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RESUMO 

A aplicação de nanoemulsões contendo óleos essenciais e seus compostos bioativos têm 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 terapêutico de seu rizoma e amplamente empregada 

nas indústrias alimentícia, cosmética e medicinal. No entanto, suas folhas, frequentemente 

descartadas como resíduos agrícolas, também representam uma fonte promissora de óleo 

essencial, rico em monoterpenoides com propriedades biológicas ainda pouco exploradas. Este 

estudo tem como objetivo avaliar o potencial larvicida das nanoemulsões contendo o óleo 

essencial das folhas de C. longa e de seus dois principais compostos majoritários contra Ae. 

aegypti. O óleo essencial das folhas frescas de C. longa, obtido por hidrodestilação e analisado 

por CG-MS e CG-DIC, apresentou como compostos majoritários terpinoleno (25,2%), p-

cimeno (19,7%), α-felandreno (15,0%) e 1,8-cineol (11,4%). Nanoemulsões formuladas com o 

óleo essencial (EHL 16,7) e seus principais constituintes, terpinoleno (EHL 15) e p-cimeno 

(EHL 15), apresentaram tamanhos médios de gotículas entre 165,4 e 253,7 nm, baixos valores 

de índice de polidispersidade (<0,355), mantendo estabilidade físico-química por até sete dias. 

Nos bioensaios larvicidas contra Ae. aegypti, a nanoemulsão de C. longa exibiu CL₅₀ de 7,085 

ppm e CL₉₀ de 10,321 ppm; o p-cimeno, CL₅₀ de 8,329 ppm e CL₉₀ de 12,199 ppm; e o 

terpinoleno, CL₅₀ de 7,736 ppm e CL₉₀ de 10,585 ppm, demonstrando eficácia significativa após 

24 horas. Alterações morfológicas como torção corporal, destruição das papilas anais, danos 

cuticulares e deformações no tubo digestivo foram observadas nas larvas tratadas com a 

nanoemulsão de C. longa, ausentes no grupo controle. O óleo essencial também inibiu a 

acetilcolinesterase com IC₅₀ de 300,1 µg/mL, indicando possível envolvimento desse 

mecanismo na atividade larvicida. Em testes de ecotoxicidade com microalgas, a nanoemulsão 

de C. longa apresentou toxicidade inicial com posterior recuperação; o p-cimeno foi atóxico, 

enquanto o terpinoleno mostrou alta toxicidade. Os efeitos antagônicos entre os compostos 

podem explicar o perfil ecotoxicológico intermediário do óleo essencial. Este estudo propõe o 

aproveitamento inovador do óleo 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 resíduos; Larvicida botânico; 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%), α-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 LC₅₀ of 7.085 ppm and LC₉₀ of 10.321 ppm; p-cymene had LC₅₀ of 

8.329 ppm and LC₉₀ of 12.199 ppm; and terpinolene showed LC₅₀ of 7.736 ppm and LC₉₀ 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. longa nanoemulsion and were absent in the control 

group. The essential oil also inhibited acetylcholinesterase activity with an IC₅₀ of 300.1 µg/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 INTRODUÇÃO 

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) representa um dos 

maiores desafios para a saúde pública no Brasil e no mundo devido à sua alta eficiência como 

vetor de arboviroses como dengue, febre amarela urbana, chikungunya e zika. Essas doenças 

apresentam um amplo espectro clínico, desde manifestações leves a formas graves com risco 

de óbito. Apesar dos esforços destinados ao controle dessas epidemias, o número expressivo de 

casos evidencia falhas nas estratégias atualmente empregadas. O manejo desse vetor torna-se 

cada vez mais complexo, em razão da rápida proliferação da espécie, das condições climáticas 

favoráveis, do desenvolvimento de resistência a inseticidas sintéticos, além dos efeitos adversos 

desses compostos sobre o ecossistema.  

Os inseticidas botânicos emergem como uma alternativa promissora de controle 

vetorial, aliando eficácia biológica a um menor impacto ambiental. A partir de fontes vegetais, 

são produzidos compostos bioativos denominados metabólitos secundários, que desempenham 

funções ecológicas essenciais, incluindo a defesa contra predadores. Dentre esses, destacam-se 

os terpenoides, reconhecidos por sua atividade inseticida e por conferirem proteção contra 

vetores de importância médica, como o Ae. aegypti. Esses compostos estão presentes em alguns 

óleos essenciais, extraídos de diversas partes das plantas. A investigação desses compostos 

naturais tem sido fortemente incentivada como estratégia para superar as limitações associadas 

aos inseticidas sintéticos, como resistência e toxicidade ambiental. O desenvolvimento de 

formulações à base de substâncias extraídas de plantas apresenta potencial para inovações no 

manejo populacional de vetores, oferecendo novas perspectivas para integração em programas 

de vigilância entomológica e eventual exploração comercial. 

A biodiversidade vegetal abriga uma grande variedade de plantas ainda pouco 

exploradas, cujos metabólitos secundários apresentam potencial inseticida. Curcuma longa L., 

popularmente conhecida como açafrão-da-terra ou cúrcuma, é extensivamente estudada em 

função dos curcuminoides presentes em seus rizomas, responsáveis por sua coloração 

característica e diversas propriedades farmacológicas. O principal uso dos rizomas, no entanto, 

é como especiaria na culinária, sendo amplamente utilizados como tempero em diversas 

culturas gastronômicas. Embora menos exploradas, as folhas de C. longa também produzem 
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um óleo essencial rico em compostos bioativos, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos. 

Essas substâncias têm demonstrado atividades biológicas relevantes, incluindo ação larvicida, 

mostrando-se uma estratégia viável para o controle de vetores de arboviroses. 

A aplicabilidade dos óleos essenciais como larvicidas para controle de mosquitos é 

comumente restrita por sua baixa solubilidade em água, o que representa um desafio substancial 

para sua utilização em larga escala em ambientes aquáticos, habitat natural das larvas de 

mosquitos. Essa restrição compromete a eficácia dos óleos essenciais em formulações aquosas, 

dificultando a sua dispersão homogênea e reduzindo sua disponibilidade no meio, o que impacta 

diretamente o desempenho dos produtos.  Frente a essa problemática, a nanotecnologia surge 

como uma ferramenta inovadora, permitindo a criação de sistemas de liberação controlada e 

aumento da disponibilidade de compostos hidrofóbicos em meios aquosos. As nanoemulsões, 

em particular, têm sido intensamente analisadas para a formulação de pesticidas vegetais, em 

razão da sua propriedade de encapsular ingredientes ativos, proporcionando maior estabilidade, 

eficácia na aplicação, redução na quantidade de produto a ser utilizado e ampliação nas 

alternativas de manufatura de produtos funcionais. Além disso, a produção de nanoemulsões a 

partir de resíduos agroindustriais oferece uma solução sustentável e economicamente acessível, 

alinhada às demandas por tecnologias verdes. 

A utilização do óleo essencial das folhas de C. longa, um resíduo frequentemente 

descartado na agroindústria, para o desenvolvimento de um larvicida nanoformulado, 

representa um avanço significativo tanto para o controle de vetores quanto para a valorização 

de subprodutos.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial larvicida das nanoemulsões contendo o óleo essencial das folhas 

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

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Estimar das concentrações letais, CL50 e CL90, das nanoemulsões do óleo essencial das 

folhas de C. longa e de seus compostos majoritários contra as larvas de Ae. aegypti; 

• Avaliar as alterações morfológicas causadas nas larvas de Ae. aegypti após o tratamento 

com a nanoemulsão do óleo essencial das folhas de C. longa; 

•  Determinar a ação inibitória do óleo essencial das folhas de C. longa frente a enzima 

acetilcolinesterase; 

• Analisar a ecotoxicidade das nanoemulsões do óleo essencial das folhas de C. longa e 

de seus compostos majoritários contra microalga bioindicadora Chlorella vulgaris. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 ARBOVIROSES E SEUS IMPACTOS 

 

Arboviroses são doenças virais transmitidas por artrópodes hematófagos, como 

mosquitos e carrapatos. Os mosquitos, particularmente dos gêneros Aedes e Culex, são os 

vetores mais relevantes, exercendo um impacto significativo na saúde pública. Entre as 

arboviroses mais importantes, destacam-se o zika, chikungunya, febre amarela urbana e, 

sobretudo, a dengue, cujas infecções podem variar de assintomáticas a fatais (HUANG et al., 

2020a; PAHO, 2023). A disseminação dessas doenças é influenciada por fatores sociais, 

demográficos e ambientais, que moldam os padrões de transmissão dos patógenos, sendo a 

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

 

3.1.1 Panorama epidemiológico da dengue 

 

A dengue é reconhecida como a infecção viral transmitida por mosquitos de maior 

relevância em termos globais, estimando-se que 50-100 milhões de infecções ocorram 

anualmente e cerca de 2,5 bilhões de indivíduos residam em áreas endêmicas.  Esse cenário 

afeta mais de 100 países em diferentes regiões e aproximadamente 80% da população mundial 

está em risco de ser exposta a alguma doença transmitida por vetores (KWEKA et al., 2019). 

Doenças como a dengue representam aproximadamente 17% da carga global de doenças 

infecciosas e são responsáveis por mais de 700.000 óbitos por ano, impactando desigualmente 

as classes mais pobres e restringindo o desenvolvimento econômico de países em razão dos 

altos custos médicos (KWEKA et al., 2019). 

Apesar dos esforços para o controle da doença, a dengue continua representando um 

desafio significativo para a saúde pública global, com um aumento substancial nos casos 

relatados ao longo das últimas duas décadas. Durante o período entre 2000 e 2019, o número 

de casos notificados aumentou consideravelmente, passando de 0,5 milhão para 5,2 milhões. 

