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RESUMO

A dengue é uma doenca de grande relevancia e viruléncia para saude populacional
do Brasil, pois € transmitida pelo mosquito Aedes aegypti, um vetor de quatro sorotipos
do flavivirus causador da dengue classica e da febre hemorragica. No estado do
Amapa, em 2021, a partir do Boletim Epidemiolégico da Superintendéncia de
Vigilancia em Saude (SVS), apontou-se um aumento no numero de casos de dengue
de 121% em 2021 comparagdo com o més de julho de 2020. Assim, o objetivo é
executar um estudo quimico e de docking molecular para avaliar o potencial inseticida
do Oleo essencial de Zingiber oficial Roscoe (Gengibre) no controle de larvas de
Aedes Aegypti. Assim, foram feitos estudos quimicos através de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas e docagem molecular na regido dos
ligantes do Horménio Juvenil. O rendimento m/m foi de 0,042% em 3 horas de
extracdo. Os constituintes quimicos majoritarios encontrados para o 6leo essencial de
rizomas de gengibre foram: Carvacrol (31.70%), Thymol (16.52%), y-Terpinene
(15.93), 0-Cymene (10.27%). O docking molecular demonstrou potencial de inibi¢éo
do horménio juvenil de Aedes aegypti oriundo da acao sinérgica de seus contistituintes
fitoquimicos minoritarios: Thymol Acetate, Carvacryl Acetate e Caryophillene. Desse
modo, este estudo permitiu concluir que os 6leos essenciais a partir do rizoma de
Zingiber officinale Roscoe podem apresentar atividade inseticida para ser aplicado no

controle de Aedes aegypti.

Palavras-Chave: Zingiber officinale Roscoe; Gengibre; Oleos Essenciais, Inseticidas,

Aedes aegypti.



ABSTRACT

Dengue is a disease of great importance for population health in Brazil, o it is
transmitted by the Aedes aegypti mosquito, a vector of four flavivirus serotypes that
cause classic dengue and hemorrhagic fever. In the state of Amapa, in 2021, from the
Epidemiological Bulletin of the Superintendence of Health Surveillance (SVS), an
increase in the number of dengue cases of 121% compared to the month of July 2020
was pointed out. The objective is to perform a chemical and molecular docking study
to evaluate the insecticidal potential of Zingiber officinale Roscoe (Ginger) essential oil
in the control of Aedes Aegypti larvae. Chemical studies were carried out through Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry and molecular docking in the region
of Youth Hormone ligands. The m/m yield was 0.042% in 3 hours of extraction. The
major chemical constituents found for the essential oil of ginger rhizomes were:
Carvacrol (31.70%), Thymol (16.52%), y-Terpinene (15.93), o-Cymene (10.27%).
Molecular docking demonstrated the potential to inhibit the juvenile hormone of Aedes
aegypti from the synergistic action of its minor phytochemical constituents: Thymol
Acetate, Carvacryl Acetate and Caryophillene. Thus, this study allowed us to conclude
that essential oils from the rhizome of Zingiber officinale Roscoe can present

insecticidal activity to be applied in the control of Aedes aegypti larvae.

Keywords: Zingiber officinale Roscoe, Ginger; Essential Oils, Insecticides, Aedes
aegypti.
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1 INTRODUCAO

A Dengue, Chikungunya, Zika e Febre Amarela sao doengas arbovirais
importantes tendo como vetor o Aedes aegypti, assolam o Brasil no quesito de saude
publica nacional e mundial. Conhecido por sua grande capacidade de adaptacdo em
vérias regides e alto poder de transmissibilidade da viruléncia da cepa infectante, o A.
aegypti, proveniente da Africa, disseminou-se pelo mundo a partir do século XVII. A
partir entdo, dessa essa época, foram documentados casos de doencas provocadas
pelo vetor em quase todos os continentes, com excec¢do da Antartida (GARCEZ,
2013).

Dentre as doencgas citadas, a infeccdo que mais chama atencéo pelo fato da
sua suscetibilidade ainda em pleno século XXI e da evolucdo de seus quadros clinicos
evoluirem de uma hemorragia para um choque séptico, podendo ter o éxito letal, € a
dengue, uma doenca febril aguda, de etiologia viral. Sua evolucéo € benigna na forma

classica, e grave, quando se apresenta na forma hemorragica.

Assim, a dengue, a mais importante arbovirose (doenca transmitida por
artrépodes) ainda estudada no século XXI, pois, afeta diretamente o homem e seu
meio, além de se constituir em um sério problema de saude publica no mundo,
especialmente nos paises tropicais, onde as condi¢cdes do meio ambiente favorecem
sua a reproducao, o seu desenvolvimento e a sua proliferagdo do principal mosquito
vetor, 0 Aedes aegypti. (BRASIL, 2022).

Na fase adulta, as fémeas dos mosquitos necessitam de altos niveis de
hormonio juvenil para prepara-las para a digestdo do sangue (NORIEGA, 2004). O
termo hormonio juvenil refere-se a classe de hormonios reguladores da muda e da
reproducdo ao grupo dos sesquiterpendides, sintetizados e liberados por um par de
glandulas enddcrinas conectadas ao cérebro (LI et al, 2003: NORIEGA, 2004;
WILSON, 2004).

Quanto a suscetibilidade ao A. aegypti, € de suma importancia estudarmos
meios para 0 controle de sua propagacgéao, pois, ainda n&o existem vacinas para a

doenca, e a melhor forma de combater é atacando diretamente o vetor, principalmente
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eliminando os locais onde ocorre a oviposi¢cdo e o desenvolvimento das larvas do
mosquito. (BRASIL, 2009).

No Brasil, o controle desse vetor é feito a partir das aplicacdes de inseticidas
organofosforados e piretréides (BRASIL, 2009). Em contrapartida, estes compostos
apresentam desvantagens como alto custo, resisténcia populacional dos mosquitos e
toxidade para humanos, delimitando, assim, seu uso e recomendacéao (Dias e Moraes,
2014; Rosa et al., 2016; Workman et al., 2020). Os inseticidas organofosforados incluem
uma ampla gama de produtos agricolas e sanitarios, desde os extremamente toxicos

até aqueles com baixa toxicidade.

Ja os inseticidas piretrdides, foram descobertos a partir de estudos que
procuravam modificar a estrutura quimica das piretrinas naturais com uma maior
capacidade letal para os insetos, propriedades fisicas e quimicas muitos superiores,

maior estabilidade a luz e calor e menor volatilidade.

Devido a essa problemética, pesquisadores vém trabalhando em alternativas mais
seguras, de baixo custo e mais seguras para controlar esse vetor, logo, é de suma
importancia estudar métodos eficazes para o controlar sua propagacao e ecologicamente
mais benignos desse vetor (Achee et al.,2019; Dias e Moraes, 2014; Benelli, 2015; Silva
et al., 2020; Pavela et al., 2019a).

No entanto, no decorrer dos anos, os agentes da Fundacao Nacional de Saude
(FUNASA), utilizam uma concentracdo de 100 ppm do inseticida temefds nos locais
que servem de criadouros para larvas do mosquito A. aegypti, onde se obtém taxa de
mortalidade de 100% (TELES, 2009).

Os inseticidas temefds sdo do grupo quimico dos organofosforados temephos
com férmula molecular CisH2006P2S3 e possuem formulagéo liquida, emulsionada,
miscivel com a maioria dos solventes organicos comuns, fotoestavel, agem por
contato e ingestdo, ligando-se ao centro estearico da Acetilcolinesterase (AChE),
impossibilitando de exercer sua funcdo, ou seja, hidrolise do neurotransmissor

Acetilcolina (ACh), em colina e acido acético.

