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RESUMO

A aplicacdo de nanoemulsdes contendo 6leos essenciais e seus compostos bioativos t€m se
consolidado como uma estratégia eficiente no controle do Aedes aegypti, vetor de importantes
arboviroses. Dentre as espécies vegetais com potencial inseticida, destaca-se a Curcuma longa
L., tradicionalmente valorizada pelo uso terapéutico de seu rizoma e amplamente empregada
nas industrias alimenticia, cosmética e medicinal. No entanto, suas folhas, frequentemente
descartadas como residuos agricolas, também representam uma fonte promissora de 6leo
essencial, rico em monoterpenoides com propriedades bioldgicas ainda pouco exploradas. Este
estudo tem como objetivo avaliar o potencial larvicida das nanoemulsdes contendo o 6leo
essencial das folhas de C. longa e de seus dois principais compostos majoritarios contra Ae.
aegypti. O 6leo essencial das folhas frescas de C. longa, obtido por hidrodestilagdo e analisado
por CG-MS e CG-DIC, apresentou como compostos majoritarios terpinoleno (25,2%), p-
cimeno (19,7%), a-felandreno (15,0%) e 1,8-cineol (11,4%). Nanoemulsdes formuladas com o
oleo essencial (EHL 16,7) e seus principais constituintes, terpinoleno (EHL 15) e p-cimeno
(EHL 15), apresentaram tamanhos médios de goticulas entre 165,4 e 253,7 nm, baixos valores
de indice de polidispersidade (<0,355), mantendo estabilidade fisico-quimica por até sete dias.
Nos bioensaios larvicidas contra Ae. aegypti, a nanoemulsdo de C. longa exibiu CLso de 7,085
ppm e CLoo de 10,321 ppm; o p-cimeno, CLso de 8,329 ppm e CLso de 12,199 ppm; e o
terpinoleno, CLso de 7,736 ppm e CLoo de 10,585 ppm, demonstrando eficicia significativa apos
24 horas. Alteragcdes morfoldgicas como tor¢ao corporal, destruicdo das papilas anais, danos
cuticulares e deformagdes no tubo digestivo foram observadas nas larvas tratadas com a
nanoemulsdo de C. longa, ausentes no grupo controle. O dleo essencial também inibiu a
acetilcolinesterase com ICso de 300,1 pg/mL, indicando possivel envolvimento desse
mecanismo na atividade larvicida. Em testes de ecotoxicidade com microalgas, a nanoemulsao
de C. longa apresentou toxicidade inicial com posterior recuperacao; o p-cimeno foi atoxico,
enquanto o terpinoleno mostrou alta toxicidade. Os efeitos antagénicos entre os compostos
podem explicar o perfil ecotoxicologico intermediario do 6leo essencial. Este estudo propde o
aproveitamento inovador do 6leo essencial das folhas de C. longa como recurso promissor para
o desenvolvimento de nanobiopesticidas vegetais, integrando o reaproveitamento de
subprodutos vegetais com foco na sustentabilidade ambiental e no aprimoramento de estratégias
para o controle de vetores.

Palavras-chave: Aproveitamento de residuos; Larvicida botanico; Nanotecnologia; Controle
de vetores.



ABSTRACT

The application of nanoemulsions containing essential oils and their bioactive compounds has
emerged as an effective strategy for the control of Aedes aegypti, a vector of major arboviruses.
Among the plant species with insecticidal potential, Curcuma longa L. stands out, traditionally
valued for the therapeutic use of its rhizome and widely employed in the food, cosmetic, and
pharmaceutical industries. However, its leaves, often discarded as agricultural waste, also
represent a promising source of essential oil, rich in monoterpenoids with biological properties
that remain underexplored. This study aimed to evaluate the larvicidal potential of
nanoemulsions containing the essential oil from C. longa leaves and its two major constituents
against Ae. aegypti. The essential oil from fresh leaves of C. longa was obtained by
hydrodistillation and analyzed by GC-MS and GC-FID, identifying terpinolene (25.2%), p-
cymene (19.7%), a-felandrene (15.0%), and 1,8-cineole (11.4%) as the main components.
Nanoemulsions formulated with the essential oil (HLB 16,7) and its major constituents,
terpinolene (HLB 15) and p-cymene (HLB 15), showed average droplet sizes ranging from
165.4 to 253.7 nm, low polydispersity indices (<0.355), and maintained physicochemical
stability for up to seven days. In larvicidal bioassays against Ae. aegypti, the C. longa
nanoemulsion exhibited LCso of 7.085 ppm and LCso of 10.321 ppm; p-cymene had LCso of
8.329 ppm and LCoso of 12.199 ppm; and terpinolene showed LCso of 7.736 ppm and LCoo of
10.585 ppm, demonstrating significant efficacy after 24 hours. Morphological changes such as
body twisting, destruction of anal papillae, cuticular damage, and digestive tract deformation
were observed in larvae treated with the C. /Jonga nanoemulsion and were absent in the control
group. The essential oil also inhibited acetylcholinesterase activity with an ICso 0f 300.1 pg/mL,
suggesting a possible mechanism involved in the larvicidal effect. In ecotoxicity tests with
microalgae, the C. longa nanoemulsion showed initial toxicity followed by recovery; p-cymene
was non-toxic, while terpinolene was highly toxic. Antagonistic effects among the compounds
may explain the intermediate ecotoxicological profile of the essential oil. This study proposes
the innovative use of essential oil from C. longa leaves as a promising resource for the
development of plant-based nanobiopesticides, integrating the reuse of plant by-products with
a focus on environmental sustainability and the improvement of vector control strategies.

Keywords: Waste valorization; Botanical larvicide; Nanotechnology; Vector control.
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1 INTRODUCAO

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) representa um dos
maiores desafios para a saude publica no Brasil € no mundo devido a sua alta eficiéncia como
vetor de arboviroses como dengue, febre amarela urbana, chikungunya e zika. Essas doengas
apresentam um amplo espectro clinico, desde manifestacdes leves a formas graves com risco
de obito. Apesar dos esfor¢os destinados ao controle dessas epidemias, o numero expressivo de
casos evidencia falhas nas estratégias atualmente empregadas. O manejo desse vetor torna-se
cada vez mais complexo, em razao da rapida proliferagao da espécie, das condi¢des climaticas
favoraveis, do desenvolvimento de resisténcia a inseticidas sintéticos, além dos efeitos adversos
desses compostos sobre o ecossistema.

Os inseticidas botanicos emergem como uma alternativa promissora de controle
vetorial, aliando eficacia bioldgica a um menor impacto ambiental. A partir de fontes vegetais,
sao produzidos compostos bioativos denominados metabolitos secundarios, que desempenham
funcdes ecoldgicas essenciais, incluindo a defesa contra predadores. Dentre esses, destacam-se
os terpenoides, reconhecidos por sua atividade inseticida e por conferirem prote¢do contra
vetores de importancia médica, como o Ae. aegypti. Esses compostos estdo presentes em alguns
Oleos essenciais, extraidos de diversas partes das plantas. A investigacdo desses compostos
naturais tem sido fortemente incentivada como estratégia para superar as limitagdes associadas
aos inseticidas sintéticos, como resisténcia e toxicidade ambiental. O desenvolvimento de
formulagdes a base de substancias extraidas de plantas apresenta potencial para inovagdes no
manejo populacional de vetores, oferecendo novas perspectivas para integragdo em programas
de vigilancia entomologica e eventual exploragao comercial.

A biodiversidade vegetal abriga uma grande variedade de plantas ainda pouco
exploradas, cujos metabolitos secundérios apresentam potencial inseticida. Curcuma longa L.,
popularmente conhecida como agafro-da-terra ou ciircuma, ¢ extensivamente estudada em
funcdo dos curcuminoides presentes em seus rizomas, responsaveis por sua coloragdo
caracteristica e diversas propriedades farmacologicas. O principal uso dos rizomas, no entanto,
¢ como especiaria na culinaria, sendo amplamente utilizados como tempero em diversas

culturas gastrondmicas. Embora menos exploradas, as folhas de C. longa também produzem
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um 6leo essencial rico em compostos bioativos, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos.
Essas substancias tém demonstrado atividades bioldgicas relevantes, incluindo acao larvicida,
mostrando-se uma estratégia viavel para o controle de vetores de arboviroses.

A aplicabilidade dos 6leos essenciais como larvicidas para controle de mosquitos €
comumente restrita por sua baixa solubilidade em dgua, o que representa um desafio substancial
para sua utilizagdo em larga escala em ambientes aquaticos, habitat natural das larvas de
mosquitos. Essa restricdo compromete a eficacia dos 6leos essenciais em formulagdes aquosas,
dificultando a sua dispersdo homogénea e reduzindo sua disponibilidade no meio, o que impacta
diretamente o desempenho dos produtos. Frente a essa problematica, a nanotecnologia surge
como uma ferramenta inovadora, permitindo a criacdao de sistemas de libera¢dao controlada e
aumento da disponibilidade de compostos hidrofobicos em meios aquosos. As nanoemulsoes,
em particular, tém sido intensamente analisadas para a formulagdo de pesticidas vegetais, em
razdo da sua propriedade de encapsular ingredientes ativos, proporcionando maior estabilidade,
eficacia na aplicagdo, reducdo na quantidade de produto a ser utilizado e ampliagao nas
alternativas de manufatura de produtos funcionais. Além disso, a producao de nanoemulsoes a
partir de residuos agroindustriais oferece uma solucdo sustentdvel e economicamente acessivel,
alinhada as demandas por tecnologias verdes.

A utilizagdo do 6leo essencial das folhas de C. longa, um residuo frequentemente
descartado na agroindustria, para o desenvolvimento de um larvicida nanoformulado,
representa um avanco significativo tanto para o controle de vetores quanto para a valorizagao

de subprodutos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial larvicida das nanoemulsdes contendo o 6leo essencial das folhas

de C. longa e seus compostos majoritarios contra Ae. Aegypti.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Estimar das concentragdes letais, CLso e CLgo, das nanoemulsdes do 6leo essencial das
folhas de C. longa e de seus compostos majoritarios contra as larvas de Ae. aegypti;
. Avaliar as alteragdes morfoldgicas causadas nas larvas de Ae. aegypti apos o tratamento

com a nanoemulsdo do 6leo essencial das folhas de C. longa;

. Determinar a ag¢ao inibitdria do 6leo essencial das folhas de C. longa frente a enzima
acetilcolinesterase;
. Analisar a ecotoxicidade das nanoemulsdes do 6leo essencial das folhas de C. longa e

de seus compostos majoritarios contra microalga bioindicadora Chlorella vulgaris.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ARBOVIROSES E SEUS IMPACTOS

Arboviroses sdo doengas virais transmitidas por artrépodes hematdéfagos, como
mosquitos e carrapatos. Os mosquitos, particularmente dos géneros Aedes e Culex, sao os
vetores mais relevantes, exercendo um impacto significativo na satde publica. Entre as
arboviroses mais importantes, destacam-se o zika, chikungunya, febre amarela urbana e,
sobretudo, a dengue, cujas infecgdes podem variar de assintomaticas a fatais (HUANG et al.,
2020a; PAHO, 2023). A disseminacao dessas doencas ¢ influenciada por fatores sociais,
demograficos e ambientais, que moldam os padrdes de transmissdo dos patdogenos, sendo a

dengue a arbovirose urbana de maior proeminéncia (TAJUDEEN, 2021; BRASIL, 2022).

3.1.1 Panorama epidemiolégico da dengue

A dengue ¢ reconhecida como a infeccdo viral transmitida por mosquitos de maior
relevancia em termos globais, estimando-se que 50-100 milhdes de infecgdes ocorram
anualmente e cerca de 2,5 bilhdes de individuos residam em areas endémicas. Esse cenario
afeta mais de 100 paises em diferentes regides e aproximadamente 80% da populagdo mundial
esta em risco de ser exposta a alguma doenca transmitida por vetores (KWEKA et al., 2019).
Doengas como a dengue representam aproximadamente 17% da carga global de doencgas
infecciosas e sdo responsaveis por mais de 700.000 dbitos por ano, impactando desigualmente
as classes mais pobres e restringindo o desenvolvimento econdmico de paises em razdo dos
altos custos médicos (KWEKA et al., 2019).

Apesar dos esforgos para o controle da doenca, a dengue continua representando um
desafio significativo para a satde publica global, com um aumento substancial nos casos
relatados ao longo das tltimas duas décadas. Durante o periodo entre 2000 e 2019, o nimero
de casos notificados aumentou consideravelmente, passando de 0,5 milhdo para 5,2 milhdes.
Depois de um breve recuo durante a pandemia de COVID-19 (2020-2022), em 2023 houve um

aumento da incidéncia, com numerosos surtos ocorrendo simultaneamente e afetando regides
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previamente ndo afetadas, acarretando uma elevagao histérica no namero de casos notificados,
com mais de 5 milhdes de casos e 5 mil 6bitos associados a dengue registrados em varios paises
(WHO, 2023).

Até abril de 2024, os casos de dengue alcancaram a marca de mais de 7,6 milhdes, sendo
3,4 milhdes confirmados, mais de 16.000 graves e mais de 3.000 ébitos. Em nivel mundial, o
crescimento no numero de casos foi consideravel; entretanto, o aumento foi especialmente
acentuado na regido das Américas, contabilizando mais de 7 milhdes de notificacdes apenas
nos quatro primeiros meses do ano, ultrapassando o valor anual de 4,6 milhdes de 2023. Apesar
da expressiva quantidade de casos notificados, a precariedade dos sistemas de deteccdo e
notificagdo nos paises endémicos conduz a subestimacao da real magnitude da dengue, uma vez
que inumeros casos permanecem nao registrados (WHO, 2024a).

A recente epidemia de dengue relaciona-se com o aumento da densidade do vetor,
impulsionada por fatores que incluem: mudangas na distribui¢do dos vetores em regides
previamente ndo afetadas; o inicio antecipado e o prolongamento das temporadas de
transmissdo da dengue em regides endémicas; fendmenos climaticos, responsaveis por
aumentar as temperaturas, a pluviosidade e a umidade, colaborando para a alta reproducao do
vetor; e sistemas de saude frageis, além de instabilidades politicas em paises impactados que
tornam a resposta a epidemia mais desafiadora (WHO, 2024a).

A maioria dos casos ocorre na Américas, onde a dengue ¢ endémica e os surtos sdo
recorrentes. A cocirculacdo dos quatro sorotipos do virus da dengue (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4) na regido aumenta ainda mais a complexidade do controle da doenca e
destaca a necessidade urgente de medidas de prevencao e controle eficazes (WHO, 2023).
Nessa regido, o nimero de casos de dengue notificados nos seis primeiros meses de 2024 ¢
superior a totalidade de casos de dengue notificados durante os 12 meses de todos os anos
anteriores (OPAS/OMS, 2024a).

No Brasil, os nimeros de casos de dengue revelam uma situagdo alarmante. O Centro
de Operacdes de Emergéncias (COE), colegiado estratégico do Ministério da Saude responséavel
por coordenar acdes integradas de resposta e prevencdo contra as arboviroses, divulgou, por
meio do Informe Semanal edi¢do n° 12, que entre janeiro e abril de 2024 foram registrados
cerca de 4,2 milhdes de casos provaveis de dengue, além de 44.754 casos de dengue grave ou
com sinais de alarme. No mesmo periodo, o numero de dbitos confirmados chegou a 2.073,

enquanto outros 2.291 seguem em investigacio (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).
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Na Figura 1, pode-se visualizar um paralelo entre os casos provaveis de dengue de 2023
(representados pela curva) e de 2024 (representados pelas colunas) ao decorrer das Semanas
Epidemiologicas (SE). Percebe-se um aumento progressivo dos casos em 2024 ao longo das
semanas, com um declinio na SE 17, explicada pelo tempo necessario para o registro das
informagdes pelos estados e municipios. A SE 12 de 2024 registrou o maior numero de casos
do ano, um valor que superou o pico maximo de 2023, observado na SE 15 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2024).

Figura 1 - Numero de casos provaveis de dengue por semana epidemiologica no Brasil entre
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2024.