Depois de um breve recuo durante a pandemia de COVID-19 (2020-2022), em 2023 houve um 

aumento da incidência, com numerosos surtos ocorrendo simultaneamente e afetando regiões 



 

   

 

 

 

 

   20 

 

 

 

 

 

previamente não afetadas, acarretando uma elevação histórica no número de casos notificados, 

com mais de 5 milhões de casos e 5 mil óbitos associados à dengue registrados em vários países 

(WHO, 2023). 

Até abril de 2024, os casos de dengue alcançaram a marca de mais de 7,6 milhões, sendo 

3,4 milhões confirmados, mais de 16.000 graves e mais de 3.000 óbitos. Em nível mundial, o 

crescimento no número de casos foi considerável; entretanto, o aumento foi especialmente 

acentuado na região das Américas, contabilizando mais de 7 milhões de notificações apenas 

nos quatro primeiros meses do ano, ultrapassando o valor anual de 4,6 milhões de 2023. Apesar 

da expressiva quantidade de casos notificados, a precariedade dos sistemas de detecção e 

notificação nos países endêmicos conduz à subestimação da real magnitude da dengue, uma vez 

que inúmeros casos permanecem não registrados (WHO, 2024a).  

A recente epidemia de dengue relaciona-se com o aumento da densidade do vetor, 

impulsionada por fatores que incluem: mudanças na distribuição dos vetores em regiões 

previamente não afetadas; o início antecipado e o prolongamento das temporadas de 

transmissão da dengue em regiões endêmicas; fenômenos climáticos, responsáveis por 

aumentar as temperaturas, a pluviosidade e a umidade, colaborando para a alta reprodução do 

vetor; e sistemas de saúde frágeis, além de instabilidades políticas em países impactados que 

tornam a resposta à epidemia mais desafiadora (WHO, 2024a). 

A maioria dos casos ocorre na Américas, onde a dengue é endêmica e os surtos são 

recorrentes. A cocirculação dos quatro sorotipos do vírus da dengue (DENV-1, DENV-2, 

DENV-3 e DENV-4) na região aumenta ainda mais a complexidade do controle da doença e 

destaca a necessidade urgente de medidas de prevenção e controle eficazes (WHO, 2023). 

Nessa região, o número de casos de dengue notificados nos seis primeiros meses de 2024 é 

superior à totalidade de casos de dengue notificados durante os 12 meses de todos os anos 

anteriores (OPAS/OMS, 2024a). 

No Brasil, os números de casos de dengue revelam uma situação alarmante. O Centro 

de Operações de Emergências (COE), colegiado estratégico do Ministério da Saúde responsável 

por coordenar ações integradas de resposta e prevenção contra as arboviroses, divulgou, por 

meio do Informe Semanal edição nº 12, que entre janeiro e abril de 2024 foram registrados 

cerca de 4,2 milhões de casos prováveis de dengue, além de 44.754 casos de dengue grave ou 

com sinais de alarme. No mesmo período, o número de óbitos confirmados chegou a 2.073, 

enquanto outros 2.291 seguem em investigação (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024). 
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Na Figura 1, pode-se visualizar um paralelo entre os casos prováveis de dengue de 2023 

(representados pela curva) e de 2024 (representados pelas colunas) ao decorrer das Semanas 

Epidemiológicas (SE). Percebe-se um aumento progressivo dos casos em 2024 ao longo das 

semanas, com um declínio na SE 17, explicada pelo tempo necessário para o registro das 

informações pelos estados e municípios. A SE 12 de 2024 registrou o maior número de casos 

do ano, um valor que superou o pico máximo de 2023, observado na SE 15 (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2024). 

 

Figura 1 - Número de casos prováveis de dengue por semana epidemiológica no Brasil entre 

2023 e 2024 

 

Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024. 

 

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

 

O Aedes aegypti L., comumente conhecido como mosquito da dengue, é o principal 

vetor de arboviroses urbanas, englobando as quatro de maior prevalência: a febre amarela, 

chikungunya, zika e a dengue (SOUZA-NETO; POWELL; BONIZZONI, 2019). Originário do 

Egito, o Ae. aegypti foi disseminado para outras partes do globo durante as Grandes 

Navegações, no século XVI, e foi introduzido no Brasil através do tráfico de escravos no 

período colonial (IOC, 2022). 
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Este mosquito pertence à ordem Diptera, família Culicidae e gênero Aedes 

(COATSWORTH et al., 2018). Sua distribuição é cosmopolita, predominando em regiões 

tropicais e subtropicais, e apresenta diversas características que o tornam um vetor 

extremamente eficaz de arbovírus. Dentre elas, destacam-se sua adaptação a ambientes urbanos 

e seu comportamento antropofílico, com alimentação preferencialmente humana. Esse hábito, 

combinado à capacidade de realizar várias refeições em um único ciclo gonotrófico, 

potencializa sua eficiência na transmissão de patógenos. Além de usar o sangue para produzir 

ovos, o mosquito também o utiliza como fonte de energia, preferindo-o ao açúcar. Seus ovos 

são altamente resistentes à dessecação, podendo sobreviver por meses sem água (KWEKA et 

al., 2019). 

O ciclo de vida do Ae. aegypti inicia-se com a oviposição das fêmeas, que depositam 

ovos em tanques de armazenamento de água ou recipientes temporários, como latas, pneus e 

vasos de plantas (DAVID et al., 2023). Esses ovos, pretos e alongados, eclodem em larvas que 

passam pelos estágios L1, L2, L3 e L4. As larvas apresentam cabeça, tórax e abdômen 

segmentados, com um sifão respiratório. Após a fase larval, elas se transformam em pupas, que 

não se alimentam, e eventualmente emergem como mosquitos adultos (Figura 2). Os adultos 

são identificáveis por seu corpo escuro com faixas brancas nos tarsos e um padrão em forma de 

lira no mesonoto, sendo os machos distinguíveis pelas antenas plumosas e palpos mais longos 

(FO 2019). 

 

Figura 2 - Ciclo de vida do Ae. aegypti 

 
Fonte: Adaptado de IOC/FIOCRUZ, 2019. 

 

A transmissão das arboviroses ocorre quando a fêmea do Ae. aegypti se alimenta do 

sangue de um indivíduo infectado em estado de viremia. O artrópode adquire o vírus e o 
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transmite para outros humanos através da sua saliva durante uma nova picada. Além disso, o 

vírus pode ser transmitido entre mosquitos ao se alimentarem de hospedeiros infectados, 

possibilitando a disseminação do vírus entre eles e, eventualmente, para novos humanos. 

Também pode ocorrer transmissão transovariana e venérea (KWEKA et al., 2019). Os sintomas 

predominantes das doenças arbovirais transmitidas pelo Ae. aegypti são febre alta, cefaléia 

frontal, fadiga, dor retroorbital, artralgia, erupção cutânea e trombocitopenia. Em quadros mais 

graves, a dengue causa elevação da permeabilidade vascular, gerando eventos hemorrágicos e 

plaquetopenia, com risco de evolução para hipotensão e choque. A chikungunya e o zika vírus 

são apontados como agentes neuroinvasivos, e este último ainda está associado com má 

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

 

3.3 ESTRATÉGIAS PARA CONTROLE DE ARBOVIROSES  

 

Até o momento, não há medicamentos específicos para o tratamento das doenças 

transmitidas pelo Ae. aegypti. O manejo dessas arboviroses é predominantemente sintomático, 

com tratamento de suporte voltado para observação rigorosa dos sinais de alerta e reposição 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 

Imunização no Brasil, direcionando os primeiros esforços para regiões com maior incidência 

da doença e faixas etárias de maior risco de agravamento (BRASIL, 2024a).  Apesar desse 

progresso, a prevenção e o controle dos mosquitos transmissores, além das intervenções 

baseadas na comunidade, permanecem sendo medidas prioritárias, dada a limitação das opções 

terapêuticas (NAMIRIMU; KIM, 2024).  

As estratégias estabelecidas visando o controle de vetores são os principais métodos 

para combater as doenças transmitidas por mosquitos, com o objetivo de reduzir ou eliminar o 

contato homem-vetor e, assim, impedir a transmissão de patógenos (WILSON et al., 2020). 

Existem diversas abordagens para o controle do Ae. aegypti que podem ser aplicadas, 

englobando os métodos de controle químico, biológico, genético, mecânico e de captura 

(MCGREGOR; CONNELLY, 2021). 

Com o advento dos inseticidas sintéticos em 1940, que substituíram as práticas 

anteriores fundamentadas em gestão ambiental e remoção de criadouros, os programas de 

controle vetorial passaram a empregar pesticidas químicos. Historicamente, quatro classes de 
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inseticidas sintéticos foram utilizadas na saúde pública: organoclorados, organofosforados, 

carbamatos e piretroides. Essas classes são aplicadas para controlar tanto os estágios adultos 

dos mosquitos, por meio da pulverização, quanto os estágios imaturos, com agentes larvicidas 

(COSTA, 1987; YADAV; DEVI, 2017; WILSON et al., 2020). 

Devido aos impactos ambientais e ao crescente problema de resistência causados pelos 

inseticidas sintéticos, novos agentes de controle foram introduzidos, como os inseticidas 

inibidores de crescimento de insetos (IGRs) e os inseticidas bacterianos, que são específicos 

para a fase larval. Assim, pesquisas estão 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 são inseticidas utilizados para controlar larvas de insetos, especialmente 

vetores de doenças, como os mosquitos. Esses produtos incluem tanto substâncias químicas, 

quanto agentes de controle biológico, e têm a capacidade de interromper o desenvolvimento 

das larvas, impedindo sua transformação em adultos potencialmente transmissores de 

arboviroses (MEIER; ROUHIER; HILLYER, 2022). 

