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RESUMEN

Con la finalidad de desarrollar alternativas naturales para el control de vectores de importancia
médica, fue evaluada la composicion quimica y la actividad insecticida del aceite esencial de
rizomas de Curcuma aeruginosa Roxb. El aceite fue caracterizado por sus propiedades
organolépticas, fisico-quimicas y los espectros ultravioleta e infrarrojo. La cuantificacion de los
componentes del aceite se realiz6 por cromatografia gaseosa, y fueron identificados los mayoritarios
por espectrometria de masas. La Curzerenona resulto el componente mas abundante. La actividad
insecticida fue evaluada en poblaciones de Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex
quinquefasciatus, utilizando metodologias estandarizadas por la Organizacion Mundial de la Salud.
El aceite mantuvo respuesta homogénea frente a las tres poblaciones de mosquitos, mostrando una
significativa actividad larvicida y adulticida. Constituye el primer reporte de la composicion
guimica del aceite esencial de C. aeruginosa cultivada en la region oriental cubana, y los bioensayos
demostraron su potencial insecticida como alternativa ecoldgica.

Palabras Claves: Curcuma aeruginosa; aceite esencial; curzerenona; actividad larvicida; actividad
adulticida

ABSTRACT

In order to develop natural alternatives to control mosquitoes of medical importance, the chemical
composition and insecticidal activity of the essential oil of the rhizomes of Curcuma aeruginosa
Roxb were evaluated. The oil was characterized by its organoleptic, physical-chemical properties
and ultraviolet and infrared spectra. The quantification of the oil components was carried out by gas
chromatography and the major ones were identified by mass spectrometry; Curzerenone was the
most abundant component. The insecticidal activity was evaluated in populations of Aedes aegypti,
Aedes albopictus and Culex quinquefasciatus using methodologies standardized by the World
Health Organization. The oil maintained an homogeneous response against the three mosquito
populations, showing significant larvicidal and adulticidal activities. It constitutes the first report of
the chemical composition of the essential oil of C. aeruginosa cultivated in the eastern Cuban region
and the bioassays conducted demonstrated its insecticidal potential as an ecological alternative.

Keywords: Curcuma aeruginosa; essential oil; curzerenone; larvicidal activity; adulticidal activity
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INTRODUCION

El uso de plantas medicinales ha adquirido relevancia
en los ultimos afios por su probada efectividad e
inocuidad, y por ser la base del sistema de medicina
alternativa y fuente de materia prima de medicamentos,
productos fitosanitarios y plaguicidas.*?)

El género Curcuma, con mas de 70 especies de hierbas
pertenecientes a la familia Zingiberaceae, esta
ampliamente distribuido en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. La Curcuma aerugionosa
Roxb, nativa de la actual Republica de Myanmar en
Indochina, es cultivada extensivamente en Malasia,
Tailandia, India e Indonesia con fines ornamentales,
alimenticios y para el tratamiento de diversas
enfermedades, las que han sido de mucho interés en los
ultimos afios.4

Los rizomas de C. aeruginosa, tradicionalmente fueron
usados para tratar diarreas, infecciones flngicas,
tumores, asma y bronquitis y sus extractos exhiben
moderada actividad antimicrobiana. Los resultados de
la evaluacion in vitro e in vivo del efecto
antiinflamatorio de los extractos de C. aeruginosa,
validan que sea considerado un potencial
antiinflamatorio natural, lo que ha sido relacionado con
la presencia de curcumina, entre otros metabolitos,
compuesto responsable de muchos de sus efectos
farmacoldgicos. Estudios recientes evidencian también
que el aceite esencial (AE) de los rizomas frescos de
esta especie podria ser una potencial fuente de
sustancias  naturales  antimicrobianas.®®  Menos
investigada ha sido la actividad insecticida, propiedad
adicional que permite sea considerada como una
alternativa para el control bioldgico de vectores que
afectan la salud humana y animal.(")