3.2 Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus: ASPECTOS GERAIS SOBRE O VETOR

O Aedes aegypti L., comumente conhecido como mosquito da dengue, € o principal
vetor de arboviroses urbanas, englobando as quatro de maior prevaléncia: a febre amarela,
chikungunya, zika e a dengue (SOUZA-NETO; POWELL; BONIZZONI, 2019). Originario do
Egito, o Ae. aegypti foi disseminado para outras partes do globo durante as Grandes
Navegacoes, no século XVI, e foi introduzido no Brasil através do trafico de escravos no

periodo colonial (I0C, 2022).
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Este mosquito pertence a ordem Diptera, familia Culicidae e género Aedes
(COATSWORTH et al., 2018). Sua distribui¢ao ¢ cosmopolita, predominando em regides
tropicais e subtropicais, e apresenta diversas caracteristicas que o tornam um vetor
extremamente eficaz de arbovirus. Dentre elas, destacam-se sua adaptagcdo a ambientes urbanos
e seu comportamento antropofilico, com alimentacdo preferencialmente humana. Esse habito,
combinado a capacidade de realizar varias refeicdes em um unico ciclo gonotréfico,
potencializa sua eficiéncia na transmissao de patdogenos. Além de usar o sangue para produzir
ovos, 0 mosquito também o utiliza como fonte de energia, preferindo-o ao agucar. Seus ovos
sdo altamente resistentes a dessecacgdo, podendo sobreviver por meses sem adgua (KWEKA et
al., 2019).

O ciclo de vida do Ae. aegypti inicia-se com a oviposicao das fémeas, que depositam
ovos em tanques de armazenamento de agua ou recipientes temporarios, como latas, pneus e
vasos de plantas (DAVID et al., 2023). Esses ovos, pretos ¢ alongados, eclodem em larvas que
passam pelos estagios L1, L2, L3 e L4. As larvas apresentam cabeca, torax e abdomen
segmentados, com um sifao respiratorio. Apos a fase larval, elas se transformam em pupas, que
ndo se alimentam, e eventualmente emergem como mosquitos adultos (Figura 2). Os adultos
sdo identificaveis por seu corpo escuro com faixas brancas nos tarsos e um padrao em forma de
lira no mesonoto, sendo os machos distinguiveis pelas antenas plumosas e palpos mais longos

(FO 2019).

Figura 2 - Ciclo de vida do Ae. aegypti
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A transmissdo das arboviroses ocorre quando a fémea do Ae. aegypti se alimenta do

sangue de um individuo infectado em estado de viremia. O artropode adquire o virus e o
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transmite para outros humanos através da sua saliva durante uma nova picada. Além disso, o
virus pode ser transmitido entre mosquitos ao se alimentarem de hospedeiros infectados,
possibilitando a disseminagdo do virus entre eles e, eventualmente, para novos humanos.
Também pode ocorrer transmissdo transovariana e venérea (KWEKA et al., 2019). Os sintomas
predominantes das doencas arbovirais transmitidas pelo de. aegypti sdo febre alta, cefaléia
frontal, fadiga, dor retroorbital, artralgia, erupcao cutanea e trombocitopenia. Em quadros mais
graves, a dengue causa elevagao da permeabilidade vascular, gerando eventos hemorragicos e
plaquetopenia, com risco de evolugdo para hipotensao e choque. A chikungunya e o zika virus
sdo apontados como agentes neuroinvasivos, e este ultimo ainda estd associado com ma

formagao neonatal e microcefalia fetal (DHINAKARAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019).

3.3 ESTRATEGIAS PARA CONTROLE DE ARBOVIROSES

Até o momento, nao ha medicamentos especificos para o tratamento das doencgas
transmitidas pelo Ae. aegypti. O manejo dessas arboviroses ¢ predominantemente sintomatico,
com tratamento de suporte voltado para observacao rigorosa dos sinais de alerta e reposi¢ao de
fluidos em casos graves (MARTINS; PRATA-BARBOSA; CUNHA, 2020; NAMIRIMU;
KIM, 2024). Em 2024, a vacina contra a dengue foi incorporada ao Programa Nacional de
Imunizagdo no Brasil, direcionando os primeiros esfor¢os para regides com maior incidéncia
da doenca e faixas etarias de maior risco de agravamento (BRASIL, 2024a). Apesar desse
progresso, a prevengdo € o controle dos mosquitos transmissores, além das intervengdes
baseadas na comunidade, permanecem sendo medidas prioritarias, dada a limitacdo das opgdes
terapéuticas (NAMIRIMU; KIM, 2024).

As estratégias estabelecidas visando o controle de vetores sdo os principais métodos
para combater as doengas transmitidas por mosquitos, com o objetivo de reduzir ou eliminar o
contato homem-vetor e, assim, impedir a transmissao de patégenos (WILSON et al., 2020).
Existem diversas abordagens para o controle do Ae. aegypti que podem ser aplicadas,
englobando os métodos de controle quimico, bioldgico, genético, mecanico e de captura
(MCGREGOR; CONNELLY, 2021).

Com o advento dos inseticidas sintéticos em 1940, que substituiram as praticas
anteriores fundamentadas em gestdo ambiental e remoc¢do de criadouros, os programas de

controle vetorial passaram a empregar pesticidas quimicos. Historicamente, quatro classes de
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inseticidas sintéticos foram utilizadas na saude publica: organoclorados, organofosforados,
carbamatos e piretroides. Essas classes sdo aplicadas para controlar tanto os estagios adultos
dos mosquitos, por meio da pulverizagao, quanto os estagios imaturos, com agentes larvicidas
(COSTA, 1987; YADAV; DEVI, 2017; WILSON et al., 2020).

Devido aos impactos ambientais e ao crescente problema de resisténcia causados pelos
inseticidas sintéticos, novos agentes de controle foram introduzidos, como os inseticidas
inibidores de crescimento de insetos (IGRs) e os inseticidas bacterianos, que sdo especificos
para a fase larval. Assim, pesquisas estdo continuamente sendo realizadas para aprimorar e
desenvolver alternativas mais eficazes e ambientalmente seguras (VALLE; BELINATO;

MARTINS, 2015; PILAQUINGA et al., 2019; MCGREGOR; CONNELLY, 2021).

3.3.1 Agentes larvicidas

Larvicidas sdo inseticidas utilizados para controlar larvas de insetos, especialmente
vetores de doengas, como os mosquitos. Esses produtos incluem tanto substancias quimicas,
quanto agentes de controle bioldgico, e tém a capacidade de interromper o desenvolvimento
das larvas, impedindo sua transformac¢dao em adultos potencialmente transmissores de
arboviroses (MEIER; ROUHIER; HILLYER, 2022).

O controle do Ae. aegypti ¢ mais eficaz quando realizado na fase larval devido a um
conjunto de caracteristicas biologicas e comportamentais que tornam o inseto mais vulneravel
nesse periodo, como alimentacdo e crescimento. Os principais fatores para essa maior
suscetibilidade das larvas sdo: alimentacdo nao seletiva de matéria organica em suspensao
aderida as paredes ou sedimentos no fundo dos reservatdrios, facilitando a ingestdo de
inseticidas; respiragdo do ar atmosférico na superficie através do sifao, expondo-se aos agentes
de controle; e por fim, a movimentagao restrita ao local de oviposi¢do, reduzindo a capacidade
de migracdo (OLIVEIRA, 2015; CARVALHO; MOREIRA, 2017).

O controle vetorial de mosquitos na fase larval teve inicio com a eliminagdo de
criadouros e avancou no século XX, com a invencao de inseticidas sintéticos, como o dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT), que resultaram em uma redu¢do significativa nas populacdes de
mosquitos e na incidéncia de doencas. Nas ultimas décadas, o uso de inseticidas como
organofosforados e piretroides tornou-se predominante nos programas de satide publica. No

Brasil, o organofosforado Temefos foi amplamente empregado de 2003 a 2014; no entanto, o
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surgimento de resisténcia entre os mosquitos reduziu a eficacia desses produtos, e os impactos
ambientais associados a eles provocaram preocupagdes (VALLE; BELINATO; MARTINS,
2015).

Embora os inseticidas sintéticos sejam eficazes para uma redu¢do rapida na densidade
de mosquitos, o uso extensivo acarreta uma série de desvantagens. Esses produtos provocam
impactos ambientais significativos, como contaminacao do solo, do ar, da 4gua; bioacumulagao
em niveis tréficos e toxicidade a espécies nao-alvo terrestres e marinhas; afeta bactérias
essenciais para fixacdo de nitrogénio; além da satide humana est4 diretamente comprometida
pelo consumo de alimentos contaminados por inseticidas (YADAV; DEVI, 2017; KAUR et al.,
2024). Outra problematica determinante ¢ o surgimento e propagacdo global de mosquitos
resistentes, resultado da vasta e continua aplicacao de inseticidas quimicos (MOYES et al.,
2017).

Os mecanismos de resisténcia dos insetos podem se manifestar por modificagdes no
local-alvo, como as mutagdes kdr e na acetilcolinesterase, e pelo aumento da desintoxicagao
metabolica, devido a superexpressdo de monooxigenases do citocromo P450, glutationa S-
transferases (GSTs) e carboxilesterases (ESTs) (KWEKA et al., 2019). A resisténcia dificulta
o manejo das populagdes com os inseticidas atuais e pode potencialmente agravar o impacto
das doencas transmitidas por esses vetores em escala mundial, situagdo na qual exige novas
abordagens para garantir a eficacia dos programas de controle (DUARTE et al., 2024a).

Além dos tradicionais larvicidas sintéticos, produtos de outras classes como espinosina,
biolarvicidas e IGRs, como inibidores da sintese de quitina e andlogos de hormonio juvenil,
também sao utilizados contra as larvas de Ae. aegypti. Atualmente, recomenda-se larvicidas
biologicos a base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e de espinosinas para controle de
Ae. aegypti. Essas alternativas atendem as diretrizes de manejo para evitar o desenvolvimento
de resisténcia a inseticidas (ARAUJ Oetal., 2019; BRASIL, 2024b).

Os IGRs, apesar de sua eficacia no controle de larvas, podem afetar outros insetos com
fisiologia similar (VALLE; MARTINS, 2015). Similarmente, os inseticidas a base de Bti,
embora considerados padrao ouro, enfrentam o risco potencial de resisténcia, que, ainda pouco
frequente, pode comprometer sua eficacia futura (GRIFFITTS; AROIAN, 2005; PAUL et al.,
2005). A resisténcia a espinosinas, por sua vez, ¢ mais documentada e representa um desafio

adicional para seu uso continuo (GENG; WATSON; SPARKS, 2013).
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De maneira geral, as abordagens atuais para o controle de larvas estdo sujeitas ao
desenvolvimento de resisténcia, eficidcia larvicida limitada e impactos indesejados em
organismos nao-alvo (MEIER; ROUHIER; HILLYER, 2022). Essas limitagdes evidenciam a
necessidade urgente de alternativas eficazes e sustentaveis, fazendo dos larvicidas naturais uma
solugdo inovadora e promissora para diversificar e aprimorar o arsenal de controle de vetores

disponiveis (WUILLDA; MARTINS; COSTA, 2019).

3.3.1.1 Agentes larvicidas de origem vegetal

Ha uma crescente valorizagdo dos larvicidas de origem vegetal por possibilitarem uma
perspectiva mais ecoldgica no controle de vetores, oferecendo uma alternativa aos inseticidas
convencionais por explorar a rica biodiversidade botanica para identificar compostos naturais
com atividade inseticida (GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012). Esse vasto potencial
bioldgico advém dos metabdlitos secundarios, compostos bioativos sintetizados pelas plantas
para proporcionar beneficios adaptativos que favorecem a sobrevivéncia e a propagagdo da
espécie, como a protecdo contra predadores (SIMOES et al., 2007). Assim, estudos evidenciam
que extratos vegetais e 6leos essenciais demonstram ser uma fonte promissora para o manejo
de mosquitos, devido a elevada presenga de metabolitos com eficacia inseticida (GUPTA;
GUPTA, 2022).

Dentre as vertentes exploradas no uso de compostos naturais, os 6leos essenciais se
sobressaem por suas propriedades e caracteristicas (PAVELA; BENELLI, 2016). Essas
substancias sdo volateis, lipofilicos e aromaticos, obtidos de diversas partes das plantas, como
folhas, raizes, sementes e flores (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017). A complexidade
quimica dos 6leos essenciais ¢ consequéncia da variedade de metabolitos secundarios presentes,
podendo apresentar de 20 a 60 substancias ativas, com dois ou trés componentes majoritarios
em elevadas concentracoes (20-80%) e outros presentes em quantidades minimas (BAKKALI
et al., 2008).

Os terpenoides constituem o maior grupo de metabolitos secundarios de plantas, com
rico potencial biologico e terapéutico, reconhecido por apresentar acdo antimicrobiana,
antifiingica, antioxidante, anti-inflamatoria, inseticida, entre outras (SIMOES; SPITZER, 2007;
NORIEGA, 2020). Dentre os terpenos, 0os monoterpenos sao os principais responsaveis pelas

atividades larvicidas e repelentes. Devido a essa caracteristica, muitos Oleos essenciais
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contendo monoterpenos se tornaram importantes insumos para o desenvolvimento de produtos
fitofarmacéuticos com agao inseticida (PAVELA, 2015a).

Os larvicidas botanicos oferecem uma série de beneficios frente os larvicidas sintéticos
convencionais, devido principalmente a sua diversidade quimica e perfil ecolégico. A presenca
de uma mistura complexa de compostos ativos afeta distintos alvos moleculares nos insetos,
complexidade que reduz a probabilidade de resisténcia, ja que os vetores apresentam
dificuldade em se adaptar a todos os mecanismos simultaneamente (GHOSH; CHOWDHURY;
CHANDRA, 2012; PAVELA; BENELLI, 2016). Essa propriedade também pode influenciar
na eficacia, pois os compostos possuem a capacidade de agir de forma sinérgica, interferindo
em varios processos fisioldgicos e comportamentais dos insetos (SOONWERA et al., 2022).
Além disso, os inseticidas naturais tendem a possuir seletividade, direcionando sua ag¢ao para
os insetos alvo, minimizando assim os impactos sobre organismos ndo alvo e reduzindo
substancialmente a toxicidade para o meio ambiente e a saide humana (PAVELA; BENELLI,
2016). Outra vantagem importante ¢ a rapida biodegradagdo desses compostos no ambiente, o
que impede o actimulo de residuos toxicos e reduz os riscos de contaminagdo ambiental
(GHARSAN, 2019).

Diversos Oleos essenciais de plantas, como Piper betle L., Tinospora rumphii,
Azadirachta indica, Persea americana, Piper aduncum, Leucas aspera, Eucalyptus
camaldulensis, Ottonia anisum, Salvia plebeia, Lantana camara e Syzygium aromaticum tém
demonstrado uma eficacia significativa no controle de larvas de Ae. aegypti apds 48 horas de
exposicao (BUDIMAN et al., 2021). Esta constatacao sublinha a relevancia da investigacao de
larvicidas de origem botéanica advindos de plantas geradoras de 6leos essenciais. A evidéncia
acumulada por estudos como esse, além de outros exemplos descritos na literatura, reforca o
potencial dos oleos essenciais como alternativas eficazes para o controle de culicideos,
evidenciando um caminho promissor para o desenvolvimento de solugdes larvicidas

inovadoras.

3.3.1.1.2 Aproveitamento de residuos agroindustriais como alternativa para produgdo de

inseticidas botanicos

A geracdo de residuos agroindustriais tem se tornado um problema crescente e
alarmante, com consequéncias significativas para o meio ambiente. A polui¢do decorrente do

descarte inadequado desses residuos afeta gravemente os recursos naturais. Anualmente, um
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grande volume de residuos ¢ produzido durante o processamento de materiais vegetais nas
industrias agroalimentares, gerando desafios para a sua gestdao sustentdvel (BEN-OTHMAN;
JOUDU; BHAT, 2020; VISAKH et al., 2023).

O aumento da demanda global por alimentos, impulsionado pelo crescimento
populacional, intensificou a produgdo agricola e, consequentemente, o acumulo de residuos ao
longo de toda a cadeia de suprimentos (MATEI et al., 2021). Esse cenario ¢ agravado pelo fato
de que o despejo na terra, aterro e a queima de residuos agroindustriais sdo praticas comuns em
razdo da falta de tratamento adequado, liberando substincias toxicas no meio ambiente e
contribuindo para problemas de poluicdo do ar, do solo e da dgua (ANDINI et al. 2018;
ALBAQAMI et al., 2022; YAASHIKAA; KUMAR; VARJANI, 2022). Esses residuos nao
tratados podem resultar na liberagdo de contaminantes no ecossistema, comprometendo a
biodiversidade e trazendo riscos para a saide humana (YAASHIKAA; KUMAR; VARJANI,
2022).

Estima-se que na Europa sdo geradas cerca de 88 milhdes de toneladas de residuos
alimentares por ano, com um impacto econdmico de 143 bilhdes de euros (STENMARCK et
al., 2016). Esse volume de residuos, quando ndo gerido adequadamente, contribui para o
aumento da emissao de gases de efeito estufa e outros efeitos negativos, destacando a urgéncia
de desenvolver praticas de gestdo sustentavel (YAASHIKAA; KUMAR; VARJANI, 2022).
Entre os principais residuos gerados estdo os residuos de gado, agroindustriais, colheitas, frutas
e vegetais (ZIHARE; SPALVINS; BLUMBERGA, 2018).