O controle do Ae. aegypti é mais eficaz quando realizado na fase larval devido a um 

conjunto de características biológicas e comportamentais que tornam o inseto mais vulnerável 

nesse período, como alimentação e crescimento. Os principais fatores para essa maior 

suscetibilidade das larvas são: alimentação não seletiva de matéria orgânica em suspensão 

aderida às paredes ou sedimentos no fundo dos reservatórios, facilitando a ingestão de 

inseticidas; respiração do ar atmosférico na superfície através do sifão, expondo-se aos agentes 

de controle; e por fim, a movimentação restrita ao local de oviposição, reduzindo a capacidade 

de migração (OLIVEIRA, 2015; CARVALHO; MOREIRA, 2017).  

O controle vetorial de mosquitos na fase larval teve início com a eliminação de 

criadouros e avançou no século XX, com a invenção de inseticidas sintéticos, como o dicloro-

difenil-tricloroetano (DDT), que resultaram em uma redução significativa nas populações de 

mosquitos e na incidência de doenças. Nas últimas décadas, o uso de inseticidas como 

organofosforados e piretroides tornou-se predominante nos programas de saúde pública. No 

Brasil, o organofosforado Temefós foi amplamente empregado de 2003 a 2014; no entanto, o 
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surgimento de resistência entre os mosquitos reduziu a eficácia desses produtos, e os impactos 

ambientais associados a eles provocaram preocupações (VALLE; BELINATO; MARTINS, 

2015). 

Embora os inseticidas sintéticos sejam eficazes para uma redução rápida na densidade 

de mosquitos, o uso extensivo acarreta uma série de desvantagens. Esses produtos provocam 

impactos ambientais significativos, como contaminação do solo, do ar, da água; bioacumulação 

em níveis tróficos e toxicidade a espécies não-alvo terrestres e marinhas; afeta bactérias 

essenciais para fixação de nitrogênio; além da saúde humana está diretamente comprometida 

pelo consumo de alimentos contaminados por inseticidas (YADAV; DEVI, 2017; KAUR et al., 

2024). Outra problemática determinante é o surgimento e propagação global de mosquitos 

resistentes, resultado da vasta e contínua aplicação de inseticidas químicos (MOYES et al., 

2017).  

Os mecanismos de resistência dos insetos podem se manifestar por modificações no 

local-alvo, como as mutações kdr e na acetilcolinesterase, e pelo aumento da desintoxicação 

metabólica, devido à superexpressão de monooxigenases do citocromo P450, glutationa S-

transferases (GSTs) e carboxilesterases (ESTs) (KWEKA et al., 2019). A resistência dificulta 

o manejo das populações com os inseticidas atuais e pode potencialmente agravar o impacto 

das doenças transmitidas por esses vetores em escala mundial, situação na qual exige novas 

abordagens para garantir a eficácia 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 síntese de quitina e análogos de hormônio juvenil, 

também são utilizados contra as larvas de Ae. aegypti. Atualmente, recomenda-se larvicidas 

biológicos à base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e de espinosinas para controle de 

Ae. aegypti. Essas alternativas atendem às diretrizes de manejo para evitar o desenvolvimento 

de resistência a inseticidas (ARAÚJO et al., 2019; BRASIL, 2024b).  

Os IGRs, apesar de sua eficácia no controle de larvas, podem afetar outros insetos com 

fisiologia similar (VALLE; MARTINS, 2015). Similarmente, os inseticidas à base de Bti, 

embora considerados padrão ouro, enfrentam o risco potencial de resistência, que, ainda pouco 

frequente, pode comprometer sua eficácia futura (GRIFFITTS; AROIAN, 2005; PAUL et al., 

2005). A resistência a espinosinas, por sua vez, é mais documentada e representa um desafio 

adicional para seu uso contínuo (GENG; WATSON; SPARKS, 2013).  
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De maneira geral, as abordagens atuais para o controle de larvas estão sujeitas ao 

desenvolvimento de resistência, eficácia larvicida limitada e impactos indesejados em 

organismos não-alvo (MEIER; ROUHIER; HILLYER, 2022). Essas limitações evidenciam a 

necessidade urgente de alternativas eficazes e sustentáveis, fazendo dos larvicidas naturais uma 

solução inovadora e promissora para diversificar e aprimorar o arsenal de controle de vetores 

disponíveis (WUILLDA; MARTINS; COSTA, 2019). 

 

3.3.1.1 Agentes larvicidas de origem vegetal 

 

Há uma crescente valorização dos larvicidas de origem vegetal por possibilitarem uma 

perspectiva mais ecológica no controle de vetores, oferecendo uma alternativa aos inseticidas 

convencionais por explorar a rica biodiversidade botânica para identificar compostos naturais 

com atividade inseticida (GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012). Esse vasto potencial 

biológico advém dos metabólitos secundários, compostos bioativos sintetizados pelas plantas 

para proporcionar benefícios adaptativos que favorecem a sobrevivência e a propagação da 

espécie, como a proteção contra predadores (SIMÕES et al., 2007). Assim, estudos evidenciam 

que extratos vegetais e óleos essenciais demonstram ser uma fonte promissora para o manejo 

de mosquitos, devido à elevada presença de metabólitos com eficácia inseticida (GUPTA; 

GUPTA, 2022). 

Dentre as vertentes exploradas no uso de compostos naturais, os óleos essenciais se 

sobressaem por suas propriedades e características (PAVELA; BENELLI, 2016). Essas 

substâncias são voláteis, lipofílicos e aromáticos, obtidos de diversas partes das plantas, como 

folhas, raízes, sementes e flores (HEINZMANN; SPITZER; SIMÕES, 2017). A complexidade 

química dos óleos essenciais é consequência da variedade de metabólitos secundários presentes, 

podendo apresentar de 20 a 60 substâncias ativas, com dois ou três componentes majoritários 

em elevadas concentrações (20-80%) e outros presentes em quantidades mínimas (BAKKALI 

et al., 2008).  

Os terpenoides constituem o maior grupo de metabólitos secundários de plantas, com 

rico potencial biológico e terapêutico, reconhecido por apresentar ação antimicrobiana, 

antifúngica, antioxidante, anti-inflamatória, inseticida, entre outras (SIMÕES; SPITZER, 2007; 

NORIEGA, 2020). Dentre os terpenos, os monoterpenos são os principais responsáveis pelas 

atividades larvicidas e repelentes. Devido a essa característica, muitos óleos essenciais 
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contendo monoterpenos se tornaram importantes insumos para o desenvolvimento de produtos 

fitofarmacêuticos com ação inseticida (PAVELA, 2015a).   

Os larvicidas botânicos oferecem uma série de benefícios frente os larvicidas sintéticos 

convencionais, devido principalmente à sua diversidade química e perfil ecológico. A presença 

de uma mistura complexa de compostos ativos afeta distintos alvos moleculares nos insetos, 

complexidade que reduz a probabilidade de resistência, já 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 eficácia, pois os compostos possuem a capacidade de agir de forma sinérgica, interferindo 

em vários processos fisiológicos e comportamentais dos insetos (SOONWERA et al., 2022). 

Além disso, os inseticidas naturais tendem a possuir seletividade, direcionando sua ação para 

os insetos alvo, minimizando assim os impactos sobre organismos não alvo e reduzindo 

substancialmente a toxicidade para o meio ambiente e a saúde humana (PAVELA; BENELLI, 

2016). Outra vantagem importante é a rápida biodegradação desses compostos no ambiente, o 

que impede o acúmulo de resíduos tóxicos e reduz os riscos de contaminação ambiental 

(GHARSAN, 2019). 

Diversos óleos 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 têm 

demonstrado uma eficácia significativa no controle de larvas de Ae. aegypti após 48 horas de 

exposição (BUDIMAN et al., 2021). Esta constatação sublinha a relevância da investigação de 

larvicidas de origem botânica advindos de plantas geradoras de óleos essenciais. A evidência 

acumulada por estudos como esse, além de outros exemplos descritos na literatura, reforça o 

potencial dos óleos essenciais como alternativas eficazes para o controle de culicídeos, 

evidenciando um caminho promissor para o desenvolvimento de soluções larvicidas 

inovadoras. 

 

3.3.1.1.2 Aproveitamento de resíduos agroindustriais como alternativa para produção de 

inseticidas botânicos 

 

A geração de resíduos agroindustriais tem se tornado um problema crescente e 

alarmante, com consequências significativas para o meio ambiente. A poluição decorrente do 

descarte inadequado desses resíduos afeta gravemente os recursos naturais. Anualmente, um 
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grande volume de resíduos é produzido durante o processamento de materiais vegetais nas 

indústrias agroalimentares, gerando desafios para a sua gestão sustentável (BEN-OTHMAN; 

JÕUDU; BHAT, 2020; VISAKH et al., 2023). 

O aumento da demanda global por alimentos, impulsionado pelo crescimento 

populacional, intensificou a produção agrícola e, consequentemente, o acúmulo de resíduos ao 

longo de toda a cadeia de suprimentos (MATEI et al., 2021). Esse cenário é agravado pelo fato 

de que o despejo na terra, aterro e a queima de resíduos agroindustriais são práticas comuns em 

razão da falta de tratamento adequado, liberando substâncias tóxicas no meio ambiente e 

contribuindo para problemas de poluição do ar, do solo e da água (ANDINI et al. 2018; 

ALBAQAMI et al., 2022; YAASHIKAA; KUMAR; VARJANI, 2022). Esses resíduos não 

tratados podem resultar na liberação de contaminantes no ecossistema, comprometendo a 

biodiversidade e trazendo riscos para a saúde humana (YAASHIKAA; KUMAR; VARJANI, 

2022).  