O organofosforado temephos ja foi o larvicida exclusivo usado no Brasil para o
controle do A. aegypti por mais de 30 anos (BARRETO, 2005). Todavia, vem sendo
substituido devido o desenvolvimento de grande resisténcia das larvas, que néo

estavam sendo adequadamente controladas por este produto quimico que pode ser
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um derivado de ésteres, amidas ou tiol dos acidos de fosforo (acido fosforico, acido
tiofosforico, &cido ditiofosforico e outros), contendo varias combinac¢des de carbono,

hidrogénio, oxigénio, fésforo, enxofre e nitrogénio.

Estes compostos quimicos apresentam desvantagens como alto custo além da
resisténcia populacional dos mosquitos e toxidade para humanos, delimitando, assim,
seu uso e recomendacao (Dias e Moraes, 2014; Rosa et al., 2016; Workman et al.,
2020). Por serem biodegradaveis, sua persisténcia no solo € curta e dura em média 1
a 3 meses, com meio de degradacdo no ambiente ocorrendo por hidrélise sob
condicdes de alcalinidade e instdveis em pH menor que 2, sendo a maioria mais

estavel na faixa de pH do ambiente (pH 3-6).

Outro fator importante € que estes compostos sejam estaveis em pH neutro,
por causa de suas formulacdes em 6leos concentrados, solventes misciveis em agua,
granulos inertes, para aplicacdo direta ou apds dispersdo em agua. Em algumas
circunstancias do processo de oxidagcéo de fosforotioatos, por serem mais volateis e
téxicos, podem transformar-se em fosfatos, resultando em composto potencialmente
perigoso. Isto pode ocorrer quando os praguicidas sdo armazenados sob altas

temperaturas.

Em regides, como no Estado do Amapa com maior pluviosidade e com o clima,
predominantemente, equatorial imido ou tropical super umido, devido a influéncia da
Floresta Amazoénica em seu territGrio em consonancia com 0s intensos raios solares,
produzem grande quantidade de umidade no territério amapaense gerando chuvas
irregulares e altas temperaturas durante todo o ano. H& um fator climatico
predominante no Amapa, que é a influéncia da Massa de ar Equatorial Continental
(MEC), responséavel pelas intensas chuvas entre os meses de janeiro a julho,
caracterizando, assim, a estacao do inverno. J4, o verdo, predomina nos meses de

agosto a dezembro, notando que em regides do litoral, como em Macapa.

Essas mudancas climaticas aliadas com outros fatores vém trazendo
consequéncias para a populagdo do Amapa4, pois, entre os periodos de seca e chuva,
observa-se a diminuicdo e aumento da taxa de infeccdo pelo A. aegypti,
respectivamente. (VIANA; IGNOTTI, 2013). Uma delas é o aumento de 177% dos
casos de dengue no Estado em 2021 comparado com o mesmo periodo de 2020, de
acordo com o boletim epidemiolégico divulgado pela Superintendéncia de Vigilancia

em Saude (SVS). Esses sao locais mais afetados pela doencga, pois, ha — nestas
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localidades — um ambiente mais propicio a disseminag¢ao do mosquito (LIMA et al.,
2020).

Na época de menor pluviosidade e altas temperaturas, ficam mais propensa a
diminuicdo, nos quintais domésticos, quanto aos reservatorios de agua favoraveis a
reproducdo do mosquito da dengue. Em contrapartida, na estagcdo mais chuvosa,
época de maior pluviosidade, ser4d mais propicia ao aumento da proliferacdo dos
referidos artrépodes. (FORATTINI; KAKITANI; UENO, 2001).

Os dados na literatura mostram que, o clima isoladamente, ndo determina a
incidéncia das arboviroses de modo geral. No entanto, quando sdo associadas
questdes sociais, educacionais, de gestao publica (coleta e descarte adequados do
lixo, por exemplo) pode ser um importante fator na dindmica de incidéncia de doencas
como a dengue (SILVA et al, 2020).

Ao tratar da fundamentacédo do problema de investigacao do presente trabalho,
faz-se necessério resgatar o aconselhamento da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) nos ultimos anos, estudos com extratos de plantas consideradas medicinais,
principalmente das plantas tendo como base o conhecimento popular (OMS, 2021).
Nessa perspectiva, questiona-se: quais produtos naturais podem ser usados como

larvicidas contra o Aedes aegypti no controle no tratamento da dengue?

Outro fator que serd levado em consideracdo para a escolha do material
vegetal que possuem substancias cuja as moléculas possuem acédo fagoinibidora,
repelente, inseticida, além de serem capazes de alterar a regulacédo do crescimento,
com produtos para serem utilizados no controle e reducéo de riscos epidémicos como
as plantas com atividade inseticida e larvicida (PAVELA et al., 2019a), tornando-se

uma alternativa promissora.

Dentre os produtos obtidos das plantas, encontram-se os 6leos essenciais
(OEs) de algumas espécies de plantas aromaticas, os quais ja sdo largamente
utilizados na industria quimica para a produgdo de sabonetes, perfumes e outros
produtos. Esses 0leos, produzidos no metabolismo secundario das plantas, sao
apresentados como fontes de materiais com atividade inseticidas, larvicidas e
repelentes. (COSTA, 2005; MURUGAN et al, 2007).

Os OEs de algumas espécies de Plantas Medicinais (PMs) e aromaticas sao

usadas na medicina tradicional devido a seu grande efeito terapéutico (Gongalves,



21

2017) e produzem compostos bioativos funcionando em sinergia, tornando
necessarios testes de toxidades contra organismos nao alvos e néo visados (Luz et
al., 2020).

Assim, para que a dengue ndo assuma proporcdes de uma epidemia bem como
o descontrole da densidade populacional do mosquito e com o crescimento da doenca
e 0s prejuizos causados, especificamente em Macapa, tornando-se relevante estudos
de produtos naturais e de baixo custo como os OEs com a finalidade de desenvolver

métodos contra esse vetor.

Desse modo, na busca por métodos seguros e relativamente baratos, os
extratos de planta tém recebido muito interesse como potenciais agentes bioativos
contra larvas de mosquitos (CHUNG et al., 2010), uma vez que, as doencas arbovirais
apresentam uma séria ameaca a sociedade (Senthil-Nathan, 2020). Portanto, o
objetivo desse Projeto de Concluséo de Curso visa desenvolver um estudo quimico e
de docking molecular para avaliar o potencial inseticida do 6leo essencial extraido dos
rizomas da planta da flora brasileira denominada de Zingiber officinale Roscoe
(Gengibre) no controle do Aedes Aegypti.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Apresentar um estudo quimico e de docking molecular para o potencial
inseticida do Oleo essencial extraido dos rizomas da planta da flora brasileira Zingiber

officinale Roscoe (Gengibre) no controle de larvas do Aedes Aegypti.

2.2 ESPECIFICOS

Sao objetivos especificos de pesquisa:

e Extrair o Oleo essencial de Zingiber officinale Roscoe por
hidrodestilacao;

e Caracterizar quimicamente e quantificar o perfil fitoquimico do 6leo
essencial de Zingiber officinale Roscoe por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometro de Massa (CG-EM);

e Avaliar o potencial inseticida com inibicdo do horménio juvenil pelos
constituintes fitoquimicos do 6leo essencial de Z. officinale por docking

molecular.
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3 CAPITULO 1

3.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Quimica é uma ciéncia exata que esta inserida no cotidiano de todos, por
isso, ela é uma ciéncia ampla que pode ser trabalhada em diversos campos, como
por exemplo, no estudo de produtos naturais. Atualmente, tém-se bons resultados dos
efeitos biolégicos de produtos naturais de fontes vegetais capaz de alterar a regulacao

do crescimento de uma populacdo como os Oleos essenciais (OES).