Os residuos de colheita, compostos por folhas, caules e outros restos vegetais, sao
materiais gerados diretamente no campo agricola, sendo uma das formas mais baratas e
amplamente disponiveis de residuos. Apesar de seu potencial, esses materiais sdo altamente
pereciveis e, quando descartados inadequadamente, podem causar sérios danos ao ecossistema
devido ao risco elevado de contaminagao (PRASAD et al., 2020; SRIDHAR et al., 2021). Além
disso, a falta de reaproveitamento impede que esses residuos sejam utilizados de maneira
produtiva, limitando seu potencial econdmico e ambiental, além de comprometer a
sustentabilidade do setor agricola.

Uma abordagem inovadora para enfrentar esses desafios € a adocao de praticas baseadas
na economia circular, que visa integrar o desenvolvimento econdmico com a protecdo do
ecossistema, promovendo o uso eficiente de recursos. A bioeconomia circular surge como um

modelo sustentdvel que maximiza o aproveitamento de energia e materiais nas atividades
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agricolas (YAASHIKAA; KUMAR; VARJANI, 2022). Entre as solu¢des promissoras, destaca-
se o desenvolvimento de biorrefinarias, que utilizam residuos agroindustriais como matéria-
prima para a producdo de subprodutos de valor agregado (VISAKH et al., 2023). A valorizagao
dos residuos agricolas, como folhas descartadas, que s@o ricas em compostos bioativos,
incluindo 6leos essenciais, também representa uma solu¢do inovadora. Esses subprodutos
podem ser transformados em ingredientes para novos produtos, contribuindo para a
sustentabilidade e redugao de desperdicios na agricultura (SULHATH et al., 2024).

Estudos recentes evidenciam o aproveitamento de residuos agroindustriais para gerar
produtos de valor agregado, como 0leos essenciais. Esses 6leos essenciais tém se mostrado
eficazes tanto na producao de alimentos e produtos de higiene, quanto no manejo integrado de
pragas agricolas e vetores de doengas. Jimborean et al. (2016) demonstraram que Oleos
essenciais extraidos de cascas de frutas citricas podem ser utilizados como aromatizantes na
fabricacdo de novos tipos de iogurtes. De forma semelhante, Gonzalez-Diaz e Véliz-Jaime
(2020) investigaram o uso da casca de manga para a producdo de 6leos essenciais, destacando
seu potencial na industria alimenticia. Batista et al. (2023) estudaram o 6leo essencial de Citrus
reticulata Blanco (Ponkan), obtido de residuos da industria de sucos, com aplicacdo na
fabricacdo de produtos de higiene pessoal e de limpeza.

No controle bioldgico de pragas e vetores de doencas, diversos estudos exploraram o
uso de residuos agroindustriais. Poopathi et al. (2013) investigaram o bagago de cana-de-agtcar
como substrato renovavel para a producdo do biopesticida Bti, eficaz no controle dos mosquitos
vetores Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi e Ae. aegypti. Ja Sala et al. (2021)
avaliaram a utilizag@o de casca de arroz e bagago de mag¢a na producao de conidios fungicos de
Beauveria bassiana e Trichoderma harzianum, fungos que, além de controlarem pragas
agricolas, como Spodoptera frugiperda, promovem o crescimento de plantas e protegem contra
patogenos do solo. Ribeiro et al. (2019) revelaram que 6leos essenciais de frutas citricas, como
limdo e tangerina, possuem atividade contra o acaro Tetranychus urticae, praga agricola de
relevancia mundial. Visakh et al. (2022) demonstraram que o 6leo essencial de Citrus maxima
apresentou toxicidade tanto por contato quanto por fumigagdo contra os mosquitos Culex
tritaeniorhynchus e Ae. aegypti, vetores de encefalite japonesa e dengue, respectivamente.

Além disso, os residuos agroindustriais de plantas do género Curcuma também tém sido
explorados. Albagami et al. (2022) estudaram 6leos essenciais extraidos das folhas de C. longa,

Curcuma aromatica e Curcuma angustifolia, revelando propriedades antioxidantes,
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antibacterianas e citotoxicas contra células cancerigenas. Kumar et al. (2018) investigaram o
potencial anti-inflamatoério do 6leo essencial de folhas de C. longa, que demonstrou eficacia
significativa no tratamento de desordens inflamatorias. Estudos recentes, como o de Visakh et
al. (2023), mostraram que o 6leo essencial de folhas de C. longa possui alta toxicidade contra
os insetos de graos armazenados Rhizopertha dominica e Tribolium castaneum, além de
atividade antioxidante notavel. Sulhath et al. (2024) investigaram a acdo inseticida do 6leo de
C. aromatica, que apresentou maior toxicidade por contato e fumigagdo contra o besouro
Callosobruchus chinensis, praga de leguminosas armazenadas. Por fim, Flexa-Ribeiro et al.
(2025) avaliaram a repeléncia do 6leo essencial de C. longa e seus constituintes contra
Tribolium castaneum, sugerindo que esse 0leo pode ser utilizado como matéria-prima para o

desenvolvimento de biopesticidas ecologicos.

3.4 FAMILIA ZINGIBERACEAE

A Zingiberaceae ¢ a maior familia pertencente a ordem Zingiberales, e segundo Plants
of the World (2024), compreende 57 géneros e mais de 1800 espécies. A familia ¢ amplamente
distribuida nos tropicos, principalmente na regido dos tropicos asidticos, apresentando alta
concentracao na diversidade e nimero de géneros e espécies (LARSEN et al., 1998). No aspecto
ornamental, os géneros Zingiber, Alpinia, Curcuma, Etlingera, Hedychium e Kaempferia se
sobressaem pela beleza das folhagens e das inflorescéncias (WOOD, 1995). O género Zingiber
(género do gengibre) e as espécies de Curcuma destacam-se por seu uso como especiarias €

medicinal (LARSEN et al., 1998; RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007).

3.4.1 Género Curcuma

O género Curcuma se sobressai por ser um dos membros mais difundidos da familia
Zingiberaceae, abrangendo cerca de 167 espécies (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN,
2007; PRASAD; AGGARWAL, 2011). A C. longa, Curcuma aeruginosa, Curcuma amada,
Curcuma xanthorrhiza, C. angustifolia, C. aromatica, Curcuma caesia € Curcuma zedoaria,
sao plantas do género que possuem relevancia econdmica devido as suas propriedades

medicinais e nutricionais, sendo empregadas em diversos ramos industriais, como o
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farmacéutico, cosmético e alimenticio (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007,
PRASAD; AGGARWAL, 2011; AYATI et al., 2019).

A C. longa, em particular, ¢ destacada como a espécie mais investigada e amplamente
cultivada para fins comerciais. E muito utilizada como especiaria em todo o mundo, néio apenas
pela sua capacidade de conferir sabor e cor aos alimentos, mas também por seus potenciais
biologicos e farmacologicos (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007, PRASAD;
AGGARWAL, 2011; AYATI et al., 2019).
3.4.1.1 Curcuma longa L.

A planta C. longa, conhecida por denominagdes populares como “curcuma”, “acafrao”,
“gengibre dourado” e ‘“acafrdo-da-terra", ¢ uma espécie nativa do sudeste asiatico,
especialmente de florestas tropicais da India (BRASIL, 2020). Os rizomas desta planta sdo
caracterizados pela cor amarelo-alaranjado intenso, sabor marcante e propriedades medicinais,
distinguindo-se como a parte mais utilizada para uma variedade de aplicagcdes (PRASAD;
AGGARWAL, 2011).

Ha mais de 4.000 anos, a ciircuma foi pioneiramente empregada na India, tanto como
corante, quanto como tempero culindrio, uma tradi¢do que perdura até os tempos atuais. Na
industria, ¢ comercializada como condimento culinario, corante alimentar natural e conservante
em uma variedade de produtos. Além disso, sua aplicagdo abrange outras areas, sendo
extensivamente utilizada em produtos cosméticos e dermatologicos. O potencial terapéutico
dos rizomas da C. longa tem origem marcada pela medicina tradicional chinesa e indiana, que
explorou a especiaria para uma variedade de condic¢des, incluindo disturbios hepaticos,
gastrointestinais, artrite, reumatismo, doengas de pele (PRASAD; AGGARWAL, 2011).

O uso de C. longa ¢ geralmente restrito aos rizomas, embora em alguns paises asidticos
também se utilizem as folhas como tempero (BRAGA et al., 2023). Durante a colheita da parte
comercial, as folhas sdo tratadas como residuos agroindustriais, sendo descartadas e/ou
queimadas e consequentemente, gerando poluicdo ambiental (VISAKH et al., 2023). Apesar
desse subaproveitamento, pesquisas indicam que as folhas de C. longa cont€ém compostos
quimicos ativos com potencial valioso o que as torna candidatas promissoras para a
transformagdo de residuos agricolas em produtos de maior valor agregado (KUMAR et al.,

2018). A adogdo dessa pratica ndo s6 minimizaria o desperdicio agroindustrial, mas também
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reduziria a polui¢do, promovendo uma abordagem sustentavel e compativel com os principios

da bioeconomia circular (VISAHK et al., 2023).

3.4.1.1.1 Aspectos botdnicos

A C. longa ¢ uma planta herbacea e perene, caracterizada por seu rizoma tuberoso € suas
flores vistosas, crescendo até¢ 1 metro de altura (AYATI et al., 2019). Os rizomas subterraneos,
de casca aspera e segmentada, apresentam uma coloragdo marrom-amarelada no exterior e
laranja fosco na parte interna. Quando secos, esses rizomas podem ser moidos para produzir
um pd amarelo com sabor amargo e aroma forte. Suas folhas em bainhas que caracterizam a
familia Zingiberaceae, sdo longas, oblongas, verde-escura e lanceoladas sao glabras, reunindo-
se na base da planta para formar um pseudocaule (Figura 3). As flores, pequenas e de cor branca
a amarela, estdo dispostas em espigas cilindricas, enquanto os frutos se desenvolvem em
capsulas globulares, vistas ocasionalmente (GOVINDARAJAN; STAHL, 1980;
RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007; PRASAD; AGGARWAL, 2011).

Figura 3 - Planta C. longa

Fonte: autoria propria.

3.4.1.1.2 Atividade biologica e potencial terapéutico

A planta tem sido objeto de numerosos estudos que avaliam os efeitos dos extratos,
Oleos essenciais e suplementos derivados de seus rizomas. Entre as propriedades destacadas, a

planta demonstra atividade antioxidante (ALTIR et al., 2021; AMIN et al., 2022), efeito
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hiperglicémico (GUERRERO-ROMER et al., 2020), efeitos anti-inflamatorios, cicatrizantes
(LEE et al., 2020; AMIN et al., 2022; BOUCHAMA et al., 2023), atividade antinociceptiva
(LIJU; JEENA; KUTTAN, 2011) e anticancerigena (YANG et al., 2020; ABUALHASAN et
al., 2023). Também foi identificada atividade antifingica (MURUGESH et al., 2019),
antimicrobiana (JALALUDDIN et al., 2019; TELES et al., 2019; OGBONNA; OZGOR, 2022),
antiviral (SHENGE; OBI; SALAWU, 2021) e antileishmania, (TELES et al., 2019). Além de
ser benéfico o seu uso no tratamento de condi¢des como osteoartrite (SRIVASTAVA et al.,
2016), artrite (ANNA et al., 2011), doenca de Parkinson (MA; GUO, 2017) e psoriase
(SARAFIAN et al., 2015).

As folhas da C. longa, ainda que menos exploradas em comparacdo aos rizomas,
apresentam diversas propriedades benéficas. Os Oleos essenciais e extratos apresentam
atividade antioxidantes (MOHD -NOR et al., 2009; ALTIR et al., 2021; VISAKH et al., 2023),
anti-inflamatorias, antitumorais (LIU, 2012), antibacteriana (ESSIEN et al.,, 2015;
ALBAQAMI et al., 2022), antifingica, (SINDHU et al., 2011; ESSIEN et al., 2015; SHARMA
et al.,, 2022). Adicionalmente, apresentam atividade citotoéxica (ESSIEN et al., 2015;
ALBAQAMI et al., 2022), propriedades antidiabéticas (SHARA et al., 2022), antidermatofico
(PANDEY et al., 2010) e fitotoxica (VISAKH et al., 2023).

Estudos revelam que o 6leo essencial da C. longa tém efeitos inseticidas, incluindo
repeléncia e acdo fumigante para Tribolium castaneum (VISAKH et al., 2023), e toxicidade e
repeléncia contra formigas de fogo (Solenopsis invicta) (ALl et al., 2024). Além disso, os 6leos
essenciais demonstraram potencial larvicida contra larvas de Cochliomyia macellaria
(CHAABAN et al., 2019) e mosquitos como Anopheles gambiae, An. quadrimaculatus e Ae.
aegypti (AJAIYEOBA et al., 2008; ALI et al., 2015).

3.4.1.1.3 Composicdo fitoquimica

Os membros do género Curcuma sdo reconhecidos por conter uma variedade de
compostos bioativos, incluindo fenilpropanoides, monoterpenoides, sesquiterpenoides e outras
substancias aromaticas (RAVINDRAN, BABU, SIVARAMAN, 2007). Os principais
constituintes ativos do rizoma sao o 6leo essencial, responsavel pelo aroma caracteristico, € 0s
curcuminoides, que conferem a cor amarelo brilhante (GOVINDARAJAN; STAHL, 1980;
DOSOKY; SETZER, 2018). Entre os curcuminoides, destacam-se a curcumina (77%), a
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desmetoxicurcumina (17%) e a bisdemetoxicurcumina (3%), pertencentes a familia dos
diarilheptanoides. A concentracdo desses compostos varia de 2% a 9%, dependendo da origem
e das condigdes de cultivo (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007; IWEALAA, 2023).
No o6leo essencial, ar-turmerona, o-turmerona e B-turmerona sdo os principais constituintes
(AVANCO et al., 2017; DOSOKY; SETZER, 2018).

No que se refere as folhas, segundo Essien e colaboradores (2015) os componentes
principais do o6leo essencial de C. longa sdo a-pineno, B-pineno, mirceno, a-felandreno, o-
terpineno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, y-terpineno, terpinoleno, linalol, terpineno- 4-ol, a-
terpineol, B-cariofileno, ar -curcumeno, a-zingibereno, B-sesquifelandreno, ar -turmerona, 3-
turmerona, germacrona e o-turmerona. Por outro lado, a analise quimica do 6leo essencial das
folhas de C. longa nos estudos de Sindhu, et al. (2011) indicaram a presenc¢a de a-felandreno,
p-cimeno, terpinoleno como compostos majoritarios. Diversos estudos possuem resultados
semelhantes, porém se diferem em alguns compostos e percentuais encontrados (DOSOKY:;
SETZER, 2018; ALBAQAMI et al., 2022; VISAKH et al., 2023).

A diferengca de composicdo quimica pode ocorrer devido a existéncia de sete
quimiotipos diferentes dos 6leos essenciais da folha de C. longa relatados até o momento: (1)
quimiotipo rico em ar-turmerona; (2) quimiotipo rico em a-felandreno; (3) quimiotipo rico em
terpinoleno; (4) quimiotipo rico em B-sesquifelandreno; (5) quimiotipo rico em p-cimeno; (6)

quimiotipo rico em 1,8-cineol; (7) quimiotipo rico em mirceno (ESSIEN et al., 2015).

3.4.1.1.3.1 p-cimeno

O p-cimeno, (também conhecido como p-isopropiltolueno, 4-isopropiltolueno, 1-
isopropil-4metilbenzeno ou 1-metil-4-isopropilbenzeno), ¢ um hidrocarboneto aromatico
pertencente a classe dos monoterpenos monociclicos (MARSECHE et al., 2017; BALAHBIB
et al., 2021). Presente de forma natural nos 6leos essenciais de uma infinidade de plantas
aromaticas, como Artemisia argyi (CHIZZOLA; GANSINGER, 2023), Protium spp.
(SANTANA et al., 2020), Origanum vulgare (NAPOLI et al., 2020) e Thymus piperella L.
(LLORENS-MOLINA et al.,, 2022). O p-cimeno também ¢é comumente encontrado em
alimentos, como cenoura, tomate, aipo, pepino, framboesa, sucos citricos e diversas especiarias

como orégano (CAO; SPARLING; DABEKA et al., 2019; BALAHBIB et al., 2021). A Figura

34



4 exibe a estrutura quimica desse terpeno, caracterizada por um anel benzénico com

substitui¢des de metila e isopropila.

Figura 4 - Estrutura quimica do p-cimeno
HsC CH;

CHj

Fonte: autoria propria.

