em glicose, com a levedura
atuando na fase fermentativa) e YPGLY (meio sem glicose e rico em glicerol, com a levedura
ativando as mitocondrias, atua na fase respiratoria), com resultados expressos em nimero de

unidades formadoras de coldnias (Gréaficos 1 e 2).
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Grafico 1: Avaliacdo da toxidez do OE de Curcuma zedoaria em meio YPD

Ao analisarmos detalhadamente o gréafico 1, observamos que a primeira barra se refere
ao controle, no qual as células de S. cerevisiae, ndo foram submetidas a substancias que
possam prejudicar o seu desenvolvimento. Na segunda barra, as células estdo expostas ao
H,0,, que é um agente estressor, como Vvisto anteriormente, causando a toxicidade das células
e levando a morte celular. Ja na terceira barra, as células estdo sob a acdo do OE de C.
zedoaria.

Ao compararmos as trés barras, observamos que o OE de C. zedoaria, aproxima-se
quantitativamente das células submetidas ao H,O,. Assim, pode-se verificar que o OE se

comporta de maneira toxica, prejudicando o desenvolvimento celular.
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Gréfico 2: Avaliacdo da toxidez do OE de Curcuma zedoaria em meio YPDGLY na
Viabilidade Celular e Danos na Ativacao Mitocondrial.

Os resultados das analises de viabilidade celular e impacto na funcionalidade mito-
condrial mostram que o OE de C. zedoaria, na concentracdo utilizada, apresentou danos a
ativacdo mitocondrial, pois seu comportamento foi muito distante quando comparado ao gru-
po controle e muito proximo do grupo de células tratados com H,O,.

Se 0 OE ndo tivesse causado algum dano na ativacdo da mitocondria, a quantidade de
col6nias encontradas no meio de cultura YPGLY seria maior ou igual ao do grupo controle.

Quanto a viabilidade, pode-se observar que as células colocadas em contato com o OE
apesentaram resultados bem proximos ao do H,O,, o qual mostra viabilidade baixa nos dois
meios (YPD e YPDGLY). Logo, o OE de C. zedoaria mostrou-se toxico nos dois ensaios
realizados com os diferentes meios.

N&o foram encontrados especificamente na literatura estudos de toxicidade utilizando
a levedura S. cerevisiae, realizados a partir de OE de C. zedoaria. No entanto, algumas pes-
quisas relacionam a atividade citotdxica do OE de C. zedoaria, assim como de seus compos-
tos majoritérios isolados, frente a outros modelos celulares eucaridticos in vivo e in vitro.

Retnowati et al. (2014), avaliaram o nivel de toxicidade do OE de C. zedoaria em A.
salina. A extracdo do OE foi dividida em 5 tempos de coleta. Os resultados indicaram que 0s

0leos essenciais do 5° tempo de coleta por destilacdo a vapor, testados em larvas de Artemia
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salina Leach apresentaram maior toxicidade, sendo o valor de CLs de 3,25 ppm (v/v). O 6leo
pode ser classificado com atividade antitumoral, por apresentar CLsq inferior a 40 ppm.

Ja Syamsir et al. (2017), investigaram o potencial citotéxico do OE dos rizomas de C.
zedoaria coletados na Malasia e Indonésia em linhagens de células cancerosas da mama hu-
mana (MCF-7 e MDA-MB 231), pulméo (A549 e SK-LU-1) e cervical (HeLa S3 e SiHa). O
rizoma malaio C. zedoaria foi considerado citotoxico contra as linhagens celulares MCF-7,
SK-LU-1, HelLa S3 e SiHa, com valores de I1Csosendo inferior a 10 pg/mL.

Corroborando com as pesquisas de citotoxidade Chen et al. (2013), em seus estudos
concluiram que o OE de C. zedoaria, possui efeitos citotoxicos eficientes em células de carci-
noma pulmonar de células (CPNPC) e causa apoptose celular. Os autores fornecem informa-
¢oes sobre 0s mecanismos moleculares subjacentes a apoptose induzida pelo OE de C. zedoa-
ria em células NSCLC. O estudo de inibi¢do tumoral in vivo mostrou que, ap0s ser injetado
por 3 semanas, 0 OE pode inibir funcionalmente a proliferacdo tumoral. A taxa de inibicao
tumoral em camundongos tratados com grandes doses pode chegar a 40%. Foi enfatizado o
teor do sesquiterpeno 8,9-desidro-9-formilcicloisolongifoleno, que atingiu aproximadamente
60% no 6leo essencial, como um potencial componente antitumoral a ser estudado em pesqui-
sas futuras.