Los crecientes inconvenientes de insecticidas
sintéticos, por su alto costo, riesgos para la salud,
contaminacion ambiental y la evolucién de resistencia
en dianas de control, provocan el interés en métodos de
control naturales contra plagas de importancia médica.
La elaboracion de bioproductos, mas biodegradables
que los sintéticos, es una alternativa accesible, de bajo
costo y que minimiza las afectaciones ecoldgicas.®
La actividad biologica de aceites esenciales (AE)
aislados de plantas aromaticas para el control de
mosquitos y su relacion con la composicion quimica ha
sido reportada.®) Sin embargo, el contenido vy
composicion de AE de los rizomas de Curcuma varia
con factores internos como genotipos y variedades de
la especie, o factores externos como las condiciones
climatolégicas, de cultivo, madurez, almacenaje,

métodos de extraccion y de secado, entre otros. Estos
factores influyen en las variaciones significativas entre
los reportes de la composicion quimica de los AE de
una especie cultivada en diferentes regiones y, por
tanto, es necesario demostrar la calidad y composicion
de los AE para establecer su relacién con la actividad
bioldgica. (101

Los AE constituyen mezclas complejas y muy variable
de compuestos organicos volatiles en concentraciones
muy diferentes. Las fracciones mas abundantes
reportadas para el AE de C. aeruginosa, en general,
presentan en su composicidn  sesquiterpenos
oxigenados, seguido de sesquiterpenos.®?

Teniendo en cuenta la demanda de productos naturales
con accion biologica que contribuyan al control
integral de plagas, el objetivo del trabajo es determinar
la composicion y la potencial actividad insecticida del
AE de los rizomas de C. aeruginosa cultivada en la
region oriental de Cuba, lo que no ha sido reportado
aun.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en los laboratorios de
Productos Naturales del Centro de Estudios de
Quimica Aplicada (CEQA) de la Universidad de
Granma, de Control Quimico de Vectores del Instituto
de Medicina Tropical, “Pedro Kouri” (IPK), en Cuba,
y del Instituto de Quimica de la Universidad de
Rostock, en Alemania.

El material vegetal se recolectd después de terminado
el ciclo vegetativo de las plantas, de forma aleatoria, en
areas del Parque Nacional “Sierra Maestra” en el
municipio Bartolomé Maso de la provincia Granma,
region oriental de Cuba, segin la norma ramal del
Ministerio de Salud Publica (NRSP) 309.%2 Para la
identificacion de la especie Curcuma aeruginosa
Robx., se herborizé un ejemplar representativo que fue
depositado en el Jardin Botanico Cupaynicu en
Granma. La evaluacion se realizé por el Dr. C. Luis J.
Catasts Guerra, Investigador Titular, Curator de
Herbario y miembro de la Comision Nacional de
Expertos en Taxonomia Vegetal de la Flora de la
Republica de Cuba.

La extraccion del AE de los rizomas frescos se realizo
por hidrodestilacion. EI mismo fue colectado en
diclorometano, secado sobre sulfato de sodio anhidro y
separado del disolvente en un rotoevaporador IKA
RV10 a temperatura de 40 °C y presion atmosférica. El
AE fue medido para calcular el rendimiento porcentual
(masa/masa) y conservado en frascos ambar a la
temperatura de 4 °C.
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La calidad del aceite fue evaluada mediante parametros
organolépticos y quimico-fisicos. EI indice de
refraccion (n?°D, 20 °C), fue determinado en un equipo
KRUSS, modelo AR-4; la rotacion dptica (C:1, 24 °C,
CHCl3), medida en tubos de 2 cm de largo en un
polarimetro GYROMAT-HP, modelo DR.
KERNCHEN y la densidad relativa por picnometria, en
un micro picnémetro BRABD WERTHEIM de 1 mL a
la temperatura de 22 °C, expresada en g/mL. En todos
los casos de acuerdo con lo establecido por la NRSP
312.13)

Los perfiles de los espectros ultravioleta (UV-vis) e
infrarrojo (IR) fueron realizados en equipos Perkin-
Elmer Lambda 2UV-Spectrometer y 380 FT-IR
Spectrometer, respectivamente. Los espectros UV
fueron obtenidos de disoluciones de etanol utilizando
celdas de cuarzo de 1 cm de espesor, mediante el
software UV-2100 y los espectros IR registrados en
bromuro de potasio. La temperatura en el momento de
la medicion fue de 20 °C. Todos los equipos usados son
de procedencia alemana.