O composto p-cimeno apresenta uma variedade de agdes bioldgicas, incluindo
atividades antinociceptivas (QUINTANS et al., 2013), anti-inflamatorias, antioxidantes,
imunomoduladoras, citoprotetoras (FORMIGA et al., 2020), antitumoral (JIN et al., 2021),
antimicrobiana (MARCHESE et al., 2017), antifingica (TIAN et al., 2018), antiviral
(PANAGIOTOPOULOS et al., 2021), antiparasitaria (SHANG et al., 2016) e inseticida
(GONG; REN, 2020), além de demonstrar atividade larvicida contra Ae. aegypti (DUARTE et
al., 2024a) e Cx. quinquefasciatus (PAVELA et al., 2018), além de toxicidade contra Blattella
Germanica (CHANG et al., 2012). Segundo a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA
(2023), o p-cimeno pode ser utilizado com seguranca em alimentos quando utilizado como

agente aromatizante.

3.4.1.1.3.2 Terpinoleno

O terpinoleno  (1-metil-4-propan-2-ilidenociclohexeno) ¢ um monoterpeno
monociclico, formado por uma estrutura com cadeia principal ciclica, apresentando duas
unidades de isopreno ligadas e substituicdes metil e propano (Figura 5) (MENEZES et al.,
2021). O composto esta presente na natureza, encontrado em plantas aromaticas como pinheiro
(Pinus pinea), noz-moscada (Myristica fragrans) e o agafrao (C. longa) (ESSEIN et al., 2015;
IBRAHIM et al., 2020; GAD; AL-SAYED; AYOUB, 2021).
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Figura 5 - Estrutura quimica do terpinoleno

CH;

CH;
Fonte: autoria propria.

O terpinoleno foi avaliado quanto a genotoxicidade, toxicidade de dose repetida,
toxicidade reprodutiva, toxicidade respiratdria local, fototoxicidade/fotoalergenicidade,
sensibilizacdo cutanea e seguranca ambiental. Os dados mostram que ndo héa preocupagdes de
seguranga. Além disso, ndo hd evidéncias de sensibilizagdo cutanea ou
fototoxicidade/fotoalergenicidade em decorréncia do seu uso. Quanto a seguranga ambiental, o
terpinoleno nao ¢ persistente, bioacumulavel e toxico de acordo com os padrdes ambientais
(API et al., 2022).

Em uma revisdo de literatura conduzida por Menezes et al. (2021) sobre as propriedades
biologicas do terpinoleno, entre a variedade de atividades identificadas, destacam-se as
pesquisas sobre suas propriedades antioxidantes, inseticidas e larvicidas, sendo esses topicos
amplamente investigados para o composto. Assim, foi constatada a toxicidade do terpinoleno
em relacdo a uma variedade de insetos, incluindo os culicideos. Estudos relataram o efeito
inseticida e/ou larvicida do terpinoleno contra Culex quinquefasciatus (PAVELA et al., 2018),
Ae. aegypti (SILVA et al., 2016), Anopheles quadrimaculatus (ALl et al., 2015), Ae. albopictus
(CONTI et al., 2012), Anopheles gambia (KWEKA et al., 2016), Culex pipens pallens
(PERUMALSAMY; KIM; AHN, 2009), Blattella Germanica (CHANG et al., 2012), além de
efeito fumigante contra Sitophilus zeamaise (WANG et al., 2009).

3.5 NANOEMULSOES A PARTIR DE OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais sao consideravelmente atrativos no estudo e identificacao de novos
ativos, caracterizando-se por sua diversidade estrutural e interacdes com multiplos alvos
bioldgicos. No entanto, muitos desses compostos enfrentam desafios significativos em seu

desenvolvimento devido a baixa solubilidade em &4gua, alta lipofilicidade, alta volatilidade,
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rapida degradacdo e instabilidade estrutural no meio bioldgico, o que restringe fortemente sua
aplicabilidade (BILIA; PIAZZINI; BERGONZI, 2020).

Os monoterpenos, compostos biotivos presentes nos o6leos essenciais, possuem
propriedades inerentes, como a reduzida solubilidade em agua e elevada volatilidade, o que
transforma a possibilidade de formulagdes um obstaculo complexo (DUARTE et al., 2024b). A
solubilidade restrita decorre das propriedades fisico-quimicas intrinsecas, dificultando a
absor¢ao satisfatoria, ao passo que a permeabilidade ¢ afetada por varidveis como peso
molecular e interagdes com transportadores de membrana. A nanotecnologia apresenta-se como
uma alternativa promissora para tais dificuldades, proporcionando nanoformulagdes que
aprimoram caracteristicas dos ativos de interesse e permitindo a otimizagdo da eficacia
terapéutica ou biologica (SAKA; CHELLA, 2020).

As nanoemulsdes sdo sistemas coloidais formados pela dispersdo de dois liquidos
imisciveis, onde um deles ¢ suspenso em goticulas de tamanho nanométrico, tipicamente entre
20 e 200 nm. Nanoemulsdes sdo classificadas como dispersdes isotropicas ¢ apresentam alta
estabilidade cinética e instabilidade termodinamica, e resistem a separagdo de fases por longos
periodos pela estabilizagdo por tensoativos, que atuam na interface entre os liquidos, reduzindo
a tensdo interfacial e promovendo a formag¢do de um sistema estavel. Além disso, essas
dispersdes sdo comumente referidas como miniemulsdes em algumas literaturas, e encontram
ampla aplicacdo na encapsulacdo e transporte de moléculas bioativas (BARRADAS; SILVA,
2020; GUPTA, 2020).

Nanoemulsdes possuem uma aparéncia distinta devido ao tamanho reduzido de suas
goticulas, esse tamanho diminuto faz com que a maioria dessas dispersdes sejam opticamente
transparentes ou transllicidas, ja que as goticulas sdo pequenas o suficiente para ndo dispersarem
significativamente a luz visivel. Nanoemulsdes sdo amplamente utilizadas na entrega de
compostos lipofilicos, chamadas nanoemulsdes 60leo-em-agua (O/A), onde goticulas de oleo
(fase dispersa) sdo suspensas em agua (fase continua), como farmacos e ativos bioativos de
baixa solubilidade em agua. Sua capacidade de melhorar a solubilidade e a estabilidade desses
ativos torna-as ferramentas poderosas na formulagdo de medicamentos e produtos cosméticos,
permitindo a liberacdo controlada e o aumento da biodisponibilidade dos compostos
encapsulados (BARRADAS; SILVA, 2020; GUPTA, 2020).

A produgdo de nanoemulsdes pode ser realizada por dois métodos principais: alta

energia e baixa energia. Os métodos de alta energia utilizam forca mecénica para criar
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nanoemulsdes, como homogeneizagdo em alta pressao e ultrassom. Em contraste, os métodos
de baixa energia aproveitam propriedades fisico-quimicas dos componentes, como mudangas
na composicao ou na temperatura do sistema, sendo mais eficientes energeticamente. Dentre os
métodos de baixa energia, o método de inversdo de fase se destaca, pois permite a formacao de
nanoemulsdes com agitacdo simples e sem a necessidade de grandes equipamentos. Esse
método € vantajoso por operar em condigdes suaves, como temperatura ambiente, € por
promover a formagao de goticulas pequenas através da mudanga espontanea na curvatura do
surfactante, resultando em uma produgao eficiente e de baixo custo (GUPTA, 2020).

As nanoemulsdes oferecem diversas vantagens em formulagdes com 6leos essenciais,
tornando-se uma op¢do atraente para a entrega de compostos bioativos. Elas aumentam a
estabilidade e melhoram a biodisponibilidade de compostos lipofilicos, facilitando a
solubilizagdo de ingredientes ativos pouco soluveis e ampliando a atividade farmacologica. A
biocompatibilidade ¢ outra caracteristica das nanoemulsdes que ¢ fundamental para garantir a
seguranc¢a em aplicagdes farmacéuticas, enquanto a eficiéncia de carregamento proporcionada
permite a encapsula¢do de quantidades significativas de fdrmacos hidrofobicos. Além disso,
proporcionam uma liberagdo direcionada e sustentada dos ativos, diminuem a toxicidade,
reduzindo efeitos adversos e ambientais, e protegem os ativos contra degradagdo causada por
luz, calor, oxigénio e umidade excessiva, o que ajuda a superar limitagdes associadas aos
compostos de interesse e expande suas aplicacdes, ampliando as possibilidades de fabricagao
(BARRADAS; SILVA, 2020; GONCALVES et al., 2020).

Alguns estudos t€ém explorado o uso da nanotecnologia aplicada a dleos essenciais e
extratos da planta C. /longa, com resultados promissores. Essas pesquisas mostram que as
nanoformulacdes baseadas em C. longa tém sido eficazes em diversas areas. Sindhu et al.
(2023) mostraram que o encapsulamento do 6leo essencial dos rizomas de C. longa em
quitosana melhora a eficiéncia antimicrobiana contra patdgenos alimentares. Patala et al. (2023)
investigaram nanoemulsdes do extrato etandlico dos rizomas de C. longa, revelando aumento
na biodisponibilidade e eficicia analgésica e anti-inflamatéria. Mossmann et al. (2024)
relataram atividade anti-inflamatoria in vitro com baixa citotoxicidade ao usar nanoemulsdes
do dleo das folhas de C. longa. Maghimaa e Alharbi (2020) avaliaram nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato aquoso das folhas de C. longa, destacando sua eficacia
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e atividade

cicatrizante. Aly et al. (2017) demonstraram que a nanoemulsdo do extrato etandlico de C.
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longa aumentou a solubilidade da curcumina e apresentou atividade antiparasitaria promissora
contra Schistosoma mansoni. Flexa-Ribeiro et al. (2025) desenvolveram uma nanoemulsao do
oleo essencial das folhas de C. longa, que mostrou atividade repelente significativa contra

Tribolium castaneum, configurando-se como uma alternativa ecologica para biopesticidas.

3.6 DESENVOLVIMENTO NANOTECNOLOGICO DE AGENTES LARVICIDAS

A aplicagdo de nanoemulsdes como agentes larvicidas botanicos representa uma nova e
promissora vertente nas estratégias de controle de vetores. Uma das principais vantagens desse
sistema estd na capacidade de encapsular ingredientes ativos hidrofobicos, como Oleos
essenciais, em uma matriz aquosa, permitindo uma dispersao controlada e maior eficiéncia na
eliminagdo. Além disso, os nanocarreadores empregados em nanoemulsdes devem ser
ecologicamente corretos, visando minimizar o impacto ambiental, o que € crucial para evitar
danos ao ecossistema aquatico. Outro beneficio importante € o controle preciso da dosagem dos
agentes larvicidas, o que pode ajudar a prevenir o desenvolvimento de resisténcia nas
populagdes de mosquitos ao longo do tempo, uma preocupagdo crescente na area de controle
de pragas. A liberacdo controlada dos ativos permite que o larvicida tenha agdo prolongada,
aumentando sua eficacia no combate a larvas em estagios imaturos (KAH; HOFMANN, 2014;
WONG et al., 2019).

Estudos demonstram que o tamanho reduzido das nanoformula¢des favorece sua
toxicidade e penetracdo no corpo dos insetos. Essas formulagdes afetam tanto a integridade
externa quanto os processos internos das larvas. Externamente, causam danos a pigmentagao e
a estrutura da cuticula, enquanto internamente desencadeiam respostas imunoldgicas e
modificam a expressdo génica, afetando o metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos.
Isso resulta em desordens no desenvolvimento e na reprodugdo das larvas, interferindo em
fungdes vitais, como a ingestao de nutrientes e gerar espécies reativas de oxigénio (SHAHZAD;
MANZOOR, 2018). Dessa forma, o uso de nanoemulsdes como larvicidas oferece uma
abordagem eficaz e direcionada, potencialmente menos prejudicial a organismos ndo-alvo e
capaz de proteger os ingredientes ativos da degradacdo prematura, o que contribui para a
sustentabilidade e persisténcia do efeito inseticida de compostos ativos (KAH; HOFMANN,
2014).
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Diversos estudos recentes corroboram a eficacia das nanoemulsdes a base de 6leos
essenciais no controle de larvas de mosquitos. Ferreira et al. (2019) desenvolveram uma
nanoemulsao do o6leo de Lippia alba, apresentando eficacia larvicida com valores de CLso de
38,22 ppm para Culex quinquefasciatus ¢ 31,02 ppm para Ae. aegypti. Ferreira et al. (2020)
constataram que a nanoemulsdo do oOleo essencial de Siparuna guianensis aumentou
significativamente a atividade larvicida contra Ae. aegypti, com um valor de CLso de 24,76
ug/ml, em comparagao com 86,52 ug/ml para o 6leo bruto. Peniche et al. (2022) destacaram
que a nanoemulsdo do 6leo de Hyptis suaveolens apresentou alta eficacia larvicida contra Culex
quinquefasciatus, com valores de CLso de 102,41 ppm e 70,81 ppm apds 24 e 48 horas,
respectivamente. Botas et al. (2017) investigaram a eficacia de nanoemulsdes do dleo essencial
de Baccharis reticularia contra Ae. aegypti, com um valor de CLso de 118,94 pg/mL apds 48
horas de tratamento. Oliveira et al. (2016) relataram a eficicia de nanoemulsdes a base de
oleoresina de Pterodon emarginatus contra Culex quinquefasciatus, com um valor de CLso de
34,75 mg/L ap6s 48 horas.

Portanto, o desenvolvimento de nanoemulsdes a base de 6leos essenciais como
agentes larvicidas botanicos tém demonstrado grande potencial na literatura, com diversas
pesquisas destacando sua eficicia e aplicabilidade no controle de vetores. O uso de
nanoformulagdes ecologicamente corretas, aliados a capacidade de promover a liberagdo
controlada e aumentar a toxicidade de compostos hidrofobicos, posiciona essas formula¢des
como alternativas promissoras no combate a resisténcia dos mosquitos aos inseticidas
convencionais. Assim, a nanoemulsao do 6leo essencial das folhas de C. longa, proveniente de
um residuo agroindustrial, representa uma abordagem inovadora e sustentavel que pode
contribuir para avangos significativos no controle de vetores, especialmente em cenarios de

satide publica e preservacdo ambiental.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL

As folhas de Curcuma longa foram coletadas em marco de 2023, no municipio de
Macapa, estado do Amapa, Brasil (coordenadas 0°01°24°°N; 51°09°31°W). A identifica¢ao
botanica foi realizada a partir de um espécime voucher, depositado no herbario do Instituto de
Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do Amapa (IEPA), sob o cédigo de registro
019430.

4.2 PRODUTOS QUIMICOS

O terpinoleno (pureza >95%) e p-cimeno (pureza >97%) foram adquiridos da Merck
(Sao Paulo, SP, Brasil). Os tensoativos polissorbato 20 e polissorbato 80, assim como o padrdo
fisostigmina, iodeto de acetiltiocolina (pureza >99.0%), 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzdico (pureza
>98.0%), sulfato de sodio anidro (pureza >99.0%), cloroférmio (pureza >99.5%), metanol
(pureza >99.8%) e formaldeido foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, SP, Brasil).
Apenas a solugdo de lugol foi obtida do Labimport (Piracicaba, SP, Brasil).

4.3 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

As folhas frescas de C. longa (700 g) foram trituradas em um turbolisador com 3 L de
agua destilada. Em seguida, o material (dgua e folhas trituradas) foi transferido para um balao
de destilacao de 5 L, acoplado a um aparelho do tipo Clevenger, equipado com um condensador
refrigerado a 4gua para evitar perdas por evaporagdo. O Oleo essencial foi obtido por
hidrodestilacdo. Apods a extracdo, o 6leo foi centrifugado, seco com sulfato de sédio anidro e

armazenado em frasco de vidroa -17 £ 1 °C.
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4.4 DETERMINACAO DA COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL

A analise qualitativa por cromatografia gasosa (CG foi realizada utilizando um
cromatégrafo gasoso (GC-MS-QP2010) equipado com uma coluna capilar ZB-5 (didmetro
interno = 0,25 mm, comprimento = v30 m, espessura do filme = 0,25 pm) e acoplado a um
espectrometro de massas (EM) (Shimadzu, Barueri, SP, Brasil) usando ionizacao de elétrons a
70 eV (1 varredura/s). A temperatura da coluna foi programada da seguinte forma: 60 °C por 5
minutos, e aumentada a 3 °C por minuto até 290 °C. A amostra foi diluida em cloroférmio
(1:100, v/v), injetada na coluna e transportada por hélio a uma vazio de 1 mL por minuto (razao
de injecdo dividida 1:40). Os indices de retencdo foram calculados pela interpolacdo do tempo
de retengao de cada substancia e do tempo de retengdo de uma mistura de hidrocarbonetos
alifaticos analisados nas mesmas condi¢des (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963). A
identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi realizada pela comparagdo de seus indices
aritméticos e espectros de massa com dados da literatura (ADAMS, 2017). A analise
quantitativa dos constituintes quimicos foi realizada pelo método de normalizagdo da area
relativa usando um CG acoplado a um detector de ionizagdo de chama (DIC) (Shimadzu,
Barueri, SP, Brasil). As condi¢des foram as mesmas da analise CG-EM, com excec¢do do gas

de arraste, que era hidrogénio no CG-DIC.