Estima-se que na Europa são geradas cerca de 88 milhões de toneladas de resíduos 

alimentares por ano, com um impacto econômico de 143 bilhões de euros (STENMARCK et 

al., 2016). Esse volume de resíduos, quando não gerido adequadamente, contribui para o 

aumento da emissão de gases de efeito estufa e outros efeitos negativos, destacando a urgência 

de desenvolver práticas de gestão sustentável (YAASHIKAA; KUMAR; VARJANI, 2022). 

Entre os principais resíduos gerados estão os resíduos de gado, agroindustriais, colheitas, frutas 

e vegetais (ZIHARE; SPALVINS; BLUMBERGA, 2018). 

Os resíduos de colheita, compostos por folhas, caules e outros restos vegetais, são 

materiais gerados diretamente no campo agrícola, sendo uma das formas mais baratas e 

amplamente disponíveis de resíduos. Apesar de seu potencial, esses materiais são altamente 

perecíveis e, quando descartados inadequadamente, podem causar sérios danos ao ecossistema 

devido ao risco elevado de contaminação (PRASAD et al., 2020; SRIDHAR et al., 2021). Além 

disso, a falta de reaproveitamento impede que esses resíduos sejam utilizados de maneira 

produtiva, limitando seu potencial econômico e ambiental, além de comprometer a 

sustentabilidade do setor agrícola. 

Uma abordagem inovadora para enfrentar esses desafios é a adoção de práticas baseadas 

na economia circular, que visa integrar o desenvolvimento econômico com a proteção do 

ecossistema, promovendo o uso eficiente de recursos. A bioeconomia circular surge como um 

modelo sustentável que maximiza o aproveitamento de energia e materiais nas atividades 
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agrícolas (YAASHIKAA; KUMAR; VARJANI, 2022). Entre as soluções promissoras, destaca-

se o desenvolvimento de biorrefinarias, que utilizam resíduos agroindustriais como matéria-

prima para a produção de subprodutos de valor agregado (VISAKH et al., 2023). A valorização 

dos resíduos agrícolas, como folhas descartadas, que são ricas em compostos bioativos, 

incluindo óleos essenciais, também representa uma solução inovadora. Esses subprodutos 

podem ser transformados em ingredientes para novos produtos, contribuindo para a 

sustentabilidade e redução de desperdícios na agricultura (SULHATH et al., 2024). 

Estudos recentes evidenciam o aproveitamento de resíduos agroindustriais para gerar 

produtos de valor agregado, como óleos essenciais. Esses óleos essenciais têm se mostrado 

eficazes tanto na produção de alimentos e produtos de higiene, quanto no manejo integrado de 

pragas agrícolas e vetores de doenças. Jimborean et al. (2016) demonstraram que óleos 

essenciais extraídos de cascas de frutas cítricas podem ser utilizados como aromatizantes na 

fabricação de novos tipos de iogurtes. De forma semelhante, González-Diaz e Véliz-Jaime 

(2020) investigaram o uso da casca de manga para a produção de óleos essenciais, destacando 

seu potencial na indústria alimentícia. Batista et al. (2023) estudaram o óleo essencial de Citrus 

reticulata Blanco (Ponkan), obtido de resíduos da indústria de sucos, com aplicação na 

fabricação de produtos de higiene pessoal e de limpeza. 

No controle biológico de pragas e vetores de doenças, diversos estudos exploraram o 

uso de resíduos agroindustriais. Poopathi et al. (2013) investigaram o bagaço de cana-de-açúcar 

como substrato renovável para a produção do biopesticida Bti, eficaz no controle dos mosquitos 

vetores Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi e Ae. aegypti. Já Sala et al. (2021) 

avaliaram a utilização de casca de arroz e bagaço de maçã na produção de conídios fúngicos de 

Beauveria bassiana e Trichoderma harzianum, fungos que, além de controlarem pragas 

agrícolas, como Spodoptera frugiperda, promovem o crescimento de plantas e protegem contra 

patógenos do solo. Ribeiro et al. (2019) revelaram que óleos essenciais de frutas cítricas, como 

limão e tangerina, possuem atividade contra o ácaro Tetranychus urticae, praga agrícola de 

relevância mundial. Visakh et al. (2022) demonstraram que o óleo essencial de Citrus maxima 

apresentou toxicidade tanto por contato quanto por fumigação contra os mosquitos Culex 

tritaeniorhynchus e Ae. aegypti, vetores de encefalite japonesa e dengue, respectivamente. 

Além disso, os resíduos agroindustriais de plantas do gênero Curcuma também têm sido 

explorados. Albaqami et al. (2022) estudaram óleos essenciais extraídos das folhas de C. longa, 

Curcuma aromatica e Curcuma angustifolia, revelando propriedades antioxidantes, 
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antibacterianas e citotóxicas contra células cancerígenas. Kumar et al. (2018) investigaram o 

potencial anti-inflamatório do óleo essencial de folhas de C. longa, que demonstrou eficácia 

significativa no tratamento de desordens inflamatórias. Estudos recentes, como o de Visakh et 

al. (2023), mostraram que o óleo essencial de folhas de C. longa possui alta toxicidade contra 

os insetos de grãos armazenados Rhizopertha dominica e Tribolium castaneum, além de 

atividade antioxidante notável. Sulhath et al. (2024) investigaram a ação inseticida do óleo de 

C. aromatica, que apresentou maior toxicidade por contato e fumigação contra o besouro 

Callosobruchus chinensis, praga de leguminosas armazenadas. Por fim, Flexa-Ribeiro et al. 

(2025) avaliaram a repelência do óleo essencial de C. longa e seus constituintes contra 

Tribolium castaneum, sugerindo que esse óleo pode ser utilizado como matéria-prima para o 

desenvolvimento de biopesticidas ecológicos. 

 

3.4 FAMÍLIA ZINGIBERACEAE 

 

A Zingiberaceae é a maior família pertencente à ordem Zingiberales, e segundo Plants 

of the World (2024), compreende 57 gêneros e mais de 1800 espécies. A família é amplamente 

distribuída nos trópicos, principalmente na região dos trópicos asiáticos, apresentando alta 

concentração na diversidade e número de gêneros e espécies (LARSEN et al., 1998). No aspecto 

ornamental, os gêneros Zingiber, Alpinia, Curcuma, Etlingera, Hedychium e Kaempferia se 

sobressaem pela beleza das folhagens e das inflorescências (WOOD, 1995). O gênero Zingiber 

(gênero do gengibre) e as espécies de Curcuma destacam-se por seu uso como especiarias e 

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

 

3.4.1 Gênero Curcuma 

 

O gênero Curcuma se sobressai por ser um dos membros mais difundidos da família 

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 e Curcuma zedoaria, 

são plantas do gênero que possuem relevância econômica devido às suas propriedades 

medicinais e nutricionais, sendo empregadas em diversos ramos industriais, como o 
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farmacêutico, cosmético e alimentício (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007; 

PRASAD; AGGARWAL, 2011; AYATI et al., 2019). 

A C. longa, em particular, é destacada como a espécie mais investigada e amplamente 

cultivada para fins comerciais. É muito utilizada como especiaria em todo o mundo, não apenas 

pela sua capacidade de conferir sabor e cor aos alimentos, mas também por seus potenciais 

biológicos e farmacológicos (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007; PRASAD; 

AGGARWAL, 2011; AYATI et al., 2019).  

 

3.4.1.1 Curcuma longa L.  

 

A planta C. longa, conhecida por denominações populares como “cúrcuma”, “açafrão”, 

“gengibre dourado” e “açafrão-da-terra", é uma espécie nativa do sudeste asiático, 

especialmente de florestas tropicais da Índia (BRASIL, 2020). Os rizomas desta planta são 

caracterizados pela cor amarelo-alaranjado intenso, sabor marcante e propriedades medicinais, 

distinguindo-se como a parte mais utilizada para uma variedade de aplicações (PRASAD; 

AGGARWAL, 2011). 

Há mais de 4.000 anos, a cúrcuma foi pioneiramente empregada na Índia, tanto como 

corante, quanto como tempero culinário, uma tradição que perdura até os tempos atuais. Na 

indústria, é comercializada como condimento culinário, corante alimentar natural e conservante 

em uma variedade de produtos. Além disso, sua aplicação abrange outras áreas, sendo 

extensivamente utilizada em produtos cosméticos e dermatológicos. O potencial terapêutico 

dos rizomas da C. longa tem origem marcada pela medicina tradicional chinesa e indiana, que 

explorou a especiaria para uma variedade de condições, incluindo distúrbios hepáticos, 

gastrointestinais, artrite, reumatismo, doenças de pele (PRASAD; AGGARWAL, 2011). 