No entanto, é necessario conduzir estudos adicionais para investigar se ocorre
sinergismo ou antagonismo entre as substancias presentes no o6leo essencial. Alguns
componentes podem interagir entre si, potencializando ou diminuindo os efeitos esperados, o

que pode estar contribuindo para a toxicidade observada.
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5.3 Mortalidade contra as pulgas Ctenocephalides felis felis em diferentes estagios do
ciclo de vida

Para avaliar se 0 OE de C. zedoaria poderia causar mortalidade nas fases do ciclo
evolutivo (ovo, larva, pupa e adulta) das pulgas da espécie C. felis felis e encontrar uma dose
eficaz e segura para futuros testes in vivo, foi realizado primeiramente o teste de Screening
(Tabela 5), para determinar as concentragcfes do OE a serem utilizadas no teste de
mortalidade definitivo.

Tabela 5: Mortalidade dos ovos, larvas, pupas e adultos de Ctenocephalides felis felis com o
6leo essencial de Curcuma zedoaria (teste Screening)

Concentrac&o (pg.cm™) ADULTO LARVA
24 h 48 h 24 h 48 h
Placebo 0,00 000 0,00 0,00
1,56 0,00 0,00 0,00 0,00
3,13 5,00 5,00 0,00 0,00
6,25 0,00 0,00 0,00 0,00
12,5 10,00 10,00 0,00 0,00
25 15,00 15,00 0,00 0,00
50 15,00 15,00 100,00 100,00
100 15,00 15,00 100,00 100,00
200 75,00 75,00 100,00 100,00
400 90,00 90,00 100,00 100,00
800 95,00 100,00 100,00 100,00
Concentrag&o (pg.cm™) OVO PUPA
72h 15 dias
Placebo 5,00 15,00
1,56 15,00 15,00
3,13 40,00 35,00
6,25 25,00 25,00
12,5 20,00 25,00
25 55,00 25,00
50 35,00 25,00
100 15,00 20,00
200 40,00 30,00
400 75,00 50,00
800 100,00 100,00

Resultados expressos em % de mortalidade
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Ao se analisar os resultados da Tabela 5, pode-se perceber que o OE de C. zedoaria
apresentou atividade inseticida contra a pulga C. felis felis em seus diferentes estagios.

O ovo e a pupa, apesar de ja apresentarem resultados satisfatorios na primeira concen-
tracdo analisada (1,56 pg.cm™), sofreram oscilacées durante a analise, impossibilitando a ob-
servacdo de uma linearidade da mortalidade a medida que a concentracdo aumentava. No en-
tanto, as larvas apresentaram mortalidade de 100% a partir da concentragdo de 50 pg.cm™ até
800 pg.cm, diferindo-se dos estagios de ovo, pupa e adulto em que o OE alcancou de 95% a
100% de mortalidade na concentracdo maxima analisada (800 pg.cm™). Ap6s a triagem, as
concentracOes foram escolhidas para o teste definitivo de acordo com sua maior taxa de mor-
talidade (Tabela 6 e Tabela 7).

Tabela 6: Ensaio definitivo para a determinacao da mortalidade das pulgas em suas diferentes
fases de vida com o 6leo essencial de Curcuma zedoaria

Concentracao OoVvO Concentracao LARVA
(ng.cm?) 72 h (ng.cm?) 24 h 48 h
Placebo 0,00 Placebo 0,00 0,00

10,00 10,00 47,00 3,33 3,33
20,00 24,00 56,40 3,33 3,33
49,00 34,00 65,80 18,33 18,33
99,00 44,00 75,20 46,67 46,67
198,00 56,00 84,60 65,00 65,00
297,00 88,00 94,00 85,00 85,00
396,00 98,00 117,50 100,00 100,00
235,00 100,00 100,00

Concentracao PUPA Concentracao ADULTO
(ng.cm?) 15 dias (ng.cm®) 24 h 48 h
Placebo 0,00 Placebo 0,00 0,00

10,00 577 100,00 1,67 5,00
20,00 13,46 120,00 0,00 3,33
49,00 25,00 160,00 10,00 11,67
99,00 36,54 180,00 23,33 25,00
198,00 53,85 200,00 46,67 48,33
297,00 80,77 300,00 78,33 81,67
396,00 94,23 400,00 95,00 96,67
800,00 100,00 100,00