4.5 PREPARACAO DAS NANOEMULSOES

As nanoemulsdes contendo o 6leo essencial das folhas de C. longa e seus compostos
majoritarios, terpinoleno e p-cimeno, foram obtidas pelo método de emulsificacdo por inversao
de fases, com modificagdo da fragao volumétrica, utilizando baixa energia por meio de agitagao
mecanica. As formulagdes foram preparadas conforme descrito por Flexa-Ribeiro e
colaboradores (2025). O 6leo essencial das folhas de C. longa ou seus compostos majoritarios
foram homogeneizados com um tensoativo especifico, formando a fase oleosa (2,5%, p/p). Para
a formulacdo contendo o dleo essencial, foi utilizado polissorbato 20 (EHL 16,7); ja para as
formulacdes contendo os compostos majoritarios, empregou-se polissorbato 80 (EHL 15),
ambos na proporc¢ao 1:1 (6leo ou composto:tensoativo). Posteriormente, a dgua destilada foi
adicionada a fase oleosa de forma gradual, por gotejamento, sob agitacdo continua em vortex

(Vortex AP 59, Phoenix-Luferco, EUA) a 1900 rpm, até completar a massa final de 2,0 g).
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Além das formulac¢des contendo o 6leo essencial ou os compostos majoritarios, também foram
preparadas nanoemulsdes controle, obtidas sob as mesmas condigdes, porém sem a adi¢ao dos
ativos. A nanoemulsdo controle 1 foi formulada utilizando apenas polissorbato 20, enquanto a
nanoemulsdo controle 2 empregou exclusivamente polissorbato 80. A Tabela 1 apresenta a

composicao detalhada das formulagdes:

Tabela 1 - Composi¢ao das nanoemulsdes

Formulaes Ativo Polissorbato 80 Polissorbato 20 Agua
(€] (€] (2 (2
Nanoemulsao
0,05 - 0,05 1,900
de C. longa
Nanoemulsao
. 0,05 0,05 - 1,900
de p-cimeno
Nanoemulsao
. 0,05 0,05 - 1,900
de terpinoleno
Nanoemulsao
- - 0,05 1,950
controle 1
Nanoemulsao
- 0,05 - 1,950
controle 2

Fonte: autoria propria.

4.6 ANALISE DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DAS NANOEMULSOES

As nanoemulsdes obtidas foram diluidas em 4gua destilada na propor¢ao 1:25 e
avaliadas em triplicata utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido) equipado com um laser "vermelho" de 10 mW (X = 632,8 nm).
O tamanho das goticulas e o indice de polidispersdo (IPD) foram avaliados por espalhamento
dindmico de luz (EDL) a 90°. As analises foram realizadas nos dias 0, 1 e 7 ap6s a produgdo
das formulagdes, armazenadas a temperatura ambiente. Os dados foram expressos como média
+ desvio padrdo. As atividades foram desenvolvidas no Laboratério de Pesquisa em Farmacos
da UNIFAP e Laboratorio de Tecnologia de Produtos Naturais (LTPN) da Universidade Federal
Fluminense (UFF).
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4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA

4.7.1 Obtencao das larvas de Aedes aegypti

As larvas da espécie Ae. aegypti utilizadas no bioensaio foram obtidas da coldnia da
cepa Rockefeller, proveniente do insetario localizado no Laboratério de Arthropoda —
ARTHROLAB (UNIFAP). Para o experimento, foram utilizadas larvas no terceiro instar,
mantidas em condi¢des climaticas padronizadas em uma sala de 12 m? (3m x 4m), com
temperatura e umidade controladas (25 + 2°C e 75 £+ 5%, respectivamente), e fotoperiodo de 12

horas (claro:escuro) (WHO, 2005).

4.7.2 Bioensaio de atividade larvicida

A metodologia seguida foi adaptada conforme o protocolo padrdo da Organizacdo
Mundial de Satde (WHO, 2005). Inicialmente, foi realizado um teste preliminar utilizando uma
ampla faixa de concentracdes da nanoemulsdo do 6leo essencial das folhas de C. longa e de
seus compostos majoritarios, variando entre 25 e 250 ppm, para determinar a faixa de atividade.
Apos avaliar a mortalidade das larvas dentro dessa faixa de concentra¢des, uma faixa mais
estreita (que produz entre 10% e 95% de mortalidade em 24 h ou 48 h) foi selecionada para
determinar os valores de CLso e CLgo. Com base na mortalidade observada na faixa de atividade
definida pelo teste preliminar, as concentracoes da nanoemulsdo do 6leo essencial e de seus
compostos majoritarios foram testadas no ensaio de atividade larvicida, nas concentragdes de
6, 8 e 12 ppm para as nanoemulsdes de C. longa e 6, 8 e 10 ppm para as nanoemulsdes dos
compostos majoritarios. Os grupos controle foram compostos pelas nanoemulsdes controle 1 e
2, as quais foi adicionado volume correspondente ao das nanoemulsdes com ativo, além de um
grupo controle sem ativos, composto apenas por agua destilada.

O teste foi realizado em quintuplicata e, para cada tratamento, utilizou-se um béquer de
100 mL, no qual foram adicionados 80 mL de 4gua destilada, seguidos das concentragdes da
nanoemulsao a ser utilizada. Em seguida, as larvas de Ae. aegypti foram introduzidas e o volume
foi completado até 100 mL com 4gua destilada. As leituras de mortalidade foram realizadas
apos 24 e 48 horas de exposicdo. Consideraram-se mortas as larvas moribundas, que eram

aquelas incapazes de subir a superficie ou que ndo apresentavam a reagdo caracteristica de
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mergulho quando a dgua era agitada. O controle manteve a mortalidade igual ou abaixo de 20%

para validagdo do teste (WHO, 2006).

O percentual de mortalidade foi determinado pela formula:

Numero de larvas mortas

100 = % Mortalidad
Numero de larvas testadasx /o Mortalidade

4.8 ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
(MEV) E POR MICROSCOPIA OPTICA

Para a andlise da morfologia externa, as larvas foram coletadas apds o teste de
atividade larvicida nos grupos tratados (CLgo) e nos grupos controle. Os seguintes achados
morfoldgicos foram destacados: cabega, torax, segmentos do abdomen, sifao e papilas anais. A
fixagcdo das larvas foi realizada em solu¢do de formaldeido a 10%, conforme a metodologia
adaptada de Oliveira et al. (2017a), para a aplicac@o da técnica de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) a baixo vacuo, utilizando o modelo Tabletop Microscope TM3030Plus
(Hitachi, Japao), no Laboratorio de Pesquisa em Farmacos da UNIFAP, e pela microscopia

optica (Mod. BX41, Olympus).

4.9 ENSAIO ANTICOLINESTERASICO

A atividade inibitoria do 6leo essencial das folhas de C. longa sobre a enzima
acetilcolinesterase (AChE) foi avaliada por espectrofotometria, utilizando o método
colorimétrico de Ellman et al. (1961), conforme descrito por Rhee et al. (2001), com adaptacdes
No ensaio, o iodeto de acetiltiocolina (ATCI) sofre reagdo de hidrdlise catalisada pela AChE,
resultando em tiocolina, que reage com o agente colorimétrico, acido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB), formando um composto amarelo, o 4cido tionitrobenzoico (TNB).

As amostras de oleo essencial foram solubilizadas em metanol, e 340 uL. dessa solugao
foram incubados com 1660 uL. de tampao fosfato (0,1 M, pH 7,5), solucdo enzimatica
(30 mU/mL) e 1000 puL da solugao de DTNB (0,68 mM; concentragdo final de 0,2 mM), durante

15 minutos. Ap6s esse periodo, adicionaram-se 200 pL de solugdo aquosa de ATCI (17 mM), e
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as leituras foram realizadas em espectrofotometro (Shimadzu UV-1601), a 412 nm, utilizando
cubeta de 1 cm e metanol como branco. O calculo da atividade enzimatica seguiu a seguinte
equacao:

A Abs /min

Atividade enzimatica = m X

Onde: A Abs/min ¢ a variagdo de absorvancia por minuto, correspondendo a média das
variacoes de absorvancia obtidas a cada 30 segundos, ao longo de quatro leituras consecutivas;
V'€ o volume total da amostra (3,4 mL); ¢ ¢ a absortividade molar do TNB (14150 M 'cm™); e
b ¢ o caminho otico da cubeta (1 cm).

Para estimar a concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica (ICs)
do 6leo essencial das folhas de C. longa e do padrdo fisostigmina, as amostras foram testadas
em 4 concentracdes diferentes. O calculo da percentagem de inibi¢ao das amostras ou do padrao

em relacdo ao controle (metanol) foi feito da seguinte forma:

A2
% de inibicio = 100 — (—) %X 100
Al
Onde A1 ¢ a atividade do controle (mU/mL) e A2 ¢ a atividade da amostra (mU/mL).
4.10 ENSAIO TOXICOLOGICO AMBIENTAL

A alga Chlorella vulgaris foi criada no Laboratorio de Cultivo de Algas (UNIFAP). As
condi¢des de cultivo das algas verdes foram: solucdo aquosa de nitrogénio/fosforo/potéassio
(NPK, 15:05:05), fotoperiodo constante (2.000 Lux) e temperatura de 24 = 1 °C. As amostras
das nanoemulsdes do 6leo essencial das folhas de C. longa e de seus compostos majoritarios
foram solubilizadas em 50 mL do meio, atingindo uma concentracdo final de 25 ppm. O meio
de cultura dos grupos controle e teste foi preparado com a mesma densidade celular
(aproximadamente 50.000 células por mililitro). Apds 1, 2, 3, 5, 10 e 15 dias foram medidas as
densidades celulares para o controle (ndo tratado) e para as amostras, em triplicata. As células
foram contadas em camara de Neubauer acoplada a microscopio Optico Quimis® (BA410) com
adi¢dao de lugol para melhor visualizagdo. A inibi¢cdo do crescimento celular foi determinada
pela comparagao dos valores de densidade celular entre os grupos de teste e controle (ABNT,

2023).
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4.11 ANALISE ESTATISTICA

Para determinar as concentragoes letais de CLso E CLoo, 0s dados foram submetidos
a analise de regressdo Probit. As comparacdes entre resultados foram realizadas por andlise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, ao nivel de 95% de confianca. Resultados
com p < 0.05 serdao considerados estatisticamente significativos. Os programas utilizados para

os calculos foram: IBM SPSS Statistics 25.0 e GraphPad Prism 8.4.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DE RENDIMENTO E COMPOSICAO QUIMICA

O oleo essencial extraido das folhas de C. longa apresentou um rendimento de 0,26%
(p/p), com coloragdo transparente ¢ aroma intenso. Estudos anteriores reportaram diferentes
rendimentos para a extracdo do Oleo essencial dessa espécie. Babu et al. (2007) descreveram
um rendimento semelhante, variando entre 0,25% e 0,28% (v/p). Por outro lado, Essien et al.
(2015) relataram um rendimento de 0,67% (p/p), enquanto Albagami et al. (2022) e Visahk et
al. (2023) encontraram valores consideravelmente superiores, de 1,62 + 0,34% (v/p) ¢ 2,08 £
0,037% (v/p), respectivamente. Além disso, Albagami et al. (2022) observaram que o 6leo
essencial obtido apresentava coloragao castanho-claro, diferindo da coloragdao transparente
observada no presente estudo.

As variagdes nos rendimentos e nas caracteristicas qualitativas dos o6leos essenciais
podem ser atribuidas a fatores como o estado do material vegetal, o método de extragdo
utilizado e as condi¢des experimentais (COHEN et al., 2018). Dentre esses, o teor de umidade
em plantas frescas ¢ uma variavel critica, uma vez que a maior for¢a de ligacdo das moléculas
de 6leo aos tecidos vegetais imidos pode reduzir a eficiéncia da extracao (FATHI; SEFIDKON,
2012).

No presente estudo, a hidrodestilagdo foi o método de extragao escolhido, apesar de
apresentar algumas limitagdes, como a perda de compostos polares por evaporagdo e a possivel
alteracdo da estrutura quimica do 6leo essencial. Por outro lado, métodos inovadores, como a
extracdo assistida por ultrassom, por fluidos supercriticos e por micro-ondas, t€ém demonstrado
maior eficiéncia na obten¢do de rendimentos superiores. Contudo, essas técnicas apresentam
desvantagens, como altos custos, risco de formagao de radicais livres e geracao de compostos
potencialmente nocivos. A hidrodestilagdo, embora menos eficiente em termos de rendimento,
destaca-se pelo baixo custo e pela facilidade de aplicag¢do, oferecendo um equilibrio entre
eficiéncia e viabilidade operacional (CRUZ et al., 2022).

O dleo essencial das folhas de C. longa foi analisado por CG-EM, resultando na
identificacao de 25 constituintes, os quais correspondem a 92,3% da composicao quimica total.

Os compostos identificados pertencem as classes dos monoterpenos e monoterpenoides
' 48



oxigenados. Os compostos majoritarios foram terpinoleno (25,2%), p-cimeno (19,7%), a-

felandreno (15,0%) e 1,8-cineol (11,4%). A Tabela 2 apresenta todos os constituintes

identificados no o6leo essencial das folhas de C. longa, com seus tempos de retencdo (TR),

porcentagem de area relativa (%) e indice de reten¢do (IR), conforme obtido por CG-EM.

Tabela 2 - Composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de C. longa

Area relativa

N° Compostos (%) IRc IRi1 Larvicida contra Aedes aegypti
1 a-pineno 2,2 934 932 Perumalsamy; Kim; Ahn (2009)
2 Sabineno 0,5 973 969 Rajkumar; Jebanesan (2010)

3 B-pineno 3,5 980 974 Govindarajan (2010)

4 Mirceno 1,6 988 988 Duarte et al. (2024a)

5 0-2-careno 0,4 998 1001 NI

6 a- felandreno 15,0 1008 1002 Perumalsamy; Kim; Ahn (2009)
7 0-3-careno 1,3 1011 1008 Lee; Ahn (2013)

8 a-terpineno 0,8 1018 1014 Almadiy (2020)

9 p-cimeno 19,7 1025 1020 Duarte et al. (2024a)

10 Limoneno 2.4 1030 1024 Hoi et al. (2020)
1 1,8-cineol 114 1033 1026  Domero-Landazabal; Duque:

’ ’ Mendez-Sanchez (2020)

12 (E)-B-ocimeno 0,2 1045 1044 NI

13 y-terpineno 0,9 1058 1054 Dhinakaran: %aglllgg’v Munusamy
14 Terpinoleno 25,2 1087 1086 Ali et al. (2015)

15 p-cimeneno 0,3 1092 1089 NI

16 Linalol 0.5 1100 1095 Govindaraj an( g)(; })(t)))), Huang et al.
17 cis-tujona 0,2 1104 1101 NI

18 trans-dihidro-B-terpineol 0,0 1132 1134 NI

19 (E)-epoxi-ocimeno 1,1 1144 1137 NI

20 Borneol 0,3 1175 1155  Rajkumar; Jebanesan (2010)

21 terpinen-4-ol 0,3 1182 1174 Perumalsamy; Kim; Ahn (2009)

22 p-metil-acetofenona 0,0 1187 1179 NI

23 p-cimen-8-ol 2,1 1188 1179 NI

24 o-cumenol 0,5 1197 1196 NI

25 y-terpineol 1,9 1205 1199 NI

Monoterpenos 74,0
Monoterpenoides oxigenados 17,0
Total 92,3

Fonte: autoria propria.

Legenda: Indice de retengdo calculado (IR.), indice de retengdo relatado em trabalhos anteriores (IRy) (Adams,

2017), Nao identificado (NI).

De acordo com a literatura, a-felandreno ¢ o composto majoritario da maioria dos 6leos

das folhas de C. longa analisados, apesar de apresentar terpinoleno, p-cimeno e 1,8-cineol em
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diferentes concentragdes (SINDHU et al., 2011; DOSOKY; SETZER, 2018; ALBAQAMI et
al., 2022; VISAHK et al., 2023). Essien et al. (2015) em andlise de cluster de diversos estudos
apontou que a diferenca na composi¢ao quimica entre as extragdes pode ocorrer devido a
existéncia de sete quimiotipos diferentes dos 6leos essenciais das folhas de C. longa relatados
até o momento: (1) quimiotipo rico em ar-turmerona; (2) quimiotipo rico em a-felandreno; (3)
quimiotipo rico em terpinoleno; (4) quimiotipo rico em B-sesquifelandreno; (5) quimiotipo rico
em p-cimeno; (6) quimiotipo rico em 1,8-cineol; (7) quimiotipo rico em mirceno.