O uso de C. longa é geralmente restrito aos rizomas, embora em alguns países asiáticos 

também se utilizem as folhas como tempero (BRAGA et al., 2023). Durante a colheita da parte 

comercial, as folhas são tratadas como resíduos agroindustriais, sendo descartadas e/ou 

queimadas e consequentemente, gerando poluição ambiental (VISAKH et al., 2023). Apesar 

desse subaproveitamento, pesquisas indicam que as folhas de C. longa contêm compostos 

químicos ativos com potencial valioso o que as torna candidatas promissoras para a 

transformação de resíduos agrícolas em produtos de maior valor agregado (KUMAR et al., 

2018).  A adoção dessa prática não só minimizaria o desperdício agroindustrial, mas também 
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reduziria a poluição, promovendo uma abordagem sustentável e compatível com os princípios 

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

 

3.4.1.1.1 Aspectos botânicos 

 

A C. longa é uma planta herbácea e perene, caracterizada por seu rizoma tuberoso e suas 

flores vistosas, crescendo até 1 metro de altura (AYATI et al., 2019). Os rizomas subterrâneos, 

de casca áspera e segmentada, apresentam uma coloração marrom-amarelada no exterior e 

laranja fosco na parte interna. Quando secos, esses rizomas podem ser moídos para produzir 

um pó amarelo com sabor amargo e aroma forte. Suas folhas em bainhas que caracterizam a 

família Zingiberaceae, são longas, oblongas, verde-escura e lanceoladas são glabras, reunindo-

se na base da planta para formar um pseudocaule (Figura 3). As flores, pequenas e de cor branca 

a amarela, estão dispostas em espigas cilíndricas, enquanto os frutos se desenvolvem em 

cápsulas globulares, vistas ocasionalmente (GOVINDARAJAN; STAHL, 1980; 

RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007; PRASAD; AGGARWAL, 2011). 

 

Figura 3 - Planta C. longa 

 

                                                            Fonte: autoria própria. 

 

3.4.1.1.2 Atividade biológica e potencial terapêutico 

 

A planta tem sido objeto de numerosos estudos que avaliam os efeitos dos extratos, 

óleos 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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hiperglicêmico (GUERRERO-ROMER et al., 2020), efeitos anti-inflamatórios, cicatrizantes 

(LEE et al., 2020; AMIN et al., 2022; BOUCHAMA et al., 2023), atividade antinociceptiva 

(LIJU; JEENA; KUTTAN, 2011) e anticancerígena (YANG et al., 2020; ABUALHASAN et 

al., 2023). Também foi identificada atividade antifúngica (MURUGESH et al., 2019), 

antimicrobiana (JALALUDDIN et al., 2019; TELES et al., 2019; OGBONNA; ÖZGOR, 2022), 

antiviral (SHENGE; OBI; SALAWU, 2021) e antileishmania, (TELES et al., 2019). Além de 

ser benéfico o seu uso no tratamento de condições como osteoartrite (SRIVASTAVA et al., 

2016), artrite (ANNA et al., 2011), doença de Parkinson (MA; GUO, 2017) e psoríase 

(SARAFIAN et al., 2015). 

As folhas da C. longa, ainda que menos exploradas em comparação aos rizomas, 

apresentam diversas propriedades benéficas. Os óleos essenciais e extratos apresentam 

atividade antioxidantes (MOHD -NOR et al., 2009; ALTIR et al., 2021; VISAKH et al., 2023), 

anti-inflamatórias, antitumorais (LIU, 2012), antibacteriana (ESSIEN et al., 2015; 

ALBAQAMI et al., 2022), antifúngica, (SINDHU et al., 2011; ESSIEN et al., 2015; SHARMA 

et al., 2022). Adicionalmente, apresentam atividade citotóxica (ESSIEN et al., 2015; 

ALBAQAMI et al., 2022), propriedades antidiabéticas (SHARA et al., 2022), antidermatófico 

(PANDEY et al., 2010) e fitotóxica (VISAKH et al., 2023).  

Estudos revelam que o óleo essencial da C. longa têm efeitos inseticidas, incluindo 

repelência e ação fumigante para Tribolium castaneum (VISAKH et al., 2023), e toxicidade e 

repelência contra formigas de fogo (Solenopsis invicta) (ALI et al., 2024). Além disso, os óleos 

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 Composição fitoquímica  

 

Os membros do gênero Curcuma são reconhecidos por conter uma variedade de 

compostos bioativos, incluindo fenilpropanoides, monoterpenoides, sesquiterpenoides e outras 

substâncias aromáticas (RAVINDRAN, BABU, SIVARAMAN, 2007). Os principais 

constituintes ativos do rizoma são o óleo essencial, responsável pelo aroma característico, e os 

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 à família dos 

diarilheptanoides. A concentração desses compostos varia de 2% a 9%, dependendo da origem 

e das condições de cultivo (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007; IWEALAA, 2023). 

No óleo essencial, ar-turmerona, α-turmerona e β-turmerona são os principais constituintes 

(AVANÇO et al., 2017; DOSOKY; SETZER, 2018). 

No que se refere às folhas, segundo Essien e colaboradores (2015) os componentes 

principais do óleo essencial de C. longa são α-pineno, β-pineno, mirceno, α-felandreno, α-

terpineno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, γ-terpineno, terpinoleno, linalol, terpineno- 4-ol, α-

terpineol, β-cariofileno, ar -curcumeno, α-zingibereno, β-sesquifelandreno, ar -turmerona, β-

turmerona, germacrona e α-turmerona. Por outro lado, a análise química do óleo essencial das 

folhas de C. longa nos estudos de Sindhu, et al. (2011) indicaram a presença de α-felandreno, 

p-cimeno, terpinoleno como compostos majoritários. 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 diferença de composição química pode ocorrer devido a existência de sete 

quimiotipos diferentes dos óleos essenciais da folha de C. longa relatados até o momento: (1) 

quimiotipo rico em ar-turmerona; (2) quimiotipo rico em α-felandreno; (3) quimiotipo rico em 

terpinoleno; (4) quimiotipo rico em β-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), é um hidrocarboneto aromático 

pertencente a classe dos monoterpenos monocíclicos (MARSECHE et al., 2017; BALAHBIB 

et al., 2021). Presente de forma natural nos óleos essenciais de uma infinidade de plantas 

aromáticas, 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 cítricos e diversas especiarias 

como orégano (CAO; SPARLING; DABEKA et al., 2019; BALAHBIB et al., 2021). A Figura 
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4 exibe a estrutura química desse terpeno, caracterizada por um anel benzênico com 

substituições de metila e isopropila. 

 

Figura 4 - Estrutura química do p-cimeno 

                                                     Fonte: autoria própria. 

 

O composto p-cimeno apresenta uma variedade de ações biológicas, incluindo 

atividades antinociceptivas (QUINTANS et al., 2013), anti-inflamatórias, antioxidantes, 

imunomoduladoras, citoprotetoras (FORMIGA et al., 2020), antitumoral (JIN et al., 2021), 

antimicrobiana (MARCHESE et al., 2017), antifúngica (TIAN et al., 2018), antiviral 

(PANAGIOTOPOULOS et al., 2021), antiparasitária (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 segurança em alimentos quando utilizado como 

agente aromatizante. 

 

3.4.1.1.3.2 Terpinoleno 

 

O terpinoleno (1-metil-4-propan-2-ilidenociclohexeno) é um monoterpeno 

monocíclico, formado por uma estrutura com cadeia principal cíclica, apresentando duas 

unidades de isopreno ligadas e substituições metil e propano (Figura 5) (MENEZES et al., 

2021). O composto está presente na natureza, encontrado em plantas aromáticas como pinheiro 

(Pinus pinea), noz-moscada (Myristica fragrans) e o açafrão (C. longa)  (ESSEIN et al., 2015; 

IBRAHIM et al., 2020; GAD; AL-SAYED; AYOUB, 2021).  

 

 

https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Gad/Haidy
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Al%E2%80%90Sayed/Eman
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Ayoub/Iriny
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Figura 5 - Estrutura química do terpinoleno 

 

                                        Fonte: autoria própria. 

 

O terpinoleno foi avaliado quanto à genotoxicidade, toxicidade de dose repetida, 

toxicidade reprodutiva, toxicidade respiratória local, fototoxicidade/fotoalergenicidade, 

sensibilização cutânea e segurança ambiental. Os dados mostram que não há preocupações de 

segurança. Além disso, não há evidências de sensibilização cutânea ou 

fototoxicidade/fotoalergenicidade em decorrência do seu uso. Quanto à segurança ambiental, o 

terpinoleno não é persistente, bioacumulável e tóxico de acordo com os padrões ambientais 

(API et al., 2022). 

Em uma revisão de literatura conduzida por Menezes et al. (2021) sobre as propriedades 

biológicas do terpinoleno, entre a variedade de atividades identificadas, destacam-se as 

pesquisas sobre suas propriedades antioxidantes, inseticidas e larvicidas, sendo esses tópicos 

amplamente investigados para o composto. Assim, foi constatada a toxicidade do terpinoleno 

em relação a uma variedade de insetos, incluindo os culicídeos. 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 (ALI 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 NANOEMULSÕES A PARTIR DE ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

Os óleos essenciais são consideravelmente atrativos no estudo e identificação de novos 

ativos, caracterizando-se por sua diversidade estrutural e interações com múltiplos alvos 

biológicos. No entanto, muitos desses compostos enfrentam desafios significativos em seu 

desenvolvimento devido à baixa solubilidade em água, alta lipofilicidade, alta volatilidade, 
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rápida degradação e instabilidade estrutural no meio biológico, o que restringe fortemente sua 

aplicabilidade (BILIA; PIAZZINI; BERGONZI, 2020).   

Os monoterpenos, compostos biotivos presentes nos óleos essenciais, possuem 

propriedades inerentes, como a reduzida solubilidade em água e elevada volatilidade, o que 

transforma a possibilidade de formulações um obstáculo complexo (DUARTE et al., 2024b). A 

solubilidade restrita decorre das propriedades físico-químicas intrínsecas, dificultando a 

absorção satisfatória, ao passo que a permeabilidade é afetada por variáveis como peso 

molecular e interações com transportadores de membrana. A nanotecnologia apresenta-se como 

uma alternativa promissora para tais dificuldades, proporcionando nanoformulações que 

aprimoram características dos ativos de interesse e permitindo a otimização da eficácia 

terapêutica ou biológica (SAKA; CHELLA, 2020). 