3.1.1. Oleos essenciais

Os oOleos essenciais (OEs) sao obtidos através das plantas arométicas e seus
componentes, tendo uma ampla gama de aplicagcbes em etno-medicina, preservacao,
aromatizacdo de alimentos e fragrancias e nas industrias de perfumaria (SHEN et al.,
2015). Desse modo, os OEs possuem propriedades biolégicas e farmacoldgicas,

como antimicrobiana, inseticida, analgésica e anti-inflamatoria.

Essas propriedades sdo atribuidas aos diversos compostos quimicos volateis,
tais como, os acidos, aldeidos e terpenos, possuindo assim, grande importancia por
serem considerados compostos altamente bioativos, também denominados
fitoalexinos (ALMEIDA, 2015). Além destes, existem os terpenos e fenilpropandéides
que sao sintetizados por espécies vegetais que podem apresentar propriedades
inseticidas e/ou atrativas (alimentacdo e polinizacdo e alimentacdo) (VORIS et al.
2017).

Os OEs ou dleos volateis, 6leos etéreos ou esséncias, quimicamente, se
diferem dos Oleos vegetais e dos minerais, pois, sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas de terpenos e
compostos oxigenados junto com outros tipos de substancias (SIMOES et al., 2007).
Quanto ao, os vegetais sao ésteres da glicerina com acidos graxos de cadeias longas

e 0S minerais séo parafinas liquidas misturadas a outros hidrocarbonetos.

As caracteristicas fisico-quimicas que esses OEs podem apresentar sdo: a
aparéncia oleosa, aroma, densidade e viscosidade, além de serem liquidos volateis e

sollveis em solventes apolares, como o éter. No entanto, em agua, eles apresentam
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solubilidade limitada, mas o suficiente para aromatizar solu¢cdes aquosas
denominadas de hidrolatos (TELES, 2003).

Os meétodos de extracdo dos OEs variam de acordo com a regido em que a
planta é cultivada bem como a finalidade dos OEs. De acordo com o autor Mouchrek,
0s mais comuns sao de enfloragdo, arraste de vapor d’agua, extragdo com solventes

organicos, prensagem e extracao por CO2 supercritico. (MOUCHREK, 2000).

No método por arraste de vapor, o material vegetal é colocado em um balédo de
hidrodestilacao, a certa distancia do fundo do extrator. A agua entra em ebulicdo no
seu estado puro, 0 vapor percorre 0 material arrastando somente o 6leo e segue na

condensacdao e separacdo como na hidrodestilacao (SILVA et al. 2010).

Na hidrodestilacdo o material a ser destilado fica em contato direto com a 4gua,
e quando esta entra em ebulicdo, arrasta os compostos volateis consigo inclusive o
0leo, e quando condensa, forma uma mistura heterogénea, com duas fases, devido a
diferenca de polaridade e densidade entre a agua e o 6leo. (OLIVEIRA; SOUZA, 2012)

Quanto aos constituintes quimicos do OEs, segundo o autor Simdes e seus
colaboradores, variam de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos,
cetonas, éteres, fendis, Oxidos, peréxidos, furanos, &cidos organicos, lactonas,
cumarinas até compostos contendo enxofre, tendo na mistura, diferentes
concentracdes (SIMOES et al, 2010).

3.1.2. Zingiber officinale Roscoe (Gengibre)

Descrito pela primeira vez em 1807, pelo botanico inglés William Roscoe, o
gengibre foi cientificamente reconhecido como Zingiber officinale Roscoe, pertencente
a familia Zingiberaceae, englobando mais de 1.200 espécies, 53 géneros, dentre elas

o Zingiber.

Sua planta herbacea, perene e produz um rizoma cremoso articulado, revestido
de epiderme rugosa e de cor pardacenta, perene, de cultivo anual, com cercade 1 m
de altura, apresentado folhas lineares e sésseis, verdes-amareladas, rizomas com

varias gemas, sabor picante e odor aroméatico (LAMAS, 2011).

No Brasil, o cultivo do gengibre teve inicio logo ap0s a colonizag&o europeia,

mas somente nas Ultimas décadas, depois que agricultores japoneses trouxeram
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rizomas gigantes, tendo a india, China e Nigéria como os produtores mundiais de
gengibre (ELPO, 2004).

Figura 1: Zingiber officinale Roscoe: visao geral da espécie

Fonte: Elpo, 2004.

As plantas possuem mecanismos contra a acdo de insetos capazes de
sintetizar a partir de diversas vias metabodlicas, compostos de defesas, como o0s
metabdlicos secundario que agem com potencial repelente e inseticida e se dividem

em metabdlitos primarios e secundarios (SANTOS et al. 2013).

O metabolismo primario compreende varias reagcdes quimicas envolvidas na
transformacdo de moléculas em unidades constitutivas essenciais das células. No
entanto, o metabolismo secundario ndo se relaciona diretamente a manutencéo de
vida do organismo produtor (SANTOS, 2019).

3.1.3. Oleo essencial de Zingiber officinale Roscoe (Gengibre)

Segundo Zerate e seus colaboradores, a composicao do Oleo essencial de
gengibre pode variar de acordo com a origem geografica, secagem, época de colheita
e tipo de adubacdo (ZERATE et al,1992). Dentre a composicdo quimica dos
constituintes do componente, 0 majoritario € o zingibereno (CisH24) estando presente
no 6leo, cerca de 30% (ARAUJO, 1999).



26

No entanto, pode-se encontrar outros grupos constituintes do 6leo esséncia de
gengibre, tais como, os monoterpenos: (a)-pineno, limoneno,; sesquiterpenos,
zingibereno, curcumento, bisaboleno, sesquifelndreno; alcoois: 2-butanol, 2-metil-but-
3-em-2-ol, citronelol, zingerenol, [(-eudesmol; aldeidos: biutanal, 2-metil-butanal,
pentanal, citronelal, neral, geraniale; cetonas: gingerona, criptona, carvotanacetona e

oxidos: 1,8-cineol.

Figura 2: Alguns componentes encontrados no 6leo essencial de Zingiber officinale Roscoe
(Gengibre).
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Fonte: Afzal et al., 2001.

3.1.4. Técnicas analiticas

Com o advento da globalizacdo e a constante atualizagcdo da tecnologia,
métodos foram desenvolvidos visando determinar a quantidade de varios
componentes desejados dentro de uma amostra, bem como, seus constituintes
quimicos, aumentando assim, sua seguranc¢a na utilizacdo, permitindo a avaliacao
qualitativa e a quantitativa de uma estrutura. Dentre essas técnicas tem-se a

Cromatografia Gasosa (CG), técnica usada neste trabalho.

3.1.4.1. Cromatografia Gasosa (CG)
Para realizar a separacdo das misturas individuais, uma das técnicas utilizadas

para determinar, quantitativamente e qualitativamente, as fracfes individuais das
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substancias dos componentes dos OEs é a Cromatografia Gasosa (CG). Ela € mais
utilizada devido a funcéo do seu alto poder de diferenciacdo e por ser um método
simples utilizado e eficiente. Mas, ha outros métodos como a Cromatografia de
Camada Delgada (CCD), a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Espectroscopia de Ultravioleta (UV), Infravermelho (IV) e a Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) (*H e 13C) (SIMOES et al, 2007).

3.1.4.2 Técnica de Ancoragem Molecular

As técnicas de ancoragem molecular (docking molecular) fornecem estimativas
da energia livre de ligacdo entre a proteina e o ligante, antes mesmo que esses sejam
sintetizados. E uma técnica computacional que permite identificar quais estruturas
apresentam maior chance de se ligarem a um determinado alvo. Esta importante
ferramenta tem sido usada para filtrar compostos que ndo servem para serem
designados como alvo, e desenhar os possiveis candidatos que apresentariam uma

boa intera¢do com o sitio ativo do receptor (RODRIGUES et al., 2012).