Essas variagdes na composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais de C. longa podem ser
influenciadas por diversas varidveis, como época do ano em que as plantas sdo colhidas, o
estagio de crescimento da planta, as condigdes ambientais, o local de cultivo e a parte da planta.
Dessa forma, a diversidade de quimiotipos pode justificar as diferencas observadas nos perfis
de compostos bioativos e, consequentemente, nas propriedades terapéuticas e bioldgicas desses
6leos essenciais (FAUSTINO et al., 2020; VISAHK et al., 2023). Os resultados mostram que o
0leo usado neste trabalho se enquadra no quimiotipo rico em terpinoleno.

A Tabela 2 apresenta estudos anteriores sobre a atividade larvicida de compostos
isolados identificados no 6leo essencial das folhas de C. longa contra Ae. aegypti. A partir
desses dados, observa-se que uma parcela significativa dos compostos detectados no 6leo
apresenta acdo larvicida, incluindo os constituintes majoritarios. Essa evidéncia reforca o
potencial do dleo essencial extraido das folhas de C. longa como um candidato promissor para
o controle desse vetor, sobretudo considerando a possivel agao sinérgica entre suas substancias
ativas (PAVELA, 2015a). Dessa forma, a caracterizacdo quimica dos constituintes associada
aos dados de atividade biologica fornece suporte para investigacdes acerca do potencial

larvicida do oleo.

5.2 NANOEMULSOES

As propriedades volateis dos Oleos essenciais e de seus constituintes quimicos
motivaram a prepara¢do de nanoemulsdes por meio de um método isento de solventes e de
baixa energia. Esse processo utilizou tensoativos nao ionicos e foi realizado a temperatura
ambiente, evitando perdas por volatilizagdo. As formula¢des seguiram a metodologia descrita
por Flexa-Ribeiro et al. (2025), com equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) de 16,7 para a

nanoemulsdo do 6leo essencial das folhas da C. longa, ¢ EHL 15 para as nanoemulsdes dos
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compostos majoritarios (p-cimeno e terpinoleno). As Figuras 6 e 7 apresentam os dados
referentes ao tamanho médio das goticulas e ao indice de polidispersao (IPD) das nanoemulsodes
formuladas com o6leo essencial de C. longa, bem como das nanoemulsdes contendo os

constituintes majoritarios terpinoleno e p-cimeno.

Figura 6 - Tamanho médio das goticulas das nanoemulsoes das folhas de C. longa e de seus

compostos majoritarios
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Fonte: autoria propria.
Legenda: al: p <0,05, a3: p <0,001, a4: p <0,0001, em comparagdo ao dia 0. n = 3.

Figura 7 - Indice de polidispersdo das nanoemulsdes das folhas de C. longa e de seus

compostos majoritarios
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Fonte: autoria propria.
Legenda: al: p < 0,05, a2: p <0,01, em comparagdo ao dia 0. n = 3.
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A nanoemulsdo do 6leo essencial das folhas da C. longa apresentou aspecto visual
caracteristico, com coloracao branca e reflexo azulado, sem evidéncias de sedimentagdo ou
separacao de fases, indicando boa estabilidade macroscopica.

O tamanho hidrodinamico das nanoemulsdes ¢ determinado por meio da técnica de
EDL, que se fundamenta no movimento browniano das particulas em suspensdo. Em termos
amplos, sistemas cujas goticulas apresentam tamanhos entre 20 ¢ 300 nm podem ser
classificados como nanoemulsdes (SY et al., 2018). No dia 0, a analise de tamanho de particula
revelou que a nanoemulsdo contendo o dleo essencial das folhas de C. longa apresentou
diametro hidrodindmico médio de 165,4 + 1,735 nm. Essa formula¢ao demonstrou estabilidade
ao longo dos 7 dias, sem variagdes significativas no tamanho das goticulas. Em relagdo as
nanoemulsdes formuladas com os compostos majoritarios isolados, observou-se
comportamento distinto. A nanoemulsdo de terpinoleno apresentou didmetro inicial de 253,7 +
2,2 nm, com uma reducao significativa no 1° dia (223,5 £ 15,4 nm, p < 0,001), seguida de
aumento no 7° dia para 236,2 + 5,2 nm, ainda com diferenga estatisticamente significativa em
relacdo ao dia 0 (p <0,05). Na nanoemulsdo de p-cimeno, o didmetro inicial das goticulas foram
de 228,2 + 1,5 nm, com um aumento significativo no 1° dia (270,3 = 8,8 nm, p < 0,0001),
seguido por redugdo no 7° dia para 222,2 + 9,6 nm, valor que nao diferiu significativamente do
dia 0. Apesar das variagcdes observadas ao longo do tempo, ambas as formulagdes com os
compostos isolados apresentaram, ao final de 7 dias, tamanhos de goticula comparaveis aos
valores iniciais, sugerindo estabilidade. Os dados indicam que o terpinoleno mostrou maior
instabilidade inicial, com variagdes estatisticamente significativas nos dias 1 e 7, enquanto o p-
cimeno exibiu uma alteragdo significativa apenas no dia 1, com recuperagao do perfil original
até o final do periodo.

O IPD ¢ um parametro que avalia a uniformidade na distribuicdo dos tamanhos das
goticulas. Esse indice varia de 0 a 1, sendo que valores mais baixos (< 0,6) indicam uma
distribuicao mais homogeénea ou préxima de monodispersa, enquanto valores mais altos (> 0,7)
sugerem uma distribui¢do mais heterogénea ou polidispersa, frequentemente relacionada a
presenca de goticulas maiores ou agrupadas (FLEXA-RIBEIRO et al., 2025). Distribui¢des
com IPD abaixo de 0,25 sdo indicativas de estreita uniformidade, o que pode favorecer a
estabilidade das nanoemulsdes a longo prazo (SHARMA et al., 2020). Nanoemulsdao de C.
longa apresentou IPD inicial de 0,283 + 0,006, com ligeiro aumento no 1° dia (0,287 + 0,002)

e reducao no 7° dia (0,262 + 0,005). A diferenca observada no 7° dia foi estatisticamente

52



significativa (p < 0,05), indicando melhora na uniformidade das goticulas ao longo do tempo.
A nanoemulsdo de terpinoleno apresentou IPD inicial de 0,355 + 0,029, reduzindo para 0,321
+ 0,048 no 1° dia (p < 0,05), e para 0,254 + 0,091 no 7° dia, com diferenca estatisticamente
significativa em relac¢do ao dia 0 (p < 0,01). Essa evolugcdo demonstra aumento na estabilidade
coloidal, com melhor dispersdo e menor heterogeneidade das goticulas ao final do periodo. Por
fim, a nanoemulsdao de p-cimeno apresentou IPD inicial de 0,311 + 0,0092, com redugdo
significativa ja no 1° dia para 0,211 £ 0,037, valor que se manteve estavel no 7° dia (0,215 +
0,042), embora sem diferengas estatisticamente significativas apds o dia 1. Esse comportamento
indica uma rapida estabilizacdo e boa homogeneidade da formulagdo. De maneira geral, todos
os sistemas nanoemulsionados apresentaram valores de IPD dentro ou proximos dos limites
aceitaveis ao longo do tempo, evidenciando boa qualidade das formulagdes e tendéncia a
estabilizacdo. Embora termodinamicamente instaveis, as nanoemulsdes apresentaram
estabilidade cinética ao longo do tempo, o que reforca a importancia do monitoramento regular
dos parametros fisico-quimicos para garantir sua estabilidade durante o armazenamento
(FAUSTINO et al., 2020).

Os oleos essenciais sdo compostos com baixa solubilidade em agua, alta lipofilicidade
e volatilidade, rapida degradagdo e instabilidade estrutural no meio biolodgico, o que restringe
fortemente sua aplicabilidade biologica (BILIA; PIAZZINI; BERGONZI, 2020).
Especificamente, os monoterpenos possuem propriedades inerentes, como a reduzida
solubilidade em agua e elevada volatilidade, o que transforma a possibilidade de formulagdes
um obstaculo complexo (DUARTE et al., 2024b). Os métodos de emulsificagdo de baixa
energia sao amplamente utilizados para desenvolver nanoemulsdes estaveis, especialmente para
encapsular compostos sensiveis ao calor, como 06leos essenciais (FAUSTINO et al., 2020).
Contudo, a estabilidade dessas formula¢des pode ser comprometida pelo amadurecimento de
Ostwald, fenomeno em que componentes da fase oleosa apresentam solubilidade na fase
aquosa, resultando na fusdo de goticulas menores e no aumento do tamanho das estruturas; O
amadurecimento composicional, que atua como uma forca contraria ao amadurecimento de
Ostwald, favorecendo a estabilidade em sistemas com O6leos essenciais (RAO;
MCCLEMENTS, 2012). Para minimizar esse efeito, a utilizagdo de misturas de tensoativos,
como polissorbatos e sorbitanos, tem se mostrado eficaz, permitindo a formacao de sistemas
altamente estdveis com durabilidade superior a 12 meses (PENICHE et al., 2022). Além disso,

a preparagdo sem solventes apresenta beneficios ambientais, alinhando-se a praticas
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sustentaveis e reduzindo impactos ecoldgicos (OLIVEIRA et al, 2017b). Assim, a
nanoemulsdo desenvolvida combina estabilidade e sustentabilidade, sendo uma estratégia
promissora para o encapsulamento eficiente de 6leos essenciais.

Oleos essenciais, devido a sua volatilidade, enfrentam desafios em aplicagdes de longo
prazo, como no controle de mosquitos. A utilizacdo de tecnologias como nanoemulsdes tem
aumentado a eficacia e a durabilidade desses compostos. A nanoemulsdo, que utiliza
tensoativos nao idnicos, ¢ ideal para encapsular pesticidas, pois esses tensoativos sao mais
estaveis em condigdes de pH e forga idnica varidveis, além de promoverem uma entrega eficaz
de ingredientes bioativos as pragas. Em relagdo ao controle de mosquitos, a nanoemulsdo atua
como um sistema de entrega que melhora a estabilidade e a liberacdo dos ingredientes ativos,
aumentando sua eficdcia. A nanoformulacgdo ainda oferece vantagens como maior solubilidade
e prote¢ao contra a degradagdo prematura dos compostos ativos (HIKAL et al., 2023).

De acordo com os dados apresentados por Mossmann et al. (2024), todas as
nanoemulsdes formuladas com o 6leo essencial das folhas de C. longa exibiram caracteristicas
de estabilidade e uniformidade, com tamanho de goticula inferior a 300 nm e IPD menor que
0,2. Esses resultados corroboram com os encontrados no presente estudo e indicam que as
nanoemulsdes apresentaram uma distribuicdo monodispersa, sem tendéncia a agregacao das

goticulas, o que refor¢a a qualidade e a estabilidade das formulagdes preparadas.

5.3 ATIVIDADE LARVICIDA DAS NANOEMULSOES

Para avaliar a atividade larvicida das nanoemulsdes de C. longa e dos seus principais
constituintes, p-cimeno e terpinoleno, foi realizado inicialmente um ensaio preliminar
(screening) (WHO, 2005). Nesse ensaio, larvas de Ae. aegypti no terceiro instar foram expostas
a uma ampla gama de concentracdes das nanoemulsdes, além dos controles com as
nanoemulsdes brancas (sem ativo) e de agua destilada, com o objetivo de determinar a faixa de
atividade larvicida dos compostos testados. A definicdo das primeiras concentracdes testadas
foi baseada em estudos prévios que avaliaram o efeito larvicida do 6leo essencial das folhas de
C. longa (AJAIYEOBA et al., 2008; ALI et al., 2015).

Foi necessario realizar sucessivos ensaios preliminares, pois as primeiras concentragdes
selecionadas, variando entre 25 e 250 ppm, resultaram em 100% de mortalidade em todas as

amostras, evidenciando a alta atividade larvicida dos compostos testados. Um segundo ensaio
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preliminar foi entdo conduzido utilizando concentracdes entre 1 e 25 ppm, identificando-se uma
faixa de atividade larvicida entre 6 ¢ 12 ppm para a nanoemulsdo do 6leo essencial das folhas
de C. longa e entre 6 ¢ 10 ppm para os compostos majoritarios p-cimeno e terpinoleno. A partir
dos resultados obtidos nos testes preliminares, foi realizado o ensaio de atividade larvicida com
uma faixa de concentragdo mais estreita (geralmente entre 10% e 95% de mortalidade em 24 h
ou 48 h) a fim de determinar os valores de CLso € CLoo (WHO, 2005).

As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam os percentuais de mortalidade larvicida induzidos por
trés diferentes concentragdes das nanoemulsdes contendo 6leo essencial das folhas de C. longa
e seus compostos majoritarios, p-cimeno e terpinoleno. Apos 24 horas de exposi¢do, os
tratamentos com a nanoemulsdo de C. longa apresentaram diferencgas estatisticamente
significativas entre si (p < 0,05), com percentuais de mortalidade de 24 + 19,49% a 6 ppm, 74
+5,48% a 8 ppm e 94 +5,48% a 12 ppm (Tabela 3). Todos os tratamentos também se mostraram
significativamente diferentes dos grupos controle (p < 0,05). No entanto, ndo houve diferenca

significativa entre as mortalidades observadas apos 24 e 48 horas.

Tabela 3 - Percentual de mortalidade (média + desvio padrao) larval de Ae. aegypti apds o

tratamento com diferentes concentragdes das nanoemulsdes das folhas de C. longa nos

periodos de 24 e 48 horas
Grupos expostos -
Nanoemulsio de C. longa
Tempo de  Controle Controle Controle
exposicio Agua Nanoemulsido  Nanoemulsio 6 ppm 8 ppm 12 ppm
(horas) destilada 1 2
24 0,0£0,0° 0,0£0,0° 0,0:£0,0° 24+19,49°  74+5,477° 945,477
48 0,0:£0,0° 0,0:£0,0° 0,0+0,0? 28+14,83°  74+5477° 9445477

Fonte: autoria propria.
Legenda: letras sobrescritas diferentes representam diferengas significativas (p < 0,05).

A Tabela 4 apresenta os percentuais de mortalidade causados pelo tratamento com
nanoemulsdes de p-cimeno. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos controle e os tratados com 6 ppm, tanto apds 24 quanto 48 horas de exposi¢do
(p > 0,05), com mortalidade de 10 = 0% em ambos os casos. Por outro lado, as concentracdes

de 8 e 10 ppm apresentaram mortalidades significativamente maiores em relacdo ao grupo
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controle em ambos os periodos (p < 0,05), com valores de 54 £+ 13,42% e 68 £ 10,95%,
respectivamente. Nao houve diferenga significativa entre os tempos (24 h e 48 h) para essas

duas concentragdes, nem entre os proprios grupos de 8 e 10 ppm.

Tabela 4 - Percentual de mortalidade (média + desvio padrao) larval de Ae. aegypti ap6s o

tratamento com diferentes concentragdes das nanoemulsdes de p-cimeno nos periodos de 24 ¢

48 horas
Grupos expostos - Nanoemulsiao
de p-cimeno
Tempo de Controle Controle Controle
exposicio Agua Nanoemulsio Nanoemulsio 6 ppm 8 ppm 10 ppm
(horas) destilada 1 2
24 0,0+0,0? 0,0+0,0? 0,0+0,0* 10+£0,0°  54+13,42°  68+10,95°
48 0,0+0,0? 0,0+0,0? 0,0+0,0* 10+£0,0°  54+13,42°  68+10,95°

Fonte: autoria propria.
Legenda: letras sobrescritas diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

A indug¢do de mortalidade causada pelas trés concentragdes da nanoemulsdo de
terpinoleno foi estatisticamente diferente do grupo controle em ambos os tempos de exposi¢ao
(p < 0,05), sem variagdo significativa entre os periodos de 24 e 48 horas (Tabela 5). O maior
percentual de mortalidade foi observado no grupo tratado com 10 ppm, que atingiu 100 £ 0%
apos 24 horas. A concentragdo de 6 ppm resultou em mortalidades de 40 + 14,14% e 58 +
8,37%, enquanto o grupo tratado com 8 ppm apresentou 86 + 26,08% e 90 + 22,36% de
mortalidade apds 24 e 48 horas, respectivamente. Nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre os tratamentos com 8 ¢ 10 ppm.
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Tabela 5 - Percentual de mortalidade (média + desvio padrao) larval de Ae. aegypti apds o

tratamento com diferentes concentragdes das nanoemulsodes de terpinoleno nos periodos de 24

¢ 48 horas
Grupos expostos - Nanoemulsio
de terpinoleno

Teg;po Controle Controle Controle 8 vpm

.« Agua Nanoemulsdo Nanoemulsio 6 ppm PP 10 ppm
exposicao :
destilada 1 2
(horas)

24 0,0+0,0* 0,0+0,0* 0,0+0,0*  40+14,14° 86x26,08° 100£0,0°
48 0,0+0,0* 0,0+0,0* 0,0+0,0? 58+8,367° 90+22,36°¢ 100+0,0°

Fonte: autoria propria.
Legenda: letras sobrescritas diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

Na avaliacao da atividade larvicida das nanoemulsdes, observou-se que ndo ha diferenga
significativa entre as mortalidades registradas em 24 e 48 horas, indicando que o tempo ndo ¢é
um fator determinante na eficacia larvicida, € que os compostos exercem sua agdo toxica
predominantemente nas primeiras 24 horas apos a exposicao. Nao foi registrada mortalidade
nos grupos controle, sugerindo que o efeito larvicida ¢ diretamente atribuido ao 6leo essencial
incorporado na nanoformula¢do avaliada. Adicionalmente, observou-se que os efeitos
larvicidas variaram de acordo com a concentragdo empregada, com diferengas estatisticamente
significativas entre os tratamentos com nanoemulsdes de C. longa e terpinoleno, indicando uma
resposta dose-dependente para essas formulagdes. Por outro lado, nas nanoemulsdes de p-
cimeno, apenas as concentragdes de 8 e 10 ppm diferiram do grupo controle, sem diferencas
significativas entre si, nem em relacao ao tempo de exposicao, indicando uma resposta larvicida
eficaz, mas ndo estritamente dose-dependente nessa faixa de concentragao.