As nanoemulsões são sistemas coloidais formados pela dispersão de dois líquidos 

imiscíveis, onde um deles é suspenso em gotículas de tamanho nanométrico, tipicamente entre 

20 e 200 nm. Nanoemulsões são classificadas como dispersões isotrópicas e apresentam alta 

estabilidade cinética e instabilidade termodinâmica, e resistem à separação de fases por longos 

períodos pela estabilização por tensoativos, que atuam na interface entre os líquidos, reduzindo 

a tensão interfacial e promovendo a formação de um sistema estável. Além disso, essas 

dispersões são comumente referidas como miniemulsões em algumas literaturas, e encontram 

ampla aplicação na encapsulação e transporte de moléculas bioativas (BARRADAS; SILVA, 

2020; GUPTA, 2020). 

Nanoemulsões possuem uma aparência distinta devido ao tamanho reduzido de suas 

gotículas, esse tamanho diminuto faz com que a maioria dessas dispersões sejam opticamente 

transparentes ou translúcidas, já que as gotículas são pequenas o suficiente para não dispersarem 

significativamente a luz visível. Nanoemulsões são amplamente utilizadas na entrega de 

compostos lipofílicos, chamadas nanoemulsões óleo-em-água (O/A), onde gotículas de óleo 

(fase dispersa) são suspensas em água (fase contínua), como fármacos e ativos bioativos de 

baixa solubilidade em água. Sua capacidade de melhorar a solubilidade e a estabilidade desses 

ativos torna-as ferramentas poderosas na formulação de medicamentos e produtos cosméticos, 

permitindo a liberação controlada e o aumento da biodisponibilidade dos compostos 

encapsulados (BARRADAS; SILVA, 2020; GUPTA, 2020). 

A produção de nanoemulsões pode ser realizada por dois métodos principais: alta 

energia e baixa energia. Os métodos de alta energia utilizam força mecânica para criar 
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nanoemulsões, como homogeneização em alta pressão e ultrassom. Em contraste, os métodos 

de baixa energia aproveitam propriedades físico-químicas dos componentes, como mudanças 

na composição ou na temperatura do sistema, sendo mais eficientes energeticamente. Dentre os 

métodos de baixa energia, o método de inversão de fase se destaca, pois permite a formação de 

nanoemulsões com agitação simples e sem a necessidade de grandes equipamentos. Esse 

método é vantajoso por operar em condições suaves, como temperatura ambiente, e por 

promover a formação de gotículas pequenas através da mudança espontânea na curvatura do 

surfactante, resultando em uma produção eficiente e de baixo custo (GUPTA, 2020). 

As nanoemulsões oferecem diversas vantagens em formulações com óleos essenciais, 

tornando-se uma opção atraente para a entrega de compostos bioativos. Elas aumentam a 

estabilidade e melhoram a biodisponibilidade de compostos lipofílicos, facilitando a 

solubilização de ingredientes ativos pouco solúveis e ampliando a atividade farmacológica. A 

biocompatibilidade é outra característica das nanoemulsões que é fundamental para garantir a 

segurança em aplicações farmacêuticas, enquanto a eficiência de carregamento proporcionada 

permite a encapsulação de quantidades significativas de fármacos hidrofóbicos. Além disso, 

proporcionam uma liberação direcionada e sustentada dos ativos, diminuem a toxicidade, 

reduzindo efeitos adversos e ambientais, e protegem os ativos contra degradação causada por 

luz, calor, oxigênio e umidade excessiva, o que ajuda a superar limitações associadas aos 

compostos de interesse e expande suas aplicações, ampliando as possibilidades de fabricação 

(BARRADAS; SILVA, 2020; GONÇALVES et al., 2020). 

Alguns estudos têm explorado o uso da nanotecnologia aplicada a óleos essenciais e 

extratos da planta C. longa, com resultados promissores. Essas pesquisas mostram que as 

nanoformulações baseadas em C. longa têm sido eficazes em diversas áreas. Sindhu et al. 

(2023) mostraram que o encapsulamento do óleo essencial dos rizomas de C. longa em 

quitosana melhora a eficiência antimicrobiana contra patógenos alimentares. Patala et al. (2023) 

investigaram nanoemulsões do extrato etanólico dos rizomas de C. longa, revelando aumento 

na biodisponibilidade e eficácia analgésica e anti-inflamatória. Mossmann et al. (2024) 

relataram atividade anti-inflamatória in vitro com baixa citotoxicidade ao usar nanoemulsões 

do óleo das folhas de C. longa. Maghimaa e Alharbi (2020) avaliaram nanopartículas de prata 

sintetizadas a partir do extrato aquoso das folhas de C. longa, destacando sua eficácia 

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e atividade 

cicatrizante. Aly et al. (2017) demonstraram que a nanoemulsão do extrato etanólico de C. 
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longa aumentou a solubilidade da curcumina e apresentou atividade antiparasitária promissora 

contra Schistosoma mansoni. Flexa-Ribeiro et al. (2025) desenvolveram uma nanoemulsão do 

óleo essencial das folhas de C. longa, que mostrou atividade repelente significativa contra 

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

 

3.6 DESENVOLVIMENTO NANOTECNOLÓGICO DE AGENTES LARVICIDAS 

 

A aplicação de nanoemulsões como agentes larvicidas botânicos representa uma nova e 

promissora vertente nas estratégias de controle de vetores. Uma das principais vantagens desse 

sistema está na capacidade de encapsular ingredientes ativos hidrofóbicos, como óleos 

essenciais, em uma matriz aquosa, permitindo uma dispersão controlada e maior eficiência na 

eliminação. Além disso, os nanocarreadores empregados em nanoemulsões devem ser 

ecologicamente corretos, visando minimizar o impacto ambiental, o que é crucial para evitar 

danos ao ecossistema aquático. Outro benefício importante é o controle preciso da dosagem dos 

agentes larvicidas, o que pode ajudar a prevenir o desenvolvimento de resistência nas 

populações de mosquitos ao longo do tempo, uma preocupação crescente na área de controle 

de pragas. A liberação controlada dos ativos permite que o larvicida tenha ação prolongada, 

aumentando sua eficácia no combate a larvas em estágios imaturos (KAH; HOFMANN, 2014; 

WONG et al., 2019). 

Estudos demonstram que o tamanho reduzido das nanoformulações favorece sua 

toxicidade e penetração no corpo dos insetos. Essas formulações afetam tanto a integridade 

externa quanto os processos internos das larvas. Externamente, causam danos à pigmentação e 

à estrutura da cutícula, enquanto internamente desencadeiam respostas imunológicas e 

modificam a expressão gênica, afetando o metabolismo de proteínas, lipídios e carboidratos. 

Isso resulta em desordens no desenvolvimento e na reprodução das larvas, interferindo em 

funções vitais, como a ingestão de nutrientes e gerar espécies reativas de oxigênio (SHAHZAD; 

MANZOOR, 2018). Dessa forma, o uso de nanoemulsões como larvicidas oferece uma 

abordagem eficaz e direcionada, potencialmente menos prejudicial a organismos não-alvo e 

capaz de proteger os ingredientes ativos da degradação prematura, o que contribui para a 

sustentabilidade e persistência do efeito inseticida de compostos ativos (KAH; HOFMANN, 

2014). 
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Diversos estudos recentes corroboram a eficácia das nanoemulsões à base de óleos 

essenciais no controle de larvas de mosquitos. Ferreira et al. (2019) desenvolveram uma 

nanoemulsão do óleo de Lippia alba, apresentando eficácia larvicida com valores de CL50 de 

38,22 ppm para Culex quinquefasciatus e 31,02 ppm para Ae. aegypti. Ferreira et al. (2020) 

constataram que a nanoemulsão do óleo essencial de Siparuna guianensis aumentou 

significativamente a atividade larvicida contra Ae. aegypti, com um valor de CL50 de 24,76 

µg/ml, em comparação com 86,52 µg/ml para o óleo bruto. Peniche et al. (2022) destacaram 

que a nanoemulsão do óleo de Hyptis suaveolens apresentou alta eficácia larvicida contra Culex 

quinquefasciatus, com valores de CL50 de 102,41 ppm e 70,81 ppm após 24 e 48 horas, 

respectivamente. Botas et al. (2017) investigaram a eficácia de nanoemulsões do óleo essencial 

de Baccharis reticularia contra Ae. aegypti, com um valor de CL50 de 118,94 µg/mL após 48 

horas de tratamento. Oliveira et al. (2016) relataram a eficácia de nanoemulsões à base de 

oleoresina de Pterodon emarginatus contra Culex quinquefasciatus, com um valor de CL50 de 

34,75 mg/L após 48 horas. 

Portanto, o desenvolvimento de nanoemulsões à base de óleos essenciais como 

agentes larvicidas botânicos têm demonstrado grande potencial na literatura, com diversas 

pesquisas destacando sua eficácia e aplicabilidade no controle de vetores. O uso de 

nanoformulações ecologicamente corretas, aliados à capacidade de promover a liberação 

controlada e aumentar a toxicidade de compostos hidrofóbicos, posiciona essas formulações 

como alternativas promissoras no combate à resistência dos mosquitos aos inseticidas 

convencionais. Assim, a nanoemulsão do óleo essencial das folhas de C. longa, proveniente de 

um resíduo agroindustrial, representa uma abordagem inovadora e sustentável que pode 

contribuir para avanços significativos no controle de vetores, especialmente em cenários de 

saúde pública e preservação ambiental. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. MATERIAL VEGETAL  

  

As folhas de Curcuma longa foram coletadas em março de 2023, no município de 

Macapá, estado do Amapá, Brasil (coordenadas 0°01’24’’N; 51°09’31’’W). A identificação 

botânica foi realizada a partir de um espécime voucher, depositado no herbário do Instituto de 

Pesquisas Científicas e Tecnológicas do Estado do Amapá (IEPA), sob o código de registro 

019430. 