A partir de cada conformacao espacial, sdo obtidas energias livres de ligacéo
(entre ligante e alvo), onde a menor energia é considerada a mais provavel para
justificar a conformacgéo da interacdo (KITCHEN, 2004). O preparo das estruturas
quimicas a serem testadas, compreende uma das partes mais importantes nas

propostas de novos ligantes, pois as moléculas devem ser projetadas com cuidado.

Assim, o principal objetivo destes métodos € o calculo da energia livre (AG)

entre as moléculas. A energia livre de ligacao pode ser obtida por:

[ AGLigaqéo = GProteina—Ligante — Gproteina - GLigante ]

A contribuicdo da energia livre € expressa como:

[G:U—Ts ]

Sendo U a energia interna da molécula, T a temperatura absoluta do sistema
(309K) e S a entropia da molécula estudada (SMITH, 2007). Existem varios tipos de
funcdes para avaliar a energia livre de ligacdo do receptor-ligante utilizadas pelos

pacotes computacionais de ancoragem (RODRIGUES et al., 2012).
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Para classifica-las, pode-se agrupé-las em trés classes principais: primeira,
funcBes baseadas em campos de forca, que através de simula¢cdes computacionais,
o campo de forca cria uma representacdo fisica do sistema estudado, e suas

equacdes procuram mimetizar o potencial de interacédo entre os atomos.

Segundo, func¢des empiricas, onde as equacdes utilizam coeficientes pré-
otimizados vindos de dados experimentais de interacdes proteina-ligante. E por fim,
funcdes baseadas em conhecimento, que utilizam informacgfes vindas de estruturas
determinadas experimentalmente, para se basear e criar possiveis geometrias

assumidas pelos ligantes no sitio ativo (OLIVEIRA et al., 2006).

3.1.5. Aspectos sobre o Aedes aegypti

No Brasil, a dengue vem causando a morte de muitas pessoas todos 0s anos
ou a incapacidade de trabalho por um periodo de aproximadamente 10 dias devido
aos sintomas geralmente severos. Para acessar outros tecidos do corpo e infecta-los,
0 virus invade a corrente sanguinea pela picada da fémea do mosquito Aedes aegypti
gque se contamina mediante o ciclo de transmissdo homem-mosquito-homem.
(BURGOS et al., 2019).

No Estado do Amapd, em 2020, a partir dos dados do relatério epidemiolégico
apresentado pela Superintendéncia de Vigilancia em Saude (SVS, 2020) sobre casos
de dengue, chikungunya e zika virus, apontou para um aumento no niumero de casos
de dengue no estado do Amapa de 121% em comparacdo com o més de julho de
2020, passando de 14 para 31 casos. Em 20 de fevereiro de 2021, os casos
confirmados foram de 177% de dengue no comparativo com o mesmo periodo do ano

passado, tendo alta de 31% das notificagcbes compulsorias.

O Aedes aegypti € uma espécie pertencente a familia Culicidae, subfamilia
Culicinae e subgénero Stegomyia, é considerado um mosquito cosmopolita de regides
tropicais e subtropicais. Sendo uma espécie de mosquito nativa da Africa e atualmente
distribuido em todo o mundo (KRAEMER et al., 2015), onde se domesticou e se
adaptou no ambiente urbano, tornando-se antropofilico, com preferéncia em infectar
humanos (COSTA, 2001). A sua propagacédo ocorre, de forma passiva, ja que seus
ovos podem resistir a mais de um ano sem agua (CARVALHEIRO, 2006).
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Seu ciclo de vida tem duragdo média, em condi¢Bes favoraveis com oferta de
alimentos e temperatura, é aproximadamente 10 dias a partir da ovoposicao até a fase
adulta (USP, 2011). No entanto, para o autor Varejao et al. (2005) o ciclo aquético do
A. aegypti depende da qualidade do reservatério de agua disponivel, pois, sabe-se
hoje que 0 mosquito se adapta as mais diversas situacdes, utilizando como criadouros
desde bromélias, pocas de agua, até ambientes com elevado grau de poluicdo como
esgotos domeésticos e esgotos a céu aberto (BEZERRA et al., 2009).

Além disso, o seu ciclo € desenvolvido em duas fases ecoldgicas distintas e
independentes: as aquaticas com trés etapas, 0 ovo, a larva e a pupa; e a terrestre:
mosquito adulto. Durante a estagédo chuvosa, a densidade populacional do mosquito
A. aegypti € aumentada, embora ele consiga manter sua populacdo também nas
estacdes secas. Este fato pode ser evidenciado pelo numero de infecces as quais 0
A. aegypti atua como vetor (VIANA; IGNOTTI, 2013).

Figura 3: Ciclo evolutivo do Aedes aegypti
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Fonte: Carvalho, 2015.

Na fase adulta, as fémeas dos mosquitos necessitam de altos niveis de

horménio juvenil para prepara-las para a digestdo do sangue ingerido (NORIEGA,
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2004). Uma fémea, em condicdes ideais, pode chegar a pbr até cerca de 270 ovos
(BESERRA et al, 2006).

Somente as fémeas sdo hematofagicas, fazendo seu pasto sanguineo em
horéarios diurnos, ao amanhecer e pouco antes do crepusculo vespertino, podendo
atacar a noite por proximidade do homem ao seu abrigo. A cOpula acontece nos

ambientes domiciliares e peridomiciliares, assim como a postura dos ovos.

O termo hormanio juvenil refere-se a classe de hormoénios reguladores da muda
e da reproducéo ao grupo dos sesquiterpendides, sintetizados e liberados por um par
de glandulas enddcrinas conectadas ao cérebro (LI et al, 2003: NORIEGA, 2004;
WILSON, 2004).

Quanto a sua morfologia € um mosquito de cor escura com escamas branco-
prateadas distribuidas pelo seu corpo, formando listras. Sua caracteristica marcante
€ a presenca de um padrao de listras em seu mesonoto em forma de lira. As pernas

séo escuras com manchas claras em suas articulagdes.
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4 CAPITULO 2

POTENCIAL INSETICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE Zingiber
officinale Roscoe NO CONTROLE DE LARVAS DE Aedes aegypti:
UM ESTUDO QUIMICO E DE DOCKING MOLECULAR

4.1.INTRODCAO

A Dengue, Chikungunya, Zika e Febre Amarela sao doengas arbovirais
importantes tendo como vetor o Aedes aegypti, assolam o Brasil no quesito de saude
publica nacional e mundial. Conhecido por sua grande capacidade de adaptacdo em
varias regides e alto poder de transmissibilidade da viruléncia da cepa infectante, o A.
aegypti, proveniente da Africa, disseminou-se pelo mundo a partir do século XVII. A
partir entdo, dessa essa época, foram documentados casos de doencas provocadas
pelo vetor em quase todos os continentes, com excec¢do da Antartida (GARCEZ,
2013).

Dentre as doencgas citadas, a infeccdo que mais chama atencéo pelo fato da
sua suscetibilidade ainda em pleno século XXI e da evolucado de seus quadros clinicos
evoluirem de uma hemorragia para um choque séptico, podendo ter o éxito letal, € a
dengue, uma doenca febril aguda, de etiologia viral. Sua evolucao é benigna na forma

classica, e grave, quando se apresenta na forma hemorragica.