Os ensaios de mortalidade realizados permitiram o calculo das concentragdes letais para
diferentes nanoemulsdes testadas em larvas de Ae. aegypti apds 24 horas de exposi¢cdo. A
Tabela 6 apresenta as concentragcdes em ppm (partes por milhdo) que resultaram na mortalidade
de 50% (CLso) € 90% (CLgo) das larvas. No tratamento com a nanoemulsao de C. longa, a CLso
foi determinada em 7,085 ppm, enquanto a CL90 foi de 10,321 ppm. Para a nanoemulsao de p-
cimeno, a CLso registrada foi de 8,329 ppm, com uma CLoo de 12,199 ppm. Por fim, o

tratamento com a nanoemulsdo de terpinoleno resultou em uma CLso de 7,736 ppm e uma CLoo
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de 10,585 ppm. Nao foi possivel calcular as concentracdes letais apos 48 horas de exposigao

devido ao alto percentual de mortalidade.

Tabela 6 - Estimativas das concentragdes letais (CLso e CLoo) das nanoemulsodes de C. longa,

p-cimeno e terpinoleno ap6s 24 horas de exposi¢ao

- CLso CLoo
Nanoemulsao
(ppm) (ppm)
C lonea 7,085 10,321
- 10ng (6,523-7,602) (9,376-12,086)
cimeno 8,329 12,199
p (7,794-8,972) (10,835-15,257)
Terpinoleno 7,736 10,585
P (7,109-8,990) (9,073-16,331)

Fonte: autoria propria.
Legenda: CLso e CLgo expressas em ppm (limite inferior—limite superior).

A OMS ndo determinou um critério padronizado para avaliar a atividade larvicida
de produtos naturais. No entanto, diversos pesquisadores t€ém adotado parametros amplamente
aceitos para essa classificacdo, sendo que compostos com CLso > 100 mg/L sdo classificados
como inativos, enquanto aqueles com CLso < 100 mg/L sdo considerados ativos, e os que
apresentam CLso < 50 mg/L sdo descritos como altamente ativos (CHENG et al., 2003; DIAS;
MORAES, 2014; PAVELA, 2015a). Dessa forma, ¢ possivel concluir que a nanoemulsao do
6leo essencial das folhas de C. longa € altamente ativo contra Ae. aegypti, apresentando CLso <
6 ppm, mais 8 vezes menor que o valor exposto.

Estudos anteriores com o 6leo essencial das folhas de C. longa demonstraram
atividade larvicida para Ade. aegypti e Anopheles quadrimaculatus. Para Ae. aegypti, foram
obtidos valores de CLso de 138,3 ppm e CLoode 169,1 ppm, enquanto para An. quadrimaculatus
os valores de CLso foram de 26,2 ppm e CLoo de 46,0 ppm. No mesmo estudo, o terpinoleno
apresentou CLso de 14,0 ppm e CLoo de 21,4 ppm para Ae. aegypti, e CLso de 20,9 ppm e CLogo
de 36,8 ppm para An. quadrimaculatus (ALI et al., 2015). Além disso, a atividade larvicida do
o6leo essencial das folhas de C. longa foi avaliada contra Anopheles gambiae, apresentando CLso
de 29 ppm (AJAIYEOBA et al., 2008). Esses resultados indicam que a nanoemulsao testada no
presente estudo exibiu atividade larvicida significativamente superior quando comparadas aos

dados disponiveis na literatura sobre o 6leo isolado.

58



O p-cimeno e o terpinoleno sdo monoterpenos de hidrocarbonetos que ja demonstraram
alto potencial como agentes larvicidas contra Ae. aegypti (SERDEIRO et al., 2023; DUARTE
et al., 2024a) outros mosquitos vetores de arboviroses como Cx. quinquefasciatus (PAVELA et
al., 2018), mas devido a caracteristica lipofilica dos terpenos e sua alta volatilidade, eles podem
oferecer uma eficacia limitada contra mosquitos em um ambiente natural (DUARTE et al.,
2024a). A incorporagao desses terpenos em nanoemulsdes se mostra como uma alternativa para
alcancar maior estabilidade e eficacia em meio aquoso.

Serdeiro et al. (2023) encontrou um valor de CLso de 23 ppm para o p-cimeno contra
larvas de Ae. aegypti, enquanto Duarte et al. (2024a) apresentou o valor de 14 mg/L. Ja Pavela
et al. (2018) encontrou uma CLso de 20,6 ul/l) Culex quinquefasciatus. O presente estudo
apresentou um valor significativamente menor quando usada a nanoemulsdo de p-cimeno, de
4,608 ppm, principalmente a0 comparar com a nanoemulsdo testada por Duarte et al. (2024a)
CLso 14,0 ppm.

A acgdo inseticida do terpinoleno contra larvas de mosquitos vetores tém sido
amplamente investigada. Silva et al. (2016) e Ali et al. (2015) avaliaram a eficacia larvicida do
terpinoleno em Ae. aegypti, registrando valores de CLso de 31,16 ppm e 14,0 ppm,
respectivamente. Outros estudos abordaram diferentes espécies de vetores: Culex
quinquefasciatus, com CLso de 25,71 ppm (PAVELA et al., 2018); Anopheles quadrimaculatus,
com 20,9 ppm (ALl et al., 2015); Anopheles gambiae, com 404,71 ppm (KWEKA et al., 2016);
e Culex pipiens pallens, com 11,85 ppm (PERUMALSAMY; KIM; AHN, 2009). Menezes et
al. (2021) considera o terpinoleno isolado um composto promissor no desenvolvimento de
formulacdes inseticidas comerciais, atuando tanto como principio ativo quanto como adjuvante,
dada sua elevada eficidcia contra larvas de mosquitos. Dessa forma, a nanoemulsdo de
terpinoleno utilizada neste estudo pode potencializar a eficacia do 6leo essencial.

Viarios estudos que avaliaram a atividade larvicida de 6leos essenciais de plantas
identificaram a presenca de p-cimeno e terpinoleno em suas composig¢des. Por exemplo,
Trachyspermum ammi, Sison amomum e Echinophora spinosa mostraram eficacia contra Culex
quinquefasciatus (PAVELA et al., 2018). Da mesma forma, Cryptomeria japonica demonstrou
atividade contra Ae. aegypti e Aedes albopictus (CHENG et al., 2009), enquanto espécies de
Piper foram eficazes contra Ae. aegypti (PEREIRA-FILHO et al., 2021). Além disso, foi

comprovado p-cimeno e terpinoleno possuem efeito sinérgico contra larvas de Culex
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quinquefasciatus (PAVELA, 2015b), sendo possivel que a agdo larvicida observada na

nanoemulsado das folhas de C. longa seja resultado do efeito sinérgico desses constituintes.

5.4 ANALISE MORFOLOGICA DAS LARVAS

As imagens por MEV (Figura 8 a-f) e microscopia optica (Figura 9 a—c) demonstraram
que as larvas do grupo controle permaneceram com aparéncia normal nas regides da cabeca,
torax, segmentos do abdémen, papilas anais e sifao respiratorio, além da cuticula ndo apresentar
alteragdes nesse grupo. No grupo tratado com a nanoemulsdo de C. longa, a microscopia
eletronica de varredura evidenciou alteragdo na cuticula da larva nas regides do torax,
segmentos do abdomen e sifao respiratorio, bem como destruicao das papilas anais (Figura 8
d). A estrutura da cabeca ndo exibiu alteragdo na morfologia. A analise por microscopia dptica
do grupo tratado revelou alteragdes internas nas regides do abdomen e torax (Figura 8 e-f) ao
longo de todo tubo digestivo, bem como a destruicao das papilas anais (Figura 8 d). Entretanto,

nao foram visualizados danos no sifao, segmentos do abddmen, cabeca e cuticula.

60



Figura 8 - Microscopia eletronica de varredura de larvas de Ae. aegypti

Fonte: autoria propria.

Legenda: Controle (a—c) sem alteragdes morfoldgicas na cabega (H), torax (TH), segmentos do abdomen (AB),
sifdo (S) e papilas anais (AP). Larvas tratadas com nanoemulsdo de C. longa a 12 ppm (d—f) mostrando
alteragdes nas cuticulas e papilas anais (AP).
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Figura 9 - Microscopia Optica de larvas de Ae. aegypti

Fonte: autoria propria.

Legenda: Controle (a—c) sem alteragdes morfoldgicas na cabega (H), torax (TH), segmentos do abdomen (AB),
sifdo (S) e papilas anais (AP). Larvas tratadas com nanoemulsdo de C. longa a 12 ppm (d—f) mostrando
alteragdes nas papilas anais (AP) e tubo digestivo.

Ha compostos fitoquimicos provenientes de plantas que possuem potencial para causar
mortalidade aos mosquitos em diferentes fases de desenvolvimento, provocando modificagdes
morfoldgicas durante a morte do inseto (SOONWERA et al., 2022). A cuticula é uma
membrana secretada pela epiderme que recobre o corpo dos insetos. Essa barreira possui func¢ao
protetora e estrutural, sofrendo renovacdo durante o crescimento dos insetos, além de auxiliar
na mobilidade (MOUSSIAN, 2010; LIAO et al., 2017). As deformagdes cuticulares observadas
no Ae. aegypti por MEV sugerem a possivel atua¢ao da nanoemulsdo de C. longa na cuticula
da larva, este comprometimento estrutural pode influenciar a motilidade e o desenvolvimento
larval, além de auxiliar na letalidade (MACHADO et al., 2023). A penetracdo por meio da
cuticula ¢ uma das vias de agdo dos larvicidas (KASAI et al., 2014). Uma vez dentro das larvas,
os inseticidas tém a capacidade de atingir alvos especificos ou causar efeitos sistémicos através

da difusdo em diversos tecidos (SOUZA et al., 2012). Observou-se alteragdes similares em
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estudos que avaliaram a atividade larvicida de nanoemulsdes de dleos essenciais contra larvas
de Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus (PENICHE et al., 2022; MACHADO et al., 2023).

A anélise por microscopia optica revelou deformacgdes ao longo do tubo digestivo das
larvas tratadas com a nanoemulsdo de C. longa (Figura 9 e). Estudos sugerem que essas
alteracdes no tubo digestivo sdo resultantes da acdo larvicida dos inseticidas, que causam danos
fisiologicos e morfoldgicos nas células epiteliais do intestino médio das larvas, regido
possivelmente envolvida na absor¢do desses compostos (ALVES; SERRAO; MELO, 2010).
Além disso, essas alteracdes estdo associadas a atividade antialimentar, conforme relatado por
Lade et al. (2019). Combinacdes de 6leos essenciais de plantas também induziram danos no
trato gastrointestinal de Ae. aegypti e Aedes albopictus (SOONWERA et al., 2022). Constatou-
se também um leve estreitamento do tubo digestivo (Figura 9 e). Alteracdes morfoldgicas
semelhantes foram relatadas por Barreto et al. (2006), sendo possivel que essa modificagdo seja
uma resposta defensiva da larva para reduzir o contato com o larvicida ou ainda o resultado de
movimentos peristalticos destinados a expulsar o agente agressor do tubo digestivo.

As papilas anais sdo responsaveis pela osmorregulacio e excrecdo de residuos
metabolicos nas larvas de Ae. aegypti (SOHAL; COPELAND, 1966; DURANT et al., 2021).
Nas larvas tratadas com a nanoemulsdo de C. longa, observou-se a destruigdo total dessas
estruturas (Figura 8-f e Figura 9-f). Dados semelhantes ao presente estudo foram identificados
em analise sobre a atividade larvicida de nanoemulsdes hibridas a base de sulfeto de cobre e
o6leo de eucalipto, que revelaram a ruptura completa das papilas anais em larvas de Ae. aegypti
(SANDHU; VASHISHAT; KOCHER, 2023). De acordo com Chaithong et al. (2006), danos
severos na estrutura morfologica das papilas anais levam a disfuncdo e comprometem a

regulagdo osmotica e idnica, o que pode estar associado a morte das larvas.

Figura 10 - Larvas tratadas com nanoemulsdo das folhas de C. longa

b C

Fonte: autoria propria.
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A anélise morfoldgica revelou que as larvas tratadas com a nanoemulsdo de C. longa
apresentaram tor¢ao do corpo (Figura 10). De maneira semelhante, a nanoemulsdo de Thymus
vulgaris aplicada em larvas de Anopheles stephensi, Ae. aegypti e Cx. tritaeniorhynchus causou
encurtamento e distor¢ao do corpo, além de distor¢ao abrupta em direcdo a regido anal (GUPTA
et al., 2022). Da mesma forma, o 6leo essencial de Origanum vulgare € Thymus vulgaris causou
curvatura do abdomen em larvas (OLIVEIRA et al.,, 2021a). Ragavendran et al. (2019)
investigaram os efeitos de extratos vegetais sobre larvas e relataram alteragdes morfoldgicas e
comportamentais significativas, incluindo distor¢des corporais e danos nas estruturas anais. As
larvas expostas a esses extratos exibiram comportamentos anormais, como inquietagdo e
excitacdo excessiva, além de movimentos alterados, como automordidas ¢ contor¢oes. Esses
resultados indicam que os extratos vegetais utilizados podem causar toxicidade
neurocomportamental e morfoldgica em larvas, similar aos achados do presente estudo.

Os experimentos conduzidos por Silva et al. (2016) para avaliar o efeito do terpinoleno
nas enzimas intestinais de larvas de Ae. aegypti revelaram que essa substincia ¢ capaz de inibir
a atividade das proteases no intestino larval, incluindo enzimas similares a tripsina. Esse efeito
inibitério sugere que o terpinoleno interfere diretamente nas funcdes digestivas das larvas,
atuando como um bloqueador das proteases, o que prejudica a hidrdlise de proteinas e
compromete a absor¢do de aminoacidos essenciais. Essa interrupcdo € crucial para o
crescimento e desenvolvimento das larvas, levando-as & morte por inani¢do. Além disso, o
terpinoleno, em combinagdo com o 6leo essencial de Piper corcovadensis, demonstrou eficacia
na inibicdo dessas proteases, indicando que o bloqueio das enzimas digestivas ¢ um dos
principais mecanismos de acao larvicida do composto.

A andlise da ultraestrutura das larvas L3 de Ae. aegypti expostas ao p-cimeno revelou
modificagdes significativas. Nao foram identificados os contornos celulares, jun¢des ou
organelas, evidenciando uma completa desorganizacdo dos tecidos. A cuticula da parede
corporal apresentou deformacdes visiveis. Também foram observadas inclusdes eletrondensas,
mitocondrias alteradas e vacuolizacdo intensa. Sendo assim, as larvas tratadas mostraram
alteragdes na camada externa do tegumento, sugerindo que essas substancias afetam

diretamente a estrutura da cuticula (SERDEIRO et al., 2023).