 

4.2 PRODUTOS QUÍMICOS 

 

O terpinoleno (pureza ≥95%) e p-cimeno (pureza ≥97%) foram adquiridos da Merck 

(São Paulo, SP, Brasil). Os tensoativos polissorbato 20 e polissorbato 80, assim como o padrão 

fisostigmina, iodeto de acetiltiocolina (pureza ≥99.0%), 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzóico (pureza 

≥98.0%), sulfato de sódio anidro (pureza ≥99.0%), clorofórmio (pureza ≥99.5%), metanol 

(pureza ≥99.8%) e formaldeído foram obtidos da Sigma-Aldrich (São Paulo, SP, Brasil). 

Apenas a solução de lugol foi obtida do Labimport (Piracicaba, SP, Brasil). 

 

4.3 EXTRAÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL 

  

As folhas frescas de C. longa (700 g) foram trituradas em um turbolisador com 3 L de 

água destilada. Em seguida, o material (água e folhas trituradas) foi transferido para um balão 

de destilação de 5 L, acoplado a um aparelho do tipo Clevenger, equipado com um condensador 

refrigerado a água para evitar perdas por evaporação. O óleo essencial foi obtido por 

hidrodestilação. Após a extração, o óleo foi centrifugado, seco com sulfato de sódio anidro e 

armazenado em frasco de vidro a -17 ± 1 °C. 
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4.4 DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL 

 

A análise qualitativa por cromatografia gasosa (CG foi realizada utilizando um 

cromatógrafo gasoso (GC-MS-QP2010) equipado com uma coluna capilar ZB-5 (diâmetro 

interno = 0,25 mm, comprimento = v30 m, espessura do filme = 0,25 µm) e acoplado a um 

espectrômetro de massas (EM) (Shimadzu, Barueri, SP, Brasil) usando ionização 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 diluída em clorofórmio 

(1:100, v/v), injetada na coluna e transportada por hélio a uma vazão de 1 mL por minuto (razão 

de injeção dividida 1:40). Os índices de retenção foram calculados pela interpolação do tempo 

de retenção de cada substância e do tempo de retenção de uma mistura de hidrocarbonetos 

alifáticos analisados nas mesmas condições (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963). A 

identificação dos constituintes do óleo essencial foi realizada pela comparação de seus índices 

aritméticos e espectros de massa com dados da literatura (ADAMS, 2017). A análise 

quantitativa dos constituintes químicos foi realizada pelo método de normalização da área 

relativa usando um CG acoplado a um detector de ionização de chama (DIC) (Shimadzu, 

Barueri, SP, Brasil). As condições foram as mesmas da análise CG-EM, com exceção do gás 

de arraste, que era hidrogênio no CG-DIC. 

 

4.5 PREPARAÇÃO DAS NANOEMULSÕES  

  

As nanoemulsões contendo o óleo essencial das folhas de C. longa e seus compostos 

majoritários, terpinoleno e p-cimeno, foram obtidas pelo método de emulsificação por inversão 

de fases, com modificação da fração volumétrica, utilizando baixa energia por meio de agitação 

mecânica. As formulações foram preparadas conforme descrito por Flexa-Ribeiro e 

colaboradores (2025). O óleo essencial das folhas de C. longa ou seus compostos majoritários 

foram homogeneizados com um tensoativo específico, formando a fase oleosa (2,5%, p/p). Para 

a formulação contendo o óleo essencial, foi utilizado polissorbato 20 (EHL 16,7); já para as 

formulações contendo os compostos majoritários, empregou-se polissorbato 80 (EHL 15), 

ambos na proporção 1:1 (óleo ou composto:tensoativo). Posteriormente, a água destilada foi 

adicionada à fase oleosa de forma gradual, por gotejamento, sob agitação contínua em vórtex 

(Vórtex AP 59, Phoenix-Luferco, EUA) a 1900 rpm, até completar a massa final de 2,0 g). 
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Além das formulações contendo o óleo essencial ou os compostos majoritários, também foram 

preparadas nanoemulsões controle, obtidas sob as mesmas condições, porém sem a adição dos 

ativos. A nanoemulsão controle 1 foi formulada utilizando apenas polissorbato 20, enquanto a 

nanoemulsão controle 2 empregou exclusivamente polissorbato 80. A Tabela 1 apresenta a 

composição detalhada das formulações: 

 

Tabela 1 - Composição das nanoemulsões 

Formulações 
Ativo 

(g) 

Polissorbato 80 

(g) 

Polissorbato 20 

(g) 

Água  

(g) 

Nanoemulsão 

de C. longa 
0,05 - 0,05 1,900 

Nanoemulsão 

de p-cimeno 
0,05 0,05 - 1,900 

Nanoemulsão 

de terpinoleno 
0,05 0,05 - 1,900 

Nanoemulsão 

controle 1 
- - 0,05 1,950 

Nanoemulsão 

controle 2 
- 0,05 - 1,950 

Fonte: autoria própria. 

 

4.6 ANÁLISE DA ESTABILIDADE FÍSICO-QUÍMICA DAS NANOEMULSÕES 

 

As nanoemulsões obtidas foram diluídas em água destilada na proporção 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 gotículas e o índice de polidispersão (IPD) foram avaliados por espalhamento 

dinâmico de luz (EDL) a 90°. As análises foram realizadas nos dias 0, 1 e 7 após a produção 

das formulações, armazenadas à temperatura ambiente. Os dados foram expressos como média 

± desvio padrão. As atividades foram desenvolvidas no Laboratório de Pesquisa em Fármacos 

da UNIFAP e Laboratório de Tecnologia de Produtos Naturais (LTPN) da Universidade Federal 

Fluminense (UFF). 
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4.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LARVICIDA  

 

4.7.1 Obtenção das larvas de Aedes aegypti 

 

As larvas da espécie Ae. aegypti utilizadas no bioensaio foram obtidas da colônia da 

cepa Rockefeller, proveniente do insetário localizado no Laboratório de Arthropoda – 

ARTHROLAB (UNIFAP). Para o experimento, foram utilizadas larvas no terceiro instar, 

mantidas em condições climáticas padronizadas em uma sala de 12 m² (3m x 4m), com 

temperatura e umidade controladas (25 ± 2°C e 75 ± 5%, respectivamente), e fotoperíodo de 12 

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

 

4.7.2 Bioensaio de atividade larvicida  

 

A metodologia seguida foi adaptada conforme o protocolo padrão da Organização 

Mundial de Saúde (WHO, 2005). Inicialmente, foi realizado um teste preliminar utilizando uma 

ampla faixa de concentrações da nanoemulsão do óleo essencial das folhas de C. longa e de 

seus compostos majoritários, variando entre 25 e 250 ppm, para determinar a faixa de atividade. 

Após avaliar a mortalidade das larvas dentro dessa faixa de concentrações, 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 CL50 e CL90. Com base na mortalidade observada na faixa de atividade 

definida pelo teste preliminar, as concentrações da nanoemulsão do óleo essencial e de seus 

compostos majoritários foram testadas no ensaio de atividade larvicida, nas concentrações de 

6, 8 e 12 ppm para as nanoemulsões de C. longa e 6, 8 e 10 ppm para as nanoemulsões dos 

compostos majoritários. Os grupos controle foram compostos pelas nanoemulsões controle 1 e 

2, às quais foi adicionado volume correspondente ao das nanoemulsões com ativo, além de um 

grupo controle sem ativos, composto apenas por água 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 água destilada, seguidos das concentrações da 

nanoemulsão a ser utilizada. Em seguida, as larvas de Ae. aegypti foram introduzidas e o volume 

foi completado até 100 mL com água destilada.  As leituras de mortalidade foram realizadas 

após 24 e 48 horas de exposição. Consideraram-se mortas as larvas moribundas, que eram 

aquelas incapazes de subir à superfície ou que não apresentavam a reação característica de 
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mergulho quando a água era agitada. O controle manteve a mortalidade igual ou abaixo de 20% 

para validação do teste (WHO, 2006). 

 

O percentual de mortalidade foi determinado pela fórmula: 

 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎𝑠 𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎𝑠 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠
𝑥 100 =  % 𝑀𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 

 

 

4.8 ANÁLISE MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

(MEV) E POR MICROSCOPIA OPTICA 

 

Para a análise da morfologia externa, as larvas foram coletadas após o teste de 

atividade larvicida nos grupos tratados (CL90) e nos grupos controle. Os seguintes achados 

morfológicos foram destacados: cabeça, tórax, segmentos do abdômen, sifão e papilas anais. A 

fixação das larvas foi realizada em solução de formaldeído a 10%, conforme a metodologia 

adaptada de Oliveira et al. (2017a), para a aplicação da técnica de Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) a baixo vácuo, utilizando o modelo Tabletop Microscope TM3030Plus 

(Hitachi, Japão), no Laboratório de Pesquisa em Fármacos da UNIFAP, e pela microscopia 

óptica (Mod. BX41, Olympus). 

 

4.9 ENSAIO ANTICOLINESTERÁSICO  

 

A atividade inibitória do óleo 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 adaptações 

No ensaio, o iodeto de acetiltiocolina (ATCI) sofre reação de hidrólise catalisada pela AChE, 

resultando em tiocolina, que reage com o agente colorimétrico, ácido 5,5'-ditiobis(2-

nitrobenzóico) (DTNB), formando um composto amarelo, o ácido tionitrobenzóico (TNB). 