1000,00 100,00 100,00

Resultados expressos em % de mortalidade
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Tabela 7: Mortalidade eficaz no ciclo de vida da pulga com 6leo essencial de Curcuma
zedoria

Fase de vida da pulga Concentracéo (ug.cm-2) % Mortalidade
Ovo (72 h) 396 98

Larva (24 h) 1175 100

Larva (48 h) 1175 100

Pupa (15 dias) 396 94,23

Adulto (24 h) 800 100

Adulto (48 h) 800 100

Freitas et al. (2021) demonstraram em seus estudos que o OE de I. verum causou 100%
de mortalidade de pulgas adultas na concentracdo de 400 pg.cm™ ap6s 48 h, o que diferiu do
presente estudo, que necessitou do dobro da concentragdo para causar 100% da mortalidade
nas pulgas adultas. Porém em 400 ug.cm'2 apos as 48h ja alcancou mortalidade de 96,6 %.

Além disso, Freitas et al. (2021) relataram que concentragbes de 80 pg.cm?, 20,0
ng.cm? e 140 pg.cm? do OE de 1. verum causaram 100% de mortalidade nos estagios de ovo,
larva e pupa, respectivamente. Ja a concentracdo de 40 pg.cm™ inibiu completamente o de-
senvolvimento dos ovos até o estadgio adulto. Por sua vez, o OE de P. graveolens causou
100% de mortalidade em concentragdes mais baixas apds exposicdo por 48 h: 240 pg.cm™
contra pulgas adultas; 100 pg.cm™ contra pupas; e 35 pg.cm™ para inibicdo do ciclo bioldgi-
co.

Por outro lado, as concentragfes que causaram 100% de mortalidade foram maiores
para atividade ovicida (60 ug.cm'z) e atividade larvicida (40 ug.cm'z). Comparando-se com
os resultados obtidos na presente pesquisa, observamos que 0 OE de C zedoaria necessitou de
concentracOes muito maiores para atingir a mortalidade total da pulga em seus diferentes es-
tagios de vida.

Corroborando com os estudos acima, Finamore (2019) demonstrou mortalidade corrigi-
da de C. felis felis adultas induzida pelo 6leo de Cedrela fissilis de 90% no tempo de 24 h e de
100% no tempo de 48 h na concentragao de 40.000 pg/mL, que correponde a 800
png.cm?,onde observamos um valor aproximado no presente estudo em relacdo a mortalidade

total de pulgas adultas.
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Né&o foram encontrados especificamente na literatura estudos realizados a partir de OE de

C. zedoaria frente as pulgas. No entanto, algumas pesquisas demonstraram a atividade
inseticida do OE de C. zedoaria especialmente contra 0 mosquito Aedes aegypti e outros
estudos relacionando a atividade inseticida de diferentes OE de plantas contra pulgas.
Os estudos realizados a partir do OE de C. zedoaria incluiram também a avaliacdo da

CLgo e CLsp nos ensaios realizados frente aos ectoparasitas. A (Tabela 8) apresenta os valores

de concentracdo letal obtidos nesta pesquisa:

Tabela 8: Concentracdo letal 50 e 90 do OE de C.zedoaria

Fase dapulga CLs Clgo
(ugom?)  (ugom?) Sore R

Ovo (72 h) 49,65 370,85 1,47 0,975
Larva (24 h) 77,46 97,55 12,85 0,912
Larva (48 h) 77,46 97,55 12,85 0,912
Pupa (15 dias) 103,08 446,33 2,01 0,989
Adulto (24 h) 255,51 346,11 6,89 0,849
Adulto (48 h) 219,28 329,84 7,23 0,839

Champakaew et al. (2007) observaram boa eficécia larvicida contra mosquitos A.
aegypti do OE de C. zedoaria e sua preparacdo formulada pela adi¢do de granulos de areia
impregnados ao 6leo. A formulacdo apresentou potencial pronunciado contra larvas de A.
aegypti com CLsp e Clgg de 33,45 e 83,39 ppm, respectivamente. A aplicagdo de 6leo de
zedoaria puro em uma dosagem que rendeu dez vezes a de CLgg Ofereceu mortalidade larval
completa (100% de mortalidade) por um periodo de 3 dias, e a mortalidade larval
subsequentemente diminuiu para menos de 50% ap6s a aplicagdo por mais de 5 dias, ja a
formulagdo com granulos de areia impregnados com OE de zedoaria proporcionaram
atividade notavelmente mais longa, com mortalidade larval de 100% por um periodo de 9 dias;
e mortalidade abaixo de 50% foi obtida na 3% semana de aplicacédo