Assim, a dengue, a mais importante arbovirose (doenca transmitida por
artrépodes) ainda estudada no século XXI, pois, afeta diretamente o homem e seu
meio, além de se constituir em um sério problema de saude publica no mundo,
especialmente nos paises tropicais, onde as condi¢cdes do meio ambiente favorecem
sua a reproducao, o seu desenvolvimento e a sua proliferagdo do principal mosquito
vetor, 0 Aedes aegypti. (BRASIL, 2022).

Na fase adulta, as fémeas dos mosquitos necessitam de altos niveis de
horménio juvenil para prepara-las para a digestdo do sangue (NORIEGA, 2004). O
termo hormonio juvenil refere-se a classe de hormonios reguladores da muda e da

reproducdo ao grupo dos sesquiterpendides, sintetizados e liberados por um par de
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glandulas enddcrinas conectadas ao cérebro (LI et al, 2003: NORIEGA, 2004;
WILSON, 2004).

Quanto a suscetibilidade ao A. aegypti, € de suma importancia estudarmos
meios para o controle de sua propagacao, pois, ainda ndo existem vacinas para a
doencga, e a melhor forma de combater € atacando diretamente o vetor, principalmente
eliminando os locais onde ocorre a oviposi¢cdo e o desenvolvimento das larvas do
mosquito. (BRASIL, 2009).

No Brasil, o controle desse vetor é feito a partir das aplicacdes de inseticidas
organofosforados e piretréides (BRASIL, 2009). Em contrapartida, estes compostos
apresentam desvantagens como alto custo, resisténcia populacional dos mosquitos e
toxidade para humanos, delimitando, assim, seu uso e recomendacéao (DIAS; MORAES,
2014; ROSA et al., 2016; WORKMAN et al., 2020). Os inseticidas organofosforados
incluem uma ampla gama de produtos agricolas e sanitarios, desde os extremamente

toxicos até aqueles com baixa toxicidade.

Ja os inseticidas piretréides, foram descobertos a partir de estudos que
procuravam modificar a estrutura quimica das piretrinas naturais com uma maior
capacidade letal para os insetos, propriedades fisicas e quimicas muitos superiores,

maior estabilidade a luz e calor e menor volatilidade.

Devido a essa problemaética, pesquisadores vém trabalhando em alternativas mais
seguras, de baixo custo e mais seguras para controlar esse vetor, logo, € de suma
importancia estudar métodos eficazes para o controlar sua propagacao e ecologicamente
mais benignos desse vetor (ACHEE et al.,2019; DIAS; MORAES, 2014; BENELLI, 2015;
SILVA et al., 2020; PAVELA et al., 2019a).

No entanto, no decorrer dos anos, os agentes da Fundacao Nacional de Saude
(FUNASA), utilizam uma concentracdo de 100 ppm do inseticida temefds nos locais
gue servem de criadouros para larvas do mosquito A. aegypti, onde se obtém taxa de
mortalidade de 100% (TELES, 2009).

Os inseticidas temefds sao do grupo quimico dos organofosforados temephos
com férmula molecular CisH2006P2S3 e possuem formulacéo liquida, emulsionada,
miscivel com a maioria dos solventes organicos comuns, fotoestavel, agem por

contato e ingestdo, ligando-se ao centro estearico da acetilcolinesterase (AChE),
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impossibilitando de exercer sua funcdo, ou seja, hidrélise do neurotransmissor

acetilcolina (ACh), em colina e acido acético.

O organofosforado temephos ja foi o larvicida exclusivo usado no Brasil para o
controle do A. aegypti por mais de 30 anos (BARRETO, 2005). Todavia, vem sendo
substituido devido o desenvolvimento de grande resisténcia das larvas, que nao
estavam sendo adequadamente controladas por este produto quimico que pode ser
um derivado de ésteres, amidas ou tiol dos acidos de fosforo (acido fosforico, acido
tiofosférico, acido ditiofosforico e outros), contendo varias combinacdes de carbono,

hidrogénio, oxigénio, fésforo, enxofre e nitrogénio.

Estes compostos quimicos apresentam desvantagens como alto custo além da
resisténcia populacional dos mosquitos e toxidade para humanos, delimitando, assim,
seu uso e recomendacao (Dias e Moraes, 2014; Rosa et al., 2016; Workman et al.,
2020). Por serem biodegradaveis, sua persisténcia no solo é curta e dura em média 1
a 3 meses, com meio de degradacdo no ambiente ocorrendo por hidrolise sob
condicBes de alcalinidade e instaveis em pH menor que 2, sendo a maioria mais

estavel na faixa de pH do ambiente (pH 3-6).

Outro fator importante € que estes compostos sejam estaveis em pH neutro,
por causa de suas formulacdes em 6leos concentrados, solventes misciveis em agua,
granulos inertes, para aplicacao direta ou apds dispersdo em agua. Em algumas
circunstancias do processo de oxidacao de fosforotioatos, por serem mais volateis e
téxicos, podem transformar-se em fosfatos, resultando em composto potencialmente
perigoso. Isto pode ocorrer quando o0s praguicidas sdo armazenados sob altas

temperaturas.

Em regides, como no Estado do Amapa com maior pluviosidade e com o clima,
predominantemente, equatorial tmido ou tropical super umido, devido a influéncia da
Floresta Amazo6nica em seu territério em consonancia com 0s intensos raios solares,
produzem grande quantidade de umidade no territério amapaense gerando chuvas
irregulares e altas temperaturas durante todo o ano. Ha um fator climatico
predominante no Amapa, que é a influéncia da Massa de ar Equatorial Continental
(MEC), responsavel pelas intensas chuvas entre os meses de janeiro a julho,
caracterizando, assim, a estacao do inverno. Ja, o verao, predomina nos meses de

agosto a dezembro, notando que em regides do litoral, como em Macapa.
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Essas mudancas climaticas aliadas com outros fatores vém trazendo
consequéncias para a populagdo do Amapa4, pois, entre os periodos de seca e chuva,
observa-se a diminuicdo e aumento da taxa de infeccdo pelo A. aegypti,
respectivamente. (VIANA; IGNOTTI, 2013). Uma delas € o aumento de 177% dos
casos de dengue no Estado em 2021 comparado com 0 mesmo periodo de 2020, de
acordo com o boletim epidemiolégico divulgado pela Superintendéncia de Vigilancia
em Saude (SVS). Esses sao locais mais afetados pela doencga, pois, ha — nestas
localidades — um ambiente mais propicio a disseminagao do mosquito (LIMA et al.,
2020).

Na época de menor pluviosidade e altas temperaturas, ficam mais propensa a
diminuicdo, nos quintais domésticos, quanto aos reservatérios de agua favoraveis a
reproducdo do mosquito da dengue. Em contrapartida, na estacdo mais chuvosa,
época de maior pluviosidade, ser4d mais propicia ao aumento da proliferacdo dos
referidos artrépodes. (FORATTINI; KAKITANI; UENO, 2001).

Os dados na literatura mostram que, o clima isoladamente, ndo determina a
incidéncia das arboviroses de modo geral. No entanto, quando sdo associadas
questdes sociais, educacionais, de gestao publica (coleta e descarte adequados do
lixo, por exemplo) pode ser um importante fator na dinamica de incidéncia de doencas
como a dengue (SILVA et al, 2020).

Ao tratar da fundamentacao do problema de investigacao do presente trabalho,
faz-se necessario resgatar o aconselhamento da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) nos ultimos anos, estudos com extratos de plantas consideradas medicinais,
principalmente das plantas tendo como base o conhecimento popular (OMS, 2021).
Nessa perspectiva, questiona-se: quais produtos naturais podem ser usados como

larvicidas contra o Aedes aegypti no controle no tratamento da dengue?