La composicion quimica del AE fue determinada en un
cromatografo gaseoso (7890A), acoplado directamente
al espectrometro de masas de serie 5973 ambos de
Agilent Technologies. Se utiliz6 una columna capilar
de silice HP-5 (30 m x 0,25 mm x 250 um). El gas
transportador fue argén con velocidad de flujo de 1 mL
por minuto. La temperatura de separacion inicial fue
programada a 50 °C, con incremento gradual de 8
grados por min hasta 260 °C por 5 min, luego se
incrementd hasta 280 °C por 5 min, hasta la elucion
total a temperatura final de 300 °C. Para obtener los
espectros de masas se usd el método de ionizacion
quimica. La identificacion de los compuestos se realizd
auxiliada con bases de datos automatizadas y el Atlas
Registry of Mass Spectra Data.

Las evaluaciones de la actividad insecticida se
realizaron en poblaciones de mosquitos Aedes aegypti
(Rockefeller y Marianao, 2013), A. albopictus (Fraga,
2012) y Culex quinquefasciatus (Baracoa, 2014). Para
la actividad larvicida se utilizé la metodologia de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS),** y como
control positivo se utilizd6 Temefos grado técnico. Se
determiné la mortalidad a las 24 horas. La evaluacion
de la actividad adulticida se realiz6 mediante las
técnicas de botellas impregnadas, siguiendo el
protocolo del Centro para el control y prevencion de
enfermedades (CDC),*® y de papeles impregnados,
segin metodologia de la OMS,*®como control
positivo se us6 Malation 5 %.

Las concentraciones letales 50 (CLso) y 90 (CLgo) para
la actividad larvicida y los tiempos de derribo (TDso y
TDago), fueron obtenidos mediante la prueba Probit del
programa estadistico SPSS (version 11 para Windows).
A los datos obtenidos se le comprobé la normalidad por
la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogenidad
de varianza segun Bartlett, se sometieron a andlisis de
varianza (ANOVA) de clasificacion simple vy
comparacion multiple de medias, segun la prueba
paramétrica de Tukey a probabilidad de error al 1 % (p
<0,01).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis botanico realizado a un ejemplar
representativo de la planta herborizada, permitié
establecer que corresponde con la especie de interés, la
Curcuma aeruginosa Roxb, conocida en el pais como
Flor de Abril, e introducida con fin ornamental. En los
sitios de colecta, la especie forma amplias poblaciones,
lo que denota la buena adaptacion lograda a la region
oriental cubana. La especie se registré con numero de
herbario 3012, serie Catasus, sin antecedentes de
estudios con fines medicinales en el pais, y constituy6
el primer reporte botanico de la especie en Cuba.

El AE extraido es un liquido oleoso, de aspecto claro y
transparente, con un tenue color amarillo, olor fuerte
penetrante y textura caracteristica de aceite de plantas
aromaticas. El rendimiento promedio obtenido de AE
fue de 0,43 %, como se observa en la tabla 1. Este valor
es superior al alcanzado en otros estudios para la
especie con el mismo método de extraccion.”)

Tabla 1: Rendimiento y parametros quimico-fisicos del AE extraido de los rizomas de C. aeruginosa

Especie Rdto indice de refraccion Rotacidn optica Densidad
(%, m/m) (n?°D, 20 °C) (C:1,24°C,CHCI3) (g/mL, T: 25 °C)
C.aeruginosa 0,43 1,5116 +7,225 1,075

El AE de la C. aeruginosa, es dextrdgiro y posee una
significativa diferencia en la rotacion optica (+ 7,225)
con respecto a la especie mas conocida del género C.
longa, que es levogira (- 33,412), lo que evidencia una
notable diferencia en la composicion quimica.!®) El

aceite es mas denso que el agua y posee un alto indice
de refraccion, superior a 1,5 caracteristico de aceites
esenciales. Ademas, posee buena solubilidad en
disolventes de diferente polaridad, como tolueno,
diclorometano, acetato de etilo, acetona y etanol. Este
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comportamiento es una evidencia de abundancia de
compuestos oxigenados en su composicion.?
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Fig. 1: Perfil del espectro de UV-VIS del AE de C. aeruginosa

El espectro UV del AE (figura 1), posee dos bandas de
baja intensidad, la banda estrecha de maxima absorcion
a 228,1 nm, puede ser asociada a las transiciones

electronicas de componentes con presencia de enlaces
dobles carbono-carbono, como los monoterpenos y
sesquiterpenos oxigenados, en los que se producen con
relativa facilidad las transiciones de tipo & — ©*.