Chaiyasit et al. (2006), avaliaram a acdo adulticida do oléo de C. zedoaria contra duas
populacdes de A. aegypti, as cepas de laboratério e de campo natural. O bioensaio de ativida-
de adulticida foi realizado pela aplicacdo topica do 6leo essencial da planta em mosquitos
fémeas. A atividade adulticida revelou que o 6leo essencial de C. zedoaria foi eficaz em 24 h
nas duas populacGes, com CLsy de 5,94 pug/mg para populagdo de laboratério e 6,02 pg/mg
para populacdo do campo. No entanto, a cepa de laboratério foi ligeiramente mais suscetivel

que a populagéo do campo.
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Ainda corroborando com os estudos sobre a atividade do 6leo essencial de C. zedoaria
na espécie do mosquito A. aegypti, Oliveira et al. (2019) avaliaram o potencial bioinseticida
(OE) extraido dos rizomas da zedoaria. Os rizomas foram coletados durante o periodo de
dorméncia (inverno) e brotacdo (verdo). Os bioensaios sobre larvas e pupas de A. aegypti
foram realizados pelo teste de larvas e pupas nos diferentes periodos OE (dorméncia e
brotac&o), que variam de 500 mg/mL™ (v/v). Os resultados sobre as larvas e pupas indicam
uma CL g9 de (0,01 e 1,38 mg/mL™), para o OE da dorméncia, e (0,08 e 2,63 mg/mL™), para
0 OE do periodo de brotacdo, respectivamente, indicando maior atividade do OE da
dorméncia.

A partir dos resultados encontrados neste estudo e da comparagdo com outras pesquisas
que avaliaram o potencial bioinseticida do OE de C. zedoaria, mencionadas acima, pode-se
concluir que o OE apresentou um efeito promissor na atividade inseticida contra insetos
hematofagos.

Comparando a atividade inseticida de OEs de diferentes plantas contra a pulga Cteno-
cephalides felis felis Lambert et al. (2020), avaliaram a atividade in vitro do 6leo essencial de
Syzygium aromaticum contra pulgas adultas e sua acdo na maturacao de ovos em adultos de
C. felis felis. Os resultados obtidos para pulgas adultas foram concentracéo letal 50 (CLsg) de
5,70 pg.cm™? em 24 h e 3,91 pug.cm? em 48 h. A CLg foi de 16,10 pg.cm™ e 15,80 pg.cm™
em 24 e 48 h, respectivamente. J& a inibigdo da maturacdo dos ovos em adultos foi de A CLsg
0,30 pg.cm™ e a CLgo de 3,44 pg.cm™

Finamore 2019, encontrou em seus estudos com os 6leos essenciais de Cedrela fissilis,
Eucalypto globulus, Mentha pulegium e Mentha arvensis, diferentes resultados da acao inseti-
cida contra pulgas adultas C. felis felis. O OE C. fissilis mostrou atividade inseticida com os
valores de CLsp de 7404,48 pg/mL e 4021,38 pg/mL apds 24 e 48 h, respectivamente. Ja o OE
de Eucalypto globulus, mostrou valores de CLso de 376428,67 em 24 h e 40873,67 em 48 h.
Na anélise da CLso do OE M. pulegium de ap6s 48 horas foi encontrado o valor de 11337,88
pg/mL, com intervalo entre 4491,81 — 32154,48 ug/mL. No OE de Mentha arvensis os dados
ndo suportaram a andlise de prébites.

Freitas et al. (2021), avaliaram a atividade pulicida de dois 6leos essenciais Ilicium
verum e Pelargonium graveolens. A comparacéo dos valores estimados de concentracéo letal
dos dois OEs demonstraram que 0s estagios imaturos foram mais susceptiveis quando medi-

dos pelos valores de CLso, para inibicdo do ciclo biolégico, 18,8 a 36,9 pg.cm™ contra ovos,
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12,1a16,3 ug.cm'2 contra larvas e 35,4 a 67,6 pg.cm'2 contra pupas, respectivamente.