Outro fator que serd levado em consideracdo para a escolha do material
vegetal que possuem substancias cuja as moléculas possuem acéo fagoinibidora,
repelente, inseticida, além de serem capazes de alterar a regulagdo do crescimento,
com produtos para serem utilizados no controle e reducao de riscos epidémicos como
as plantas com atividade inseticida e larvicida (PAVELA et al., 2019a), tornando-se

uma alternativa promissora.
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Dentre os produtos obtidos das plantas, encontram-se os 6leos essenciais
(OEs) de algumas espécies de plantas aromaticas, os quais ja sdo largamente
utilizados na inddstria quimica para a producdo de sabonetes, perfumes e outros
produtos. Esses 0leos, produzidos no metabolismo secundario das plantas, sao
apresentados como fontes de materiais com atividade inseticidas, larvicidas e
repelentes. (COSTA, 2005; MURUGAN et al, 2007).

Os OEs de algumas espécies de plantas medicinais (PMs) e aromaticas sao
usadas na medicina tradicional devido a seu grande efeito terapéutico (Goncalves,
2017) e produzem compostos bioativos funcionando em sinergia, tornando
necessarios testes de toxidades contra organismos nao alvos e néo visados (Luz et
al., 2020).

Assim, para que a dengue ndo assuma proporcdes de uma epidemia bem como
o descontrole da densidade populacional do mosquito e com o crescimento da doenca
e 0s prejuizos causados, especificamente em Macapa, tornando-se relevante estudos
de produtos naturais e de baixo custo como os OEs com a finalidade de desenvolver

métodos contra esse vetor.

Desse modo, na busca por métodos seguros e relativamente baratos, os
extratos de planta tém recebido muito interesse como potenciais agentes bioativos
contra larvas de mosquitos (CHUNG et al., 2010), uma vez que, as doencas arbovirais
apresentam uma séria ameaca a sociedade (SENTHIL-NATHAN, 2020). Portanto, o
objetivo desse Projeto de Concluséo de Curso visa desenvolver um estudo quimico e
de docking molecular para avaliar o potencial inseticida do 6leo essencial extraido dos
rizomas da planta da flora brasileira denominada de Zingiber officinale Roscoe

(Gengibre) no controle do Aedes Aegypti.

4.2. MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para extracdo do Oleo essencial e para o estudo
guimico com a avaliac&o do potencial inseticida Zingiber officinale Roscoe (Gengibre),
foi desenvolvida por meio de técnicas de hidrodestilagdo no Laboratério de
Farmacognosia e Fitoquimica e a de docking molecular no Laboratério de Modelagem
e Quimica Medicinal da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), localizado na
Rodovia Josmar Chaves Pinto, km 02 - Jardim Marco Zero, Macapa - AP, 68903-419.
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Nesse sentido, este trabalho seguira a seguinte metodologia:

Preparacédo do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) ]

9 |

Q [ A extracdo do Oleo essencial J

I B . ~ . . . . . .
") Caracterizacao do perfil fitoquimico 6leo essencial

g\,
i/
o

)
[ Determinacgdo dos constituintes quimicos ]

[ Analise de docking molecular na regido do Horménio ]

4.2.1. Preparacédo do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

O rizoma de gengibre foi adquirido no comércio local de Macapa, Amapa,
Brasil, para o processo de extracdo do Oleo essencial conforme a Figura 7. Foram
pesados 1000 g do material vegetal e depois foi realizado a desidratacdo, assim,
deixou-se secar (secagem a temperatura ambiente 28°C) por 07 dias conforme

esguema a seguir.

[ Preparacéo do material vegetal ]

A

[ Aquisi¢ao dos rizomas ]

[ Subdivisao ]

[ Trituragcéo do gengibre ]
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Figura 4: Rizomas do Gengibre

Fonte: Autora

Em seguida material vegetal foi subdividido em pequenas por¢des para diminuir
a area de espessura e facilitar o processamento dele. O processo teve auxilio de uma

faca para fazer os cortes da subdivisdo conforme a Figura a seguir.

Figura 5: Rizoma em por¢gdes menores

Fonte: Autora
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Posteriormente, foi triturado no liquidificador para reduzir em partes menores o
rizoma com a adicdo de 1L de agua destilada para facilitar o processamento e
emulsificar da solucéo, em seguida, foi submetido a extracédo por hidrodestilacdo em

aparelho Clevenger.

Figura 6: Rizoma triturado

Fonte: Autora

4.2.2. A extracao do 6leo essencial
O processo se deu por meio de hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger
onde o material processado foi colocado em um baldo de fundo chato de 5L com um

funil para transferir para dentro.
Figura 7: Aparelho Clevenger

Fonte: Autora.
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ApOs esse periodo, foi suspenso o aquecimento e realizada a coleta da
amostra. O 0Oleo essencial foi armazenado em um recipiente de vidro, previamente
pesado antes e apos a adicdo do 6leo, em refrigeracdo com baixa temperatura para

evitar possiveis perdas de constituintes volateis.

O rendimento do Oleo essencial foi expresso em porcentagem na relagédo
massa/massa, onde a massa do 6leo é dividida pela massa total do gengibre conforme

equacao abaixo

_ mi@g)

Onde:
%R: Rendimento obtido
ml= massa do 6leo extraido

m2= massa em gramas do material vegetal

Figura 8: Oleo extraido dos rizomas do Gengibre

Fonte: Autora

4.2.3. Caracterizacao do perfil fitoquimico 6leo essencial
A caracterizacdo do perfil fitoquimico do 6leo essencial de gengibre se deu
meio da andlise acerca das propriedades fisico-quimica do perfil fitoquimico

analisadas, tais como: a cor e aparéncia.
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4.2.3.1. Cor e aparéncia

Para verificar a cor foi empregada a técnica visual sob um fundo branco
comparando a cor do Oleo essencial com cores conhecidas. E para verificar a
aparéncia foi feito a inspecdo do 6leo no que diz respeito a sua transparéncia ou

limpidez.

4.2.4 Determinacdo dos constituintes quimicos

A composicdo quimica do 6leo essencial foi determinada por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massa (GC-MS) em equipamento da marca
Shimadzu, modelo CGMS-QP 5050A, em coluna DB-5HT da marca J & W Scientific,
coluna com comprimento de 30 m, diametro de 0,32 mm, espessura do filme 0,10 um
e nitrogénio como gas carreador, de acordo com Barbosa et al. (2006).

O aparelho foi operado sob presséo interna da coluna de 56,7 kPa, razdo do
split 1:20, fluxo do gas na coluna de 1,0 mL.min."! (210°C), temperatura no injetor de
220°C, e no detector de 240°C. A temperatura inicial da coluna foi de 60°C com

incremento de 3°C.min%, até atingir 240°C, mantida constante por 30 minutos.

O espectrometro de massas foi programado para realizar leituras em uma faixa
de 29 a 400 Da, em intervalos de 0,5 segundos, com energia de ionizacéo de 70 eV.
Foi injetado 1uL de cada amostra com concentracdo de 10.000 ppm dissolvido em

hexano.

Uma mistura padrdo de n-Alcanos (Sigma-Aldrich C8-C40) foi utilizada para
verificar o desempenho do sistema GC-MS e calcular o indice de retencéo linear (LRI)
de cada composto na amostra. O padrao (1 pL) desses alcanos foi injetado no sistema
GC-MS operando nas condi¢cdes descritas acima, e seus respectivos tempos de
retencdo foram usados como padrdo externo de referéncia para o calculo do LRI,

juntamente, com os tempos de retencdo de cada composto de interesse.

Para auxiliar na identificacdo e caracterizacdo dos compostos volateis, os
valores de indice de retencéo linear calculados serdo comparados com valores

encontrados na literatura para colunas de mesma polaridade (ADAMS, 2012).
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4.2.5. Analise de Docking molecular na regido do Hormoénio Juvenil.