La otra sefial del espectro corresponde a una banda
ancha de mas baja intensidad en 268,4 nm, que pudiera
ser resultado de las contribuciones a la absorbancia
total de las transiciones electronicas 1 — n* de los
grupos ceténicos presentes en diversos componentes
sesquiterpénicos oxigenados de gran abundancia
relativa en el AE. El perfil del espectro se corresponde
con el encontrado para otros aceites esenciales con
composicion terpénica similar.®)

El perfil del espectro infrarrojo del AE (figura 2),
muestra las sefiales de las vibraciones de mayor
intensidad en 1 673,7 cm™ caracteristico de grupos
carbonilos conjugados que pueden corresponder a
sesquiterpenos cetonicos, asi como la sefial de 2 926,6
cm? tipica de corrimiento hipsocrémico de grupos
hidroxilos que pudiesen ser asociados a alcoholes
alifaticos y ciclos hidroxilados.®)
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Fig. 2: Perfil del espectro infrarrojo del AE de C. aeruginosa

La cromatografia gaseosa cuantitativa del AE de C.
aeruginosa permitid6 detectar 16 componentes
quimicos presentes en el aceite por las diferencias entre
sus tiempos de retencion en la columna cromatogréfica
(tr). De los compuestos detectados fueron identificados

diez para un 88,63 % del total del AE por acoplamiento
de la cromatografia gaseosa con espectrometria de
masas (CG/EM). Los compuestos fueron identificados
por comparacion de sus patrones de fragmentacion de
masas con bases de datos.
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Tabla 2: Compuestos identificados por CG/EM en el aceite esencial de C. aeruginosa

Abundancia Férmula .
Nro. . . Foérmula estructural
sefial tr (min) relativa Molecu!ar propuesta
% M+, Tipo
CioHss,
1 5.12 1,08 130, MT
C10H180
2 6.36 1,92 154, MTO
CoHaoO \/\/\/Y
3 7.45 1,46 144, ROH

H

C10H160

4 8.40 8,52 152, MTO

C10H160
154, MTO

(@]

O ;
HO ;

CsH =~

15H24
6 12.55 2,64 204, ST

CisH24
7 14.28 118 204 o i;li:‘\n/

= (@)

5 8.52 2,32

CisH2s

8 14.35 0,94 204, ST

C15H1302
230, STO

O
O
C15H20
10 17.32 459 218, STO = ~

Leyenda: Tiempo de retencidn (tR), Abundancia (%), lon molecular (M+), Tipo de Terpeno: Monoterpenos, MT, Monoterpenos
oxigenados (MTQO), Sesquiterpenos (ST) y Sesquiterpenos oxigenados (STO) y la estructura propuesta para los compuestos.

W,

9 16.13 64,18

Del total de los componentes identificados, el mayor 68,77 % y un 12,76 % corresponde a monoterpenos
contenido del aceite corresponde a compuestos del oxigenados (MTQO); mientras que un 4,76 % son
grupo de los sesquiterpenos oxigenados (STO), con un  sesquiterpenos (ST) y el 1,18 % corresponde a
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monoterpenos (MT), como se muestra en la tabla 2.
Esta composicién quimica se corresponde con estudios
recientes informados.1%1)