O mesmo padrao foi observado para os valores de CLgg estimados, variando de 20,4 a
30,1 pug.cm™ para inibicdo do ciclo biolégico, 54,5 a 55,6 pg.cm™em relacéo a ovos, 16,8 a
32,3 pg.cm em relagdo as larvas e 85,4 a 87,9 ug.cm™versus pupas. Ja para pulgas adultas,
as atividades inseticidas medidas por CLsy € CLgg variaram de 119,1 a 164,6 pg. cm™ e de
209,5 a 258,1 ug.cm'z, respectivamente.

Pereira (2022) avaliou em sua pesquisa o potencial inseticida dos OEs de Baccharis
trimera e Mimosa verrucosa contra C. felis felis, apresentou os seguintes valores; para CLs
309,52 e 194,5 pug.cm™ contra ovos, em média 34,57 e 253 pg.cm™ contra larvas, respectiva-
mente. J& para o estagio imaturo pupa, apenas o OE de Baccharis trimera apresntou resultado
324,13 ug.cm'2 . Para os valores de CLg, apresentaram 1391,85 a 563,08 ug.cm'2 contra o-
vos, em média 44,93 e 641,2 pg.cm™ contra larvas , respectivamente. J4 para o estagio imatu-
ro pupa, apenas o OE de Baccharis trimera obteve resultado 1160,35 pg.cm™. Na pulga adul-
ta 0s OEs apresentaram para LCsp € LCgo em 24 h e 48 h 0os mesmo resultados de 369,22 para
Baccharis trimera e de 678,13 pg.cm™ para Mimosa verrucosa. Comparando-se a acdo puli-
cida do oleo essencial de C. zedoaria, com os resultados de Pereira (2022), podemos observar
que para ovos o OE de C. zedoaria apresentou CLsq 49,65 pg.cm™e CLg 370,85 pg.cm™com
mortalitade satisfatdria e concentracéo letal mais baixa em relagdo aos OEs de Baccharis tri-
mera e Mimosa verrucosa. No entanto, contra larvas, o OE de C. zedoaria precisou de uma
concentracdo maior Clso 77,46 pg.cm® e Clgg 97,55 pg.cm™ se comparado ao OE de
B.trimera. Ja 0 OE de M. verrucosa apresentou uma concentracdo mais alta com média de
CLso 253 pg.cm™e Clgg 563,08 pg.cm™ em relacéo ao OE de C. zedoaria. Tanto nos estagios
de pupa quanto em pulgas adultas o OE de C. zedoaria apresentou uma concentracgdo letal 50
e 90 mais baixas que os dois OEs citados no estudo.

Ao comparar nosso estudo com os resultados obtidos por Freitas et al. (2021), no qual
utilizou-se os OEs I. verum e P. graveolens, podemos inferir que a C. zedoaria necessitou de
uma concentra¢do muito alta de OE para mortalidade das pulgas em todo ciclo biol6gico (ovo,
larva, pupa e adulto) tanto em CLso quanto CLgy.

Com base nos achados deste estudo e em comparacdo com a literatura disponivel, é
possivel notar que ha uma grande diferenca nas concentracdes letais encontradas. Isso pode
ser explicado pela composi¢do quimica das plantas responsaveis pela producdo dos dleos

essenciais analisados
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5.4 Avaliagéo da atividade da enzima acetilcolinesterase

Para realizagdo dos ensaios de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (peixe elétri-
co/Electrophorus electricus- adquirida da Sigma Co), primeiramente foi elaborada uma pa-
dronizacdo de diluicdo da enzima, para determinar a atividade enzimatica, assim como a

concentracdo adequada para realizacdo dos experimentos (Gréfico 3) .
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Grafico 3: Atividade da acetilcolinesterase em diferentes concentragdes da enzima

De acordo com o Grafico 3 a atividade enzimatica foi satisfatéria com as dilui¢des uti-
lizadas. A diluicdo escolhida para realizacdo dos ensaios subsequentes foi de 0,01(log10) que
corresponde a concentracao enzimatica de 0,176 mU/mL.

Apo6s o ensaio da diluicdo enzimatica, realizou-se a avaliacdo do pontencial inibitorio
da atividade da enzima acetilcolinesterase utilizando o OE de C. zedoaria como um possivel
inibidor. A escolha das concentracdes do OE para o ensaio da acetilcolinesterase envolveu
uma triagem baseada em estudos prévios realizados a partir do método de Ellman e diluicbes
seriadas em DMSO 3%. Durante a triagem, diferentes concentragdes foram testadas para ava-
liar a atividade anticolinesterase.