4.2.5.1. Selecado da estrutura da proteina e ligante

A estrutura cristalografica do hormdénio juvenil complexado com o methyl
(2E,6E)-9-[(2R)-3,3-dimethyloxiran-2-yl]-3,7-dimethylnona-2,6-dienoate, (JHIII), foi
baixada com o cédigo PDB 5V13, com resolucéo de 1,87 A. O JHIII foi utilizado como
ligante de controle positivo nos estudos de docking molecular baseado em protocolo

padrao estabelecido por Ramos et al. (2019).

4.2.5.2. Estudo de docking via PYRX

Os ligantes e a estrutura da proteina usados no docking molecular foram
preparados usando o software Discovery Studio 5.0. A validag&o do docking molecular
do ligante foi realizada mediante download da estrutura cristalina da proteina, a
estrutura do PDB 5V13.

No estudo de docking do Horménio Juvenil foram utilizados os ligantes
complexados com o controle positivo JHIII (methyl (2E,6E)-9-[(2R)-3,3-dimethyloxiran-
2-yl]-3,7-dimethylnona-2,6-dienoate) no AutoDock 4.2/Vina 1.1.2 e PyRx 0.8.30
(https://pyrx.sourceforge.io). A validacdo de docking molecular do ligante foi realizada
por comparacgdo entre o ligante cristalografico e a melhor conformacao obtida com
docking molecular (estrutura do PDB ID: 1QON), com base no valor da distancia entre

0s atomos da proteina sobreposta (RMSD).

As coordenadas X, y e z dos receptores foram determinadas de acordo com a
regido média do sitio ativo. As coordenadas usadas para o centro da grid podem ser

observadas na tabela seguinte.

Tabela 1: Dados de protocolos usados aqui para validacdo de docking molecular

Coordenadas Dimensdes

Enzima Ligante do centro do do Grid
Grid (Paints)
X=213.483 42 x

Juvenile hormone  methyi(2E,6E)-9-[(2R)-3,3-dimethyloxiran-2-
_ _ Y=2.850 40y
(PDB code: 5v13)  YlI-3,7-dimethylnona-2,6-dienoate (JHIII)

Z=353.222 24z

Fonte: Autora
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Todos os constituintes quimicos identificados por GC-MS presentes no 6leo
essencial de Zingiber officinale Roscoe foram docados individualmente fornecendo
fragmentacdes dos compostos para avaliar a afinidade de ligacdo para inibir os

receptores do hormonio juvenil de Aedes aegypti, de acordo com a Tabela seguinte:

Tabela 2: Dados de protocolos usados aqui para validacao de docking molecular individualmente

dos constituintes quimicos

Molécula PubChem CID
1 a-Phellandrene 319223196
2 B-Myrcene 348293176
3 (+)-2-Carene 78249
4 o0-Cymene 7463
[ 22311
5 Limonene
6 Eucalyptol 2758
i 348276756
7 y-Terpinene
8 4-thujanol 62367
9 B-Linalool 319064588
i 11230
10 Terpinen-4-ol
' 91195
11 Thujen-2-one
12 Thymol methyl ether 14104
6989
13 Thymol
Carvacrol 10364
14
15 Thymol acetate 68252
16 Carvacryl acetate 80792
17 Caryophyllene 5281515
Humulene 5281520
18
19 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole 8456
20 Caryophyllene oxide 1742210

Fonte: Autora
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Rendimento do 0leo essencial

A extracdo do oleo essencial estudado foi realizada em 3 horas, para a massa
de 1000 g/amostra e volume de 5 litros a 100°C. Segundo Mouchrek Filho (2000), o
tempo de extracdo do 6leo essencial € um dos principais parametros fisico-quimicos
da industria de esséncias, no que se refere a qualidade e a natureza econémica.

Assim, o rendimento da extracdo foi calculado diante da quantidade de dleo
essencial que foi obtido a partir de uma massa determinada do vegetal, onde partiu-
se, cujo valor foi de 1000g dos rizomas de Zingiber officinale Roscoe sendo obtido,
em média, 0,42 mL de dleo.

O rendimento m/m foi de 0,042% conforme Tabela 3, valor este, inferior aos
1,79% para o Oleo essencial de rizomas de gengibre usando o método de
hidrodestilacdo (MESOMO et al., 2013). Ao extrair o 6leo essencial do rizoma do
gengibre, Martins (2010), obteve o rendimento de 0,37% em 4 horas, Tripathi et al.
(2008) obtiveram 0,8% e Maia et al (1991) em 7 horas obtiveram valores entre 0,56 e
0,92%.

Nesse sentido, podemos inferir que 0 nosso volume extraido bem como o
rendimento do 6leo essencial de gengibre em relacdo aos da literatura estdo bem
préximos, uma vez que, se usou apenas metade do tempo descrito na literatura por

outros autores para a extracdo dos OEs.

Outro fator que pode ter interferido no rendimento € a variacdo de sazonalidade
e a localizacdo, pois, segundo Ozcan e Chalchat (2002), a variacdo sazonal e a
localidade sédo fatores importantes para diferentes variedades de plantas com relacéo

aos rendimentos de extracdo encontrados na literatura.

4.3.2. Determinacéo do perfil fitoquimico
Para a determinacao do perfil fitoquimico foram utilizados os parametros fisico-
quimicos do 0Oleo essencial de gengibre, importante para a determinagéo de controle

e qualidade conforme mostra Tabela a baixo.

Tabela 3: Parametros fisico-quimicos do 6leo essencial

Propriedades Fisico-Quimicas Oleo essencial

Rendimento (%) 0,042
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Cor Amarelo

Aparéncia Limpido

Fonte: Autora

No que diz respeito a cor e aparéncia, os valores obtidos para 0s respectivos
parametros tiveram valores iguais aos encontrados na literatura. Em suma, pode-se
observar pequenas diferencas nos valores encontrados e podem terem sofrido
interferéncia a fatores como a fonte do material vegetal, época do ano, tipo de coleta,

diferenca de solo, pluviosidade, tempo e armazenamento.

Figura 9: Cor e aparéncia

Fonte: Autora

4.3.3. Caracteristicas quimicas dos 6leos essenciais obtidos o
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM)

O cromatograma a abaixo do Oleo essencial de Zingiber Officinale Roscoe
mostra 0S componentes majoritarios € minoritarios presentes a partir de espectros
obtidos na Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massas
apresentando os picos selecionados e identificados através dos respectivos espectros

de massa.
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Figura 10: Cromatograma da amostra do 6leo essencial do Zingiber Officinale Roscoe

TIiC

14476215
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Fonte: Autora

Os constituintes quimicos majoritarios encontrados nesta presente pesquisa
para o 6leo essencial de rizomas de gengibre revelaram que foram: Carvacrol
(31.70%), Thymol (16.52%), y-Terpinene (15.93) e o0-Cymene (10.27). A maior
concentracdo de carvacrol e timol nos OEs explicam a maior atividade antimicrobiana
de alguns deles (NOSTRO et al, 2007).

Em consonancia, os estudos realizados por Yu et al, (2007) empregando a
técnica cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa mostrou que 0s
componentes majoritarios do 6leo essencial do Zingiber officinale Roscoe foram o (3-

felandreno e a-zingibereno com percentuais, respectivamente, de 22,84 e 15,48.