64



5.5 INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Com o objetivo de investigar um possivel mecanismo de agdo larvicida contra Ae.
aegypti, foi avaliada a capacidade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE) pelo o6leo
essencial das folhas de C. longa. O ensaio foi realizado utilizando concentracdes de 62,5, 125,0,
250,0 e 500,0 pg/mL para verificar o potencial de inibicdo enzimadtica, conforme descrito na
Tabela 7 e Figura 11. Os resultados demonstraram que o 6leo essencial causou a inibicao da
AChE, com um valor de ICsg calculado em 300,1 pg/mL (intervalo de confianga: 256,5-363,6;
p <0,05). Este valor reflete a concentracao necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica.
Os achados sugerem que, a inibi¢do da AChE pode ser um dos fatores responsaveis pelo efeito
larvicida, porém outros mecanismos de agdo podem estar envolvidos na letalidade observada,
indicando a necessidade de investigacdes adicionais para elucidar as vias bioquimicas

responsaveis pela atividade do 6leo essencial.

Tabela 7 - Resultados do ensaio anticolinesterasico do 6leo essencial das folhas de C. longa

Concentracio In concentracio Inibi¢ao enzimatica (%)
(ng/mL) Média Desvio padrio
62,5 4,14 11,22 5,13
125,0 4,83 21,12 0,47
250,0 5,52 44,89 0,467
500,0 6,21 65,68 1,41

Fonte: autoria propria.

Figura 11 - Inibicdo enzimatica da acetilcolinesterase pelo 6leo essencial de C. longa
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O gréfico apresenta a relacdo entre a concentracdo do dleo essencial de C. longa e a
inibicdo da AChE. Como esperado, observa-se que, a medida que a concentragdo do dleo
essencial aumenta, a inibicdo enzimatica também se intensifica, evidenciando um
comportamento dose-dependente. A equagdo da reta, Y =27,00*X - 104,0, representa a relagao
linear entre a concentragdao do 6leo essencial e o percentual de inibi¢do da AChE. O valor de
R? = 0,9678 indica que a equagdo ajusta muito bem aos dados experimentais, explicando
96,78% da variacao na inibicdo enzimatica com base nas concentragdes utilizadas. Isso sugere
uma forte correlacdo entre a concentracao do 6leo e a atividade inibitoria observada.

A acetilcolina (ACh) ¢ um neurotransmissor chave na comunicagdo entre neurdnios e
entre neurdnios € musculos involuntarios. Quando liberada nas sinapses, a ACh interage com
receptores na membrana pds-sinaptica, despolarizando-a e permitindo a transmissao do impulso
nervoso. No entanto, para evitar uma estimulagdo continua, a AChE, uma enzima presente na
fenda sinédptica, degrada rapidamente a acetilcolina em colina e acetato, encerrando a
transmissdo do sinal nervoso. Esse processo ¢ crucial para a regulacdo da fun¢do neuromuscular
e a restauragdo das condicdes normais na sinapse apos cada estimulo (LEGAY, 2018). A
inibi¢ao da atividade da AChE ¢ um dos mecanismos mais relevantes em agentes de controle
de pragas, pois compostos que bloqueiam essa enzima causam o acimulo de acetilcolina nas
sinapses colinérgicas, levando a excitacdo prolongada das fibras nervosas, resultando em
paralisia e, eventualmente, na morte do inseto (RIBEIRO; VENDRAMIM; BALDIN, 2023).

Os oleos essenciais podem exercer efeitos neurotoxicos em insetos, resultando em
sintomas similares aos causados por inseticidas convencionais (RIBEIRO; VENDRAMIM;
BALDIN, 2023). Uma das principais agdes de alguns grupos de inseticidas, como
organofosforados e carbamatos, ¢ a inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE), essencial
para o funcionamento normal do sistema nervoso dos insetos (SOUZA et al., 2021; KUMAR;
BAGGI; ZUGHAIBI, 2022).

A acdo dos compostos derivados de plantas, como os terpenoides, na inibi¢ao da
AChE tem sido amplamente investigada em funcdo de seu possivel uso como agentes
inseticidas. Um fator crucial na atividade inibitéoria da AChE ¢ a afinidade de ligantes
hidrofobicos pelo sitio ativo da enzima, que apresenta sensibilidade a interacdes apolares. Os
monoterpenos, com sua estrutura de hidrocarbonetos, podem favorecer essas interagdes, o que
contribui para sua acdo anticolinesterdsica (MUKHERJEE; KUMAR; HOUGHTON, 2007).

Alguns monoterpenoides também podem induzir uma inibi¢do reversivel da AChE, com a
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funcdo enzimatica recuperada depois de 15 minutos de incubacdo (LOPEZ; PASCUAL-
VILLALOBOS, 2010).

A inibicdo da acetilcolinesterase causada por extratos do rizoma de C. longa ja foram
extensivamente estudados (KHATTAK et al., 2005; HAJIMEHDIPOOR; TEHRANIFAR;
SHAFAROOQODI, 2013; JUGREET et al., 2020; SUDEEP et al., 2020). Oliveira et al. (2021b),
estudou os efeitos da enzima acetilcolinesterase sobre extratos das folhas de C. longa com
diferentes solventes, apresentando valores de 99 = 1 % (Mentol + Acido lactico) e 30 + 4 %
(Mentol + Acido acético) de inibigao. Contudo, até onde sabemos, ndo ha estudos que explorem
essa atividade utilizando o 6leo das folhas da planta.

Alguns estudos ja exploraram o potencial inibitério dos compostos majoritarios das
folhas de C. longa sobre a enzima acetilcolinesterase, utilizando diferentes metodologias.
Bonesi et al. (2010) investigaram a atividade inibitoria do terpinoleno, obtendo uma
concentragdo inibitdria de 50% (IC50) de 156,4 = 2,8 pg/mL. Peschiutta et al. (2016) relataram
que o p-cimeno apresentou uma inibi¢do com IC50 de 0,048 + 0,015 mg/mL. Além disso,
Gharib et al. (2024) demonstraram que o p-cimeno inibiu a atividade da AChE in vivo em larvas
de Musca domestica, com um valor de 338,3 £ 4,2 pg AchBr/min/mg de proteina.

Atualmente, a maioria dos inseticidas disponiveis utilizam mecanismos de agao
semelhantes, pertencentes as principais classes de compostos (piretroides, carbamatos,
organofosforados e organoclorados). Isso resulta em um arsenal limitado para combater a
resisténcia crescente, tornando urgente a pesquisa e exploragdao de compostos organicos com
novos modos de acdo (DUARTE et al., 2024a). Nesse cenario, ¢ fundamental buscar
alternativas mais eficientes e sustentaveis para o controle de vetores, pois o uso prolongado de
inseticidas com o mesmo mecanismo de a¢do contribui para o desenvolvimento de resisténcia
dos mosquitos.

Neste contexto, o 6leo essencial de C. longa surge como uma alternativa promissora
no controle de mosquitos, especialmente em estratégias de manejo integrado de vetores.
Embora a inibi¢do observada da AChE tenha sido moderada, o 6leo essencial pode enriquecer
o portfolio de produtos de controle ao oferecer mecanismos de acao distintos, reduzindo assim
a probabilidade de resisténcia. Portanto, € crucial dar continuidade as investigacdes sobre a
eficacia do 6leo essencial, especialmente em combinagdo com outras abordagens, e avaliar sua

aplicabilidade na formulag@o de novos agentes larvicidas e inseticidas naturais.
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5.6 ANALISE DE TOXICIDADE AMBIENTAL COM Chlorella vulgaris

Os humanos sdo vulneraveis a polui¢ao ambiental pela exposi¢ao a produtos quimicos
contaminantes presentes no ar, agua, solo e alimentos, que se inserem na cadeia alimentar
(SILVA et al., 2009). Entre os principais poluentes aquaticos estdo pesticidas, metais pesados
e produtos farmacéuticos (PRADO et al., 2015). As emissdes destes compostos em corpos
hidricos elevam temporariamente suas concentracdes em aguas superficiais, sendo capaz de
gerar toxicidade em organismos aquaticos (PRADO et al., 2015). No caso de pesticidas, a
aplicacdo no ambiente ¢ direcionada para organismos alvos, mas ha inevitavelmente dispersao
desses produtos no ecossistema (SILVA et al., 2009). Sendo assim, os efeitos toxicos impactam
primeiramente organismos fitoplanctonicos, que compdem o nivel basal da cadeia alimentar,
influenciando com efeitos toxicos de natureza aditiva, sinérgica ou antagoOnica, entretanto, a
bioacumula¢do ¢ maior em organismos que representam o nivel superior da cadeia alimentar
(SILVA et al., 2009; PABLOS; GARCIA-HORTIGUELA; FERNADEZ, 2015).

As microalgas planctonicas sdo uma alternativa vantajosa para testes de toxicidade em
ambientes aquaticos devido a sua alta sensibilidade a mudangas ambientais, ciclo de vida curto
(viabilizando a anélise em diferentes geragdes) e elevada densidade celular, permitindo andlises
reprodutiveis e confidveis. Além disso, oferecem uma abordagem eficaz, ecologica e acessivel
em bioensaios in vitro, sendo uma opg¢ao viavel frente a métodos analiticos mais dispendiosos
e longos (SILVA et al., 2009; PRADO et al., 2015). A microalga Chlorella vulgaris,
amplamente utilizada em estudos ecotoxicologicos, destaca-se por sua resposta rapida a
poluentes e facilidade de cultivo, tornando-se um modelo interessante para testes de toxicidade
(ADOCHITE; ANDRONIC, 2021; AJITHA et al., 2021).

Diante disso, foi conduzido um teste ecotoxicoldogico com o objetivo de avaliar a
toxicidade ambiental da nanoemulsdo do 6leo essencial das folhas de C. longa, bem como de
seus compostos majoritarios, p-cimeno e terpinoleno, considerando sua potencial aplicacdo
como pesticida em ambientes naturais. O ensaio baseou-se na comparacgao da densidade celular
de Chlorella vulgaris na presenca e auséncia das nanoemulsdes ao longo de 15 dias (Figura 12).
Para esse teste, foi utilizada a concentragdo de 25 ppm, valor escolhido por representar mais
que o dobro da CLso obtida para a nanoemulsao do 6leo contra larvas de Ae. aegypti, permitindo,

assim, avaliar a toxicidade em um cenario de exposicao acentuada
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Figura 12 - Variacao da densidade celular de Chlorella vulgaris submetidas a nanoemulsoes
do oleo essencial das folhas de C. longa e de seus compostos majoritarios ao longo do tempo
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Fonte: autoria propria.
Legenda: al p <0,05, a2 p<0,01, a3 p<0,001 em comparagdo ao controle ndo tratado (dgua). n=3.

A nanoemulsdo do 6leo essencial das folhas da C. longa demonstrou toxicidade nos
primeiros dias do experimento, com redugao da densidade celular no 2° (p <0,05) e 3° dia (p <
0,01) em relacdo ao controle. No entanto, a partir do 5° dia, observou-se um aumento na
densidade celular, que se manteve sem diferencas significativas em comparagao ao controle até
o 15° dia, sendo, portanto, considerada ndo toxica.

A nanoemulsdo do majoritario p-cimeno nao apresentou toxicidade ao longo dos 15
dias, apresentando no 15° dia maior densidade que controle (p < 0,01). Por outro lado, a
nanoemulsdo de terpinoleno foi a mais téxica para o ambiente, reduzindo progressivamente a
densidade celular apds 1° dia. No 10° e 15° dia, essa reducdo tornou-se altamente significativa
em relacdo ao controle (p < 0,0001), evidenciando seu maior impacto ecotoxicoldgico. As
nanoemulsdes brancas ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle
contendo apenas dgua, indicando que os tensoativos utilizados na formulagdo ndo exerceram

efeito toxico sobre as microalgas.
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Dessa forma, ao analisar o teste de ecotoxicidade das nanoemulsdes do 6leo essencial
das folhas de C. longa e de seus compostos majoritarios, observa-se que o comportamento
intermediario do 6leo pode ser atribuido a presenga simultdnea dos isolados: enquanto o p-
cimeno promove o aumento da densidade celular, o terpinoleno provoca sua redugdo, o que
sugere um possivel equilibrio entre efeitos antagdnicos na composi¢ao final.

O teste de ecotoxicidade de uma nanoemulsao do 6leo essencial das folhas de C. longa
foi realizado anteriormente por Flexa-Ribeiro et al. (2025), com duracao de trés dias, avaliando
a toxicidade aguda da formula¢do. A concentracdo utilizada neste estudo (36,5 ppm) foi
superior a empregada no presente trabalho (25 ppm). Durante o experimento, ndo foram
observadas diferengas significativas entre as densidades celulares da microalga Chlorella
vulgaris em nenhum dos dias (p > 0,05), sugerindo que a nanoemulsdo apresentou baixo
potencial de causar impactos ambientais em ecossistemas aquaticos. Apesar de ambos os
estudos utilizarem nanoemulsdes compostas por Oleo com o0s mesmos constituintes
majoritarios, as proporcdes diferem. No estudo de Flexa-Ribeiro et al. (2025), o p-cimeno foi o
composto predominante (26,0%), seguido do terpinoleno (15,5%). Ja na presente pesquisa, o
terpinoleno ¢ o composto majoritario (25,2%), enquanto o p-cimeno aparece em menor
proporg¢ao (19,7%). Essa diferenca na composicao pode justificar a maior toxicidade observada
em nosso teste, uma vez que, ao serem avaliadas isoladamente, a nanoemulsao de terpinoleno
demonstrou toxicidade significativa sobre as células de C. vulgaris, ao contrario do p-cimeno,
que apresentou comportamento ndo toxico. Esse achado reforga a influéncia do perfil quimico

na resposta ecotoxicologica do 6leo essencial.

70



6 CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa evidenciou a alta eficacia larvicida da nanoemulsdo de oleo
essencial das folhas de C. longa contra Ae. aegypti, com valores de CLso € CLoo de 7,085 ppm
e 10,321 ppm, respectivamente. Esses valores sdo significativamente inferiores aos reportados
na literatura para o Oleo essencial isolado, indicando que a nanoformulacdo pode ter
potencializado a atividade larvicida. Além disso, a nanoemulsdo apresentou estabilidade
cinética ao longo do tempo, com tamanho médio de goticulas abaixo de 300 nm e IPD inferior
a 0,6, caracteristicas que garantem sua aplicabilidade. A analise morfoldgica das larvas tratadas
revelou danos na cuticula, tubo digestivo e papilas anais, sugerindo que a a¢ao larvicida ocorre
por meio de multiplos mecanismos, incluindo a interferéncia na regulagdo osmotica e a
desorganizacdo do trato digestivo. A inibi¢ao da AChE pelo 6leo essencial, com um valor de
ICs0 de 300,1 pg/mL, também aponta para um possivel mecanismo neurotdxico envolvido na
letalidade das larvas.

Um dos principais aportes desta pesquisa consiste na utiliza¢ao das folhas de C. longa,
material vegetal frequentemente negligenciado e descartado pela cadeia produtiva, como
insumo para a formula¢do de um produto larvicida inovador. Enquanto a maioria dos estudos
concentra-se no rizoma da planta, reconhecido por seu valor terapéutico e comercial, o presente
trabalho destaca o potencial inseticida de suas folhas, promovendo o aproveitamento integral
da espécie vegetal. Essa abordagem esta em consonancia com os principios da sustentabilidade,
da economia circular e da bioeconomia, ao transformar um subproduto agroindustrial em uma
alternativa viavel e ecologicamente correta para o controle de vetores. Dessa forma, a
valorizacdo de um residuo agricola por meio da nanotecnologia aplicada reforca o carater
inovador e ambientalmente responsavel desta proposta.

Esses resultados representam um avanco significativo na area de controle de vetores,
pois demonstram que a nanoemulsdo de C. longa ¢ uma alternativa eficaz e sustentavel aos
inseticidas convencionais, que frequentemente enfrentam problemas de resisténcia e toxicidade
ambiental. A utilizagdo de nanoemulsdes ndo apenas supera as limitagdes de volatilidade e
instabilidade dos 6leos essenciais, mas também permite a entrega controlada dos compostos

ativos, aumentando sua eficacia e durabilidade. Além disso, a identificacdo dos mecanismos de
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acdo, como a inibicdo da AChE e os danos morfoldgicos nas larvas, fornece informagoes
valiosas para o desenvolvimento de novos agentes larvicidas com modos de acao distintos,
reduzindo a probabilidade de resisténcia.

Por fim, este estudo reforca a importancia de estratégias integradas e sustentaveis para
o controle de doengas transmitidas por vetores, alinhando-se as demandas globais por solugdes
ecologicamente corretas e socialmente responsaveis. A nanoemulsdo de C. longa representa um
avango promissor nao apenas para a area de entomologia médica, mas também para a grande
area de ciéncias ambientais e da saude, ao propor uma alternativa vidvel e de baixo impacto
ambiental para o controle de mosquitos. Futuras pesquisas devem focar na otimizacdo dessas
formulagdes, avaliacdo de sinergismos entre compostos e testes em campo, visando sua
aplicagdo em larga escala e contribuindo para o desenvolvimento de politicas publicas mais

eficazes no combate a doengas como dengue, zika e chikungunya.
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