Similares resultados fueron reportados en Tailandia por
Theanphong y colaboradores,®? utilizando los mismos
métodos para aislar, separar y cuantificar la
composicion del AE de C. aeruginosa. Fue informada
la presencia de 22 componentes, y los tres compuestos
mayoritarios  fueron germacrona (23,49 %),
curzerenona (11,78 %) y el 1,8-cineol (10,92 %),
siendo también la fracciébn mayoritaria del AE los
sesquiterpenos oxigenados con un 42,85 %. Sin
embargo, recientemente, fueron identificados los
compuestos volatiles del AE de los rizomas de C.
aeruginosa recolectados en la Reserva Natural Cham
Chu, en Vietnam y se encontrd6 una diferencia
significativa en la composicion. Los principales
componentes fueron B-pineno (21,9 %), neocurdiona
(16,1 %) y curcumol (15,2 %).t"

En Cuba, el Unico antecedente informado sobre la
composicién quimica del AE de C. aeruginosa, fue
realizado por CG/EM en el laboratorio de antidoping
de La Habana, con muestras de AE de la region
occidental. EI compuesto mayoritario identificado fue
la epicurzererona (I1), con una abundancia de 95,5 %.
Este sesquiterpenoide fue aislado por primera vez de
los rizomas de la C. zedoaria, junto a la curzerenona,
su epimero (I). Ambas sustancias, como se observa en
la figura 3, solo se diferencian en la posicion del atomo
de H del &tomo de carbono 5 del anillo central, por lo
que poseen espectros UV, IR y de masas practicamente
idénticos.??

)
/ ©

(0]

Fig. 3: Estructuras de los metabolitos curzerenona (1) [6,7-
dihidro-5B-isopropenyl-3,6p-dimetil-6-vinilbenzofuran-(5H)-4-
ona] y epicurzerenona (Il) [6,7-dihidro-5a-isopropenil-3,6p3-
dimetil-6-vinilbenzofuran-(5H)-4-ona.

En 2019, Zheng y colaboradores evaluaron los efectos
anticancerigenos de la curzerenona contra células de
carcinoma resistente a farmacos. Se encontré que
induce un potente efecto antiproliferativo contra
células de céncer de pulmén resistente a
gemcitabina.®®

Determinacién de la actividad insecticida del AE

En la tabla 3 se muestran los resultados de la actividad
larvicida de los aceites esenciales sobre las especies A.
aegypti, A. albopictus y C. quinquefasciatus. Las
diferentes concentraciones evaluadas, provocaron
entre un 10 y 100 % de mortalidad, lograndose calcular
las CLso y ClLao, la pendiente de la recta de regresion
(b) y sus respectivos y.

El aceite evaluado evidencia una actividad larvicida
significativa, al presentar CLso inferiores a 100 mg/L
sobre poblaciones de las tres especies de mosquitos
estudiadas, a excepcion de la poblacion Marianao
2013, que sobrepasO este valor ligeramente (126
mg/L).

Tabla 3: Valores de concentraciones letales y otros parametros calculados posterior a la exposicion del aceite esencial sobre distintas

poblaciones de mosquitos

Curcuma aeruginosa Temefos
Poblaciones b +DE CLsgo CLgo X2(p) b +DE CLsgo CLgo XZ(p)
(LO) (LS (LC) (LC)
Rockefeller 11,4 53,2 68,1 4,9 2,1 0.005 0.016 1,5
(0,81) (51,0-54,2) (66,5-71,7) (0,42) (0.46) (0,0050- (0,0158- (0,23)
0,0055) 0,0175)
Marianao 2013 | 4,9 126,1 230,1 6,1 2,5 0,018 0,256 1,8
(0,65) (106,2-220,4) (158,9- (0,10) 0,1) (0,015- (0,23-0,28)  (0,24)
398,6) 0,020)
Fraga 2012 6,8 40,2 70,1 12,4 4,9 0,020 0,042 5,2
(0,08) (35,6-44,3) (67,3-72,1) (0,001) (0,73) (0,016-0,023  (0,035- (0,902)
0,050)
Baracoa 2014 51 43,1 76,5 19,6 4,3 0,017 0,035 4,1
(0,42) (28,5-56,4) (57,8- (0,00) (0,44) (0,014- (0,029- (0,87)
120,8) 0,023) 0,041)

Leyenda: Valores obtenidos mediante Probit SPSS b (pendiente); DE (desviacion estandar) CLsoy CLgo (concentraciones de la sustancia
toxica que provocan el 50 y el 90 por ciento de mortalidad respectivamente expresada en mg/L); LC (limite de confiabilidad 95 %); x2