Tabela 4: Compostos identificados na amostra de Zingiber officinale Roscoe

indice de
Pico Composto TR (min.)  Area (%) Retencao
Linear
01 a-Phellandrene 6.328 1.33 969

02 B-Myrcene 8.307 1.82 958



46

03 (+)-2-Carene 9.338 2.19 948
04 o-Cymene 9.713 10.27 1042
05 Limonene 9.812 0.38 1018
06 Eucalyptol 9.944 2.37 1059
07 y-Terpinene 11.068 15.93 998
08 4-thujanol 11.407 0.40 1041
09 B-Linalool 12.631 0.22 1082
10 Terpinen-4-ol 16.129 1.22 1137
11 Thujen-2-one 16.317 0.53 1073
12 Thymol methyl ether 18.378 7.70 1231
13 Thymol 21.338 16.52 1262
14 Carvacrol 21.921 31.70 1262
15 Thymol acetate 23.432 0.86 1421
16 Carvacryl acetate 24.266 1.69 1421
17 Caryophyllene 26.549 2.75 1494
18 Humulene 27.981 0.53 1579
19 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole 28.980 0.51 1417
20 Caryophyllene oxide 33.034 1.09 1507

Tr: Tempo de retencdo dos compostos na coluna em minutos.

Fonte: Autora

A tabela apresenta os constituintes identificados nos 6leos essenciais de
Zingiber officinale Roscoe em ordem de tempo e retencdo, tanto 0os compostos

majoritarios quanto os minoritarios conforme prevé a literatura.

O dleo essencial de gengibre apresentou na composicdo substancias
denominadas terpendides, a-Pineno, B-Pineno e a-terpineol que pode ocasionar efeito
de toxicidade, agindo na inibicdo da acetilcolinesterase, podendo levar os insetos a
morte por inani¢cao ou toxicidade direta (VIEGAS JUNIOR, 2003).
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A acdo inseticida de Oleos essenciais pode ocorrer por ingestédo, fumigacgéo e
contato, causando mortalidade em diferentes estadios larvais e reduzindo a
viabilidade de ovos. Desse modo, 0s 0Oleos essenciais podem atuar dificultando o
crescimento e o desenvolvimento, interferindo no metabolismo celular e nas enzimas
neurolégicas (ISMAN, 2006).

4.3.4. Analise do docking molecular naregido do Horménio Juvenil.

A validacao do protocolo de docking molecular foi feita através da similaridade
de conformacédo da pose do modelo cristalografico (verde) com o modelo virtual
(vermelho). Os resultados demonstraram que o valor da distancia entre os dtomos da
proteina sobreposta (RMSD) foi equivalente a 0,95 A para o horménio juvenil, como

demonstra a Figura 11.

O RMSD indica medida de significancia e precisdo do acoplamento do
hormaonio juvenil com os ligantes e do algoritmo de submostragem conformacional.
Valores de RMSD inferiores a 2 A apresentam protocolo otimizado com
representatividade conformacional e acuracia na reproducéo das poses de docagem
molecular (RAMOS et al., 2022). Desse modo, € possivel concluir que o modelo

proposto nesse estudo apresenta significancia estatistica

Figura 11: Superposicdo das poses cristalogréaficas (verde) com o modelo de docking molecular

(vermelho) do JHIII, e seus valores de RMSD e G.

RMSD =0,95 A
AG= -8,25
Kcal/mol

Fonte: Autora.
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A afinidade de ligagao (AG) do acoplamento entre os constituintes quimicos do
Oleo essencial de Zingiber officinale Roscoe com o horménio juvenil, assim como com

o controle positivo (JHIII), estdo indicados na Tabela abaixo.

Tabela 5: Valores de AG do acoplamento entre controle e constituintes quimicos com o

hormonio juvenil

Fonte: Autor
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As interacOes entre o controle positivo (JHIII) e o hormdnio juvenil foram
observadas nas regides da a-hélice (Tyr 33, Val 51, Trp 53, Tyr 64, Val 68, Tyr 129) e
da B-folha (Leu 74, Phe 144) como demonstram os estudos de Ramos et al. (2019).

O Thymol Acetato (15) e Carvacryl Acetato reproduziram interacbes com o
horménio juvenil nas regides da a-hélice e B-folha, enquanto Caryophyllene

apresentou interagdes apenas na regiao da a-hélice, como demonstra a Figura abaixo.

Figura 12: Resultados das interacdes com a proteina de ligacdo ao hormdnio juvenil do
mosquito: (A) JH3, (B) Thymol Acetate (15), (C) Carvacryl Acetate (16) e (D) Caryophyllene
17.

B)

A)

TYR133 TRP53
<TYR12%9

AL A281

TYR133

v - PHE144 T.RY72

PHE144 / e

TYR64

LEU72 VALG6E

PHE144

Fonte: Autora
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O composto Humule (18), apesar do valor de AG = -8,0 Kcal/mol, n&o
demonstrou interagdes significativas para ser selecionado com potencial atividade de

inibicdo do horménio juvenil.

A literatura também sugere a possibilidade de outros compostos serem
responsaveis pela atividade larvicida do Oleo essencial ou ainda a existéncia de
sinergismo entre 0 composto majoritario e outro (s) componente (s) do Oleo, existentes

em menor fracao.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo permitiu concluir que os 6leos essenciais gengibre, especialmente
as fragbes minoritarias, evidenciaram potencial inseticida e indica a possibilidade de
outros compostos serem responsaveis pela atividade inseticida do 6leo essencial ou
ainda a existéncia de sinergismo entre 0 composto majoritario do 0leo, existentes em

menor fracao.

E como ja relatado neste estudo, a melhor forma de combater a doenca é
erradicar 0 mosquito através do uso de inseticida em seus locais de reproducao, por
exemplo, o temephos que vem sendo utilizado pela Vigilancia Sanitaria. Entretanto,

as larvas e os mosquitos ja estdo adquirindo resisténcia aos inseticidas sintéticos.

Desse modo, considera-se que o0s Oleos essenciais das plantas é uma
alternativa acerca da proposta por se tratarem de inseticida obtidos na natureza,
possivelmente, toxicos para 0s mosquitos, e menos agressivos ao meio ambiente,
comparado ao principal larvicida utilizado no combate ao dengue, uma vez que 0
temephos, com o passar dos anos, perdeu a sua forga frente ao mosquito, sendo
necessarias doses cada vez maiores no seu combate (FURTADO et al., 2005).

Prophiro (2008) estudou os efeitos do temephos sobre larvas do Aedes aegypti
no terceiro estagio e verificou um processo de estabelecimento de resisténcia ao
organofosforado em algumas cidades da regido sul do Brasil. Diante desse panorama,
os resultados alcancados com o 6leo dos rizomas do Zingiber officinale Roscoe
mostram a importancia da necessidade de novas alternativas usando produtos de
origem natural, especialmente se levarmos em conta que estes podem minimizar a

dependéncia aos inseticidas quimicos sintéticos.

Com os resultados alcancados e do principio de que o 6leo essencial dos
rizomas de Zingiber officinale Roscoe ser um produto natural e, portanto, menos
nocivo a saude das pessoas e dos animais domeésticos (ISMAN, 2000), pode-se
afirmar que o 0leo essencial € um promissor agente inseticida natural em locais de

crescimento do Aedes aegypti como acontece no Estado do Amapa.

Nesse sentindo, € possivel concluir que o 6leo essencial de Zingiber officinale

Roscoe apresenta potencial de inibicdo do horménio juvenil de Aedes aegypti oriundo
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da acédo sinérgica de seus constituintes fitoquimicos majoritarios Thymol Acetate,
Carvacryl Acetate e Caryophillene.

E como perspectivas futuras, almeja-se a atividade inseticida do 6leo essencial
extraido dos rizomas de Zingiber officinale Roscoe e testar em concentracdes
diferentes no mosquito Aedes aegypti, para assim, serem utilizadas no ensaio
biolégico do inseticida para cada concentracdo e a toxicologia para que ndo afete

outros seres nao-alvos.
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