Constatou-se que concentracdes maiores que 0,5 mg/mL e menores que 0,125 mg/mL
ndo apresentaram acgdo inibitoria relevante frente a acetilcolinesterase. Portanto, essas concen-
tragOes foram consideradas fora da faixa de interesse para o ensaio.

Logo, as concentracdes utilizadas foram: 0 125; 0, 25 e 0,5 mg/mL (Gréfico 4).
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Grafico 4: Efeito do 6leo essencial de Curcuma zedoaria sobre a atividade de acetilcoli-
nesterase

Como observado no Grafico 4, as concentragdes utilizadas ndo foram capazes de inibir
a atividade da acetilcolinesterase, uma vez que ndo houve interferéncia na inibicdo da enzi-
ma. A atividade observada utilizando-se o Gleo essencial quando comparado ao controle
comprovou baixa inibicdo, uma vez que o 6leo inibiu cerca de 20% da atividade enzimatica,
mesmo em sua maior concentragéo.

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima que desempenha papel essencial no meca-
nismo colinérgico, sendo capaz de catalisar a hidrélise da acetilcolina na transmissdo do im-
pulso nervoso na sindpse colinérgica entre neurdnios. A enzima esta ligada a membrana basal
entre as membranas pré- e pés-sinapticas desempenhando seu papel fisiologico (RANG et al.,
2004).

Numerosos 6leos essenciais tém demonstrado atividade de inibicdo contra a AChE,
incluindo plantas da familia Zingiberaceae como a Curcuma longa (BARBOSA, 2018). Essa
atividade é explicada pela identificacdo de constituintes desses 6leos como monoterpenos
neral, geranial e linalol (DOHI et al., 2009; PICOLLO et al., 2008), sesquiterpenos como Oxi-
do de cariofileno, tumerona e alguns fenilpropandides (FUJIWARA et al., 2010). Que se mos-

Oliveira et al. (2019), utilizaram o método de Marson et al. (2002) em seus estudos para

avaliar a atividade inibitoria do OE de C. zedoaria sobre a enzima AChE e conclui que entre
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as concentracdes de 0,039 a 0,156 mg/mL ™, houve uma inibicéo significativa da enzima. No
entanto, os resultados obtidos na presente pesquisa, utilizando o método modificado de

Ellman, mostraram-se pouco eficazes na inibicdo da AChE nas concentragdes avaliadas.
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6 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se observar, primeiramente, por
meio da andlise cromatografica, que o OE de C. zedoaria € rico em constituintes monoterpé-
nicos e sequisterpénicos, possuindo, ainda, como constituintes quimicos majoritarios o 1,8-
cineol (24,11%), a canfora (12,13%) e a curzerenona (9,68%), 0s quais estdo relacionados
com diversas propriedades do OE, dentre elas: atividade antiinflamatdria, antimicrobiana,
antiparasitaria, inseticida e antioxidante.

No que se refere a acdo do OE contra a pulga C. felis felis, os resultados obtidos de-
monstraram atividade inseticidaem todos estagios do ciclo reprodutivo da pulga (ovos, larvas
pupa e adultos).

Nos ensaios de atividade anticolinesterasica, pode-se verificar que a atividade ob-
servada, utilizando-se 0 OE quando comparado ao controle, comprovou baixa inibigdo, uma
vez que o OE inibiu cerca de 20% da atividade enzimética, mesmo em sua maior concentra-
¢éo (0,5 mg/mL).

Na apuracédo dos dados obtidos atraves dos ensaios de toxicidade utilizando-se como
modelo de pesquisa a levedura S. cerevisiae, pode-se observar que o OE de C.zedoaria apre-
sentou alta toxidez, j& que no ensaio realizado houve dano mitocondrial, portanto, prejudican-
do o desenvolvimento celular.

Diante dos resultados obtidos até 0 momento, podemos inferir que o O.E de C. zedoa-
ria apresentou-se como um potencial bioinseticida frente a pulga C. felis felis, podendo futu-
ramente, com a producdo de novos estudos, tornar-se uma alternativa menos prejudicial para a

populacdo usuéria se comparado aos inseticidas de uso comum.
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