(chi cuadrado y su probabilidad). Fuente: Propia
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La actividad mostrada frente a A. albopictus en este
estudio, es superior a la reportada recientemente por
Lim y colaboradores para extractos de diferente
polaridad de C. longa cultivada en Malasia.?? Sin
embargo, el AE de C. longa mostro en estudios previos
valores de CLso inferiores a los reportados en esta
investigacion para el de C. aeruginosa frente las
mismas poblaciones de A. aegypti.!® Las
concentraciones letales obtenidas para este AE se
encuentran en un intervalo similar a los reportados
(25,3 mg/L-60,1 mg/L) previamente para otras

especies de plantas cultivadas en el occidente de
Cuba.®

Los tiempos de derribo para las tres especies de
mosquitos estudiadas, por ambas técnicas empleadas,
se encontraron entre 0,30 y 0,45 h. Estos valores son
similares a los reportados por Aungtikun y Soonwera,
2021 para los aceites esenciales de tres especies de
canela (Cinnamomum spp.), en los que el
cinamaldehido es el componente mayoritario con méas
del 70 % de abundancia relativa en todos los casos,
frente a colonias de A. aegypti y A. albopictus.®

Tabla 4: Tiempos letales obtenidos y otros parametros calculados posteriores a la exposicion, utilizando botellas y papeles impregnados,

del aceite esencial sobre distintas poblaciones de mosquitos

Técnicas Botellas impregnadas Papeles Impregnados

Muestras Dosis TDso(h) TDgo(h) Dosis TDso(h) TDgo(h)
(mg/mL) (LC) (LC) (mg/mL) (LC) (LC)
Rockefeller (A. aegypti)

Curcu_ma 50 0,35 0,53 50 0,34 0,58

aeruginosa (0,26-0,42) (0,44-0,91) (0,28-0,38) (0,49-0,79)

Malation 5% 0,50 0,41

(0,43-0,56) (0,38-0,47)

Marianao 2013 (A. aegypti)

Curcu_ma 50 0,45 0,76 50 0,37 0,57
aeruginosa (0,43-0,48) (0,69-0,88) (0,32-0,42) (0,49-0,76)
. 1,60 2,63
Malation S% (1,50-1,68) (2,58-2,7)

Fraga 2012 (A. albopictus)

Curcu_ma 50 0,33 0,55 50 0,30 0,37
aeruginosa (0,20-0,36) (0,68-0,88) (0,036-0,15) (0,25-1,07)
. 1,52 4,05
Malation 5% (1,48-1,58) (4,0-4,1)

Baracoa 2014 (C. quinquefasciatus)

Curcu_ma 50 0,34 0,64 50 0,25 0,55
aeruginosa (0,29-0,38) (0,36-0,68) (0,20-0,31) (0,43-0,87)
. 1,96 4,09
Malation 5% (1,89-2,03) (4,0-4.11)

Leyenda: TDso y TDgo (Tiempos que provocan el 50 y el 90 por ciento de derribo (h) respectivamente), LC (limite de confiabilidad

95%); Malation se utiliz6 como control positivo. Fuente: Propia

La homegeneidad de la respuesta en las especies de
mosquitos estudiadas y los tiempos de derribo
obtenidos, permiten considerar al aceite esencial de C.
aureginosa como efectivo para el control adulticida de
poblaciones de Aedes aegypti, Aedes albopictus y
Culex quinguefasciatus.

CONCLUSIONES

El estudio del aceite esencial de C. aeruginosa permitié
caracterizar  sus  propiedades  organolépticas,
parametros quimico-fisicos y los perfiles de sus
espectros UV e IR, los que podrian ser usados como
parametros de control de la calidad del aceite, que

unido a la determinacion de sus componentes
principales, constituye la primera caracterizacion
reportada para el AE de esta especie cultivada en la
region oriental cubana. EI AE evidenci6 actividad
larvicida significativa y efectivo control adulticida
frente a las poblaciones de mosquitos estudiadas,
demostrando su potencial como alternativa ecoldgica
para el control natural de plagas de interés médico.
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