As amostras de óleo essencial foram solubilizadas em metanol, e 340 μL dessa solução 

foram incubados com 1660 μL de tampão fosfato (0,1 M, pH 7,5), solução enzimática 

(30 mU/mL) e 1000 μL da solução de DTNB (0,68 mM; concentração final de 0,2 mM), durante 

15 minutos. Após esse período, adicionaram-se 200 μL de solução aquosa de ATCI (17 mM), e 
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as leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Shimadzu UV-1601), a 412 nm, utilizando 

cubeta de 1 cm e metanol como branco. O cálculo da atividade enzimática seguiu a seguinte 

equação: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 =  
∆ 𝐴𝑏𝑠/𝑚𝑖𝑛

∈ 𝑏/1000
× 𝑉 

 

Onde: ∆ Abs/min é a variação de absorvância por minuto, correspondendo à média das 

variações de absorvância obtidas a cada 30 segundos, ao longo de quatro leituras consecutivas; 

V é o volume total da amostra (3,4 mL); ε é a absortividade molar do TNB (14150 M⁻¹cm⁻¹); e 

b é o caminho ótico da cubeta (1 cm). 

Para estimar a concentração necessária para inibir 50% da atividade enzimática (IC50) 

do óleo essencial das folhas de C. longa e do padrão fisostigmina, as amostras foram testadas 

em 4 concentrações diferentes. O cálculo da percentagem de inibição das amostras ou do padrão 

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

 

% 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = 100 − (
𝐴2

𝐴1
) × 100 

                                                

Onde A1 é a atividade do controle (mU/mL) e A2 é a atividade da amostra (mU/mL).  

 

4.10 ENSAIO TOXICOLÓGICO AMBIENTAL 

 

A alga Chlorella vulgaris foi criada no Laboratório de Cultivo de Algas (UNIFAP). As 

condições de cultivo das algas verdes foram: solução aquosa de nitrogênio/fósforo/potássio 

(NPK, 15:05:05), fotoperíodo constante (2.000 Lux) e temperatura de 24 ± 1 ºC. As amostras 

das nanoemulsões do óleo essencial das folhas de C. longa e de seus compostos majoritários 

foram solubilizadas em 50 mL do meio, atingindo uma concentração 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). Após 1, 2, 3, 5, 10 e 15 dias foram medidas as 

densidades celulares para o controle (não tratado) e para as amostras, em triplicata. As células 

foram contadas em câmara de Neubauer acoplada a microscópio óptico Quimis® (BA410) com 

adição de lugol para melhor visualização. A inibição do crescimento celular foi determinada 

pela comparação dos valores de densidade celular entre os grupos de teste e controle (ABNT, 

2023).   
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4.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

  

Para determinar as concentrações letais de CL50 E CL90, os dados foram submetidos 

à análise de regressão Probit. As comparações entre resultados foram realizadas por análise de 

variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, ao nível de 95% de confiança. Resultados 

com p < 0.05 serão considerados estatisticamente significativos. Os programas utilizados para 

os cálculos foram:  IBM SPSS Statistics 25.0 e GraphPad Prism 8.4.3. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 ANÁLISE DE RENDIMENTO E COMPOSIÇÃO QUÍMICA  

 

O óleo essencial extraído das folhas de C. longa apresentou um rendimento de 0,26% 

(p/p), com coloração transparente e aroma intenso. Estudos anteriores reportaram diferentes 

rendimentos para a extração do óleo 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 Albaqami et al. (2022) e Visahk et 

al. (2023) encontraram valores consideravelmente superiores, de 1,62 ± 0,34% (v/p) e 2,08 ± 

0,037% (v/p), respectivamente. Além disso, Albaqami et al. (2022) observaram que o óleo 

essencial obtido apresentava coloração castanho-claro, diferindo da coloração transparente 

observada no presente estudo. 

 As variações nos rendimentos e nas características qualitativas dos óleos essenciais 

podem ser atribuídas a fatores como o estado do material vegetal, o método de extração 

utilizado e as condições experimentais (COHEN et al., 2018). Dentre esses, o teor de umidade 

em plantas frescas é uma variável crítica, uma vez que a maior força de ligação das moléculas 

de óleo aos tecidos vegetais úmidos pode reduzir a eficiência da extração (FATHI; SEFIDKON, 

2012). 

No presente estudo, a hidrodestilação foi o método de extração escolhido, apesar de 

apresentar algumas limitações, como a perda de compostos polares por evaporação e a possível 

alteração da estrutura química do óleo essencial. Por outro lado, métodos inovadores, como a 

extração assistida por ultrassom, por fluidos supercríticos e por micro-ondas, têm demonstrado 

maior eficiência na obtenção de rendimentos superiores. Contudo, essas técnicas apresentam 

desvantagens, como altos custos, risco de formação de radicais livres e geração de compostos 

potencialmente nocivos. A hidrodestilação, embora menos eficiente em termos de rendimento, 

destaca-se pelo baixo custo e pela facilidade de aplicação, oferecendo um equilíbrio entre 

eficiência e viabilidade operacional (CRUZ et al., 2022). 

O óleo essencial das folhas de C. longa foi analisado por CG-EM, resultando na 

identificação de 25 constituintes, os quais correspondem a 92,3% da composição química total. 

Os compostos identificados pertencem às classes dos monoterpenos e monoterpenoides 
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oxigenados. Os compostos majoritários foram terpinoleno (25,2%), p-cimeno (19,7%), α- 

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

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

porcentagem de área relativa (%) e índice de retenção (IR), conforme obtido por CG-EM. 

 

Tabela 2 - Composição química do óleo essencial das folhas de C. longa 

Nº Compostos 
Área relativa 

(%) 
IRc IRl Larvicida contra Aedes aegypti 

1 α-pineno 2,2 934 932 Perumalsamy; Kim; Ahn (2009) 

2 Sabineno 0,5 973 969 Rajkumar; Jebanesan (2010) 

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

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

5 δ-2-careno 0,4 998 1001 NI 

6 α- felandreno 15,0 1008 1002 Perumalsamy; Kim; Ahn (2009) 

7 δ-3-careno 1,3 1011 1008 Lee; Ahn (2013) 

8 α-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) 

11 1,8-cineol 11,4 1033 1026 
Borrero-Landazabal; Duque; 

Mendez-Sanchez (2020) 

12 (E)-β-ocimeno 0,2 1045 1044 NI 

13 γ-terpineno 0,9 1058 1054 
Dhinakaran; Mathew; Munusamy 

(2019) 

14 Terpinoleno 25,2 1087 1086 Ali et al. (2015) 

15 p-cimeneno 0,3 1092 1089 NI 

16 Linalol 0,5 1100 1095 
Govindarajan (2010); Huang et al. 

(2020b) 

17 cis-tujona 0,2 1104 1101 NI 

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

19 (E)-epóxi-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 ρ-metil-acetofenona 0,0 1187 1179 NI 

23 ρ-cimen-8-ol 2,1 1188 1179 NI 

24 o-cumenol 0,5 1197 1196 NI 

25 γ-terpineol 1,9 1205 1199 NI 

Monoterpenos 74,0    

Monoterpenoides oxigenados 17,0    

Total 92,3    
Fonte: autoria própria. 

Legenda: Índice de retenção calculado (IRc), índice de retenção relatado em trabalhos anteriores (IRl) (Adams, 

2017), Não identificado (NI). 

 

De acordo com a literatura, α-felandreno é o composto majoritário da maioria dos óleos 

das folhas de C. longa analisados, apesar de apresentar terpinoleno, p-cimeno e 1,8-cineol em 
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diferentes concentrações (SINDHU et al., 2011; DOSOKY; SETZER, 2018; ALBAQAMI et 

al., 2022; VISAHK et al., 2023). Essien et al. (2015) em análise de cluster de diversos estudos 

apontou que a diferença na composição química entre as extrações pode ocorrer devido a 

existência de sete quimiotipos diferentes dos óleos essenciais das folhas de C. longa relatados 

até o momento: (1) quimiotipo rico em ar-turmerona; (2) quimiotipo rico em α-felandreno; (3) 

quimiotipo rico em terpinoleno; (4) quimiotipo rico em β-sesquifelandreno; (5) quimiotipo rico 

em p-cimeno; (6) quimiotipo rico em 1,8-cineol; (7) quimiotipo rico em mirceno. 

Essas variações na composição química dos óleos essenciais de C. longa podem ser 

influenciadas por diversas variáveis, como época do ano em que as plantas são colhidas, o 

estágio de crescimento da planta, às condições ambientais, o local de cultivo e a parte da planta. 

Dessa forma, a diversidade de quimiotipos pode justificar as diferenças observadas nos perfis 

de compostos bioativos e, consequentemente, nas propriedades terapêuticas e biológicas desses 

óleos essenciais (FAUSTINO et al., 2020; VISAHK et al., 2023). Os resultados mostram que o 

óleo 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 óleo essencial das folhas de C. longa contra Ae. aegypti. A partir 

desses dados, observa-se que uma parcela significativa dos compostos detectados no óleo 

apresenta ação larvicida, incluindo os constituintes majoritários. Essa evidência reforça o 

potencial do óleo essencial extraído das folhas de C. longa como um candidato promissor para 

o controle desse vetor, sobretudo considerando a possível ação sinérgica entre suas substâncias 

ativas (PAVELA, 2015a). Dessa forma, a caracterização química dos constituintes associada 

aos dados de atividade biológica fornece suporte para investigações acerca do potencial 

larvicida do óleo. 

 

5.2 NANOEMULSÕES 

 

As propriedades voláteis dos óleos essenciais e de seus constituintes químicos 

motivaram a preparação de nanoemulsões por meio de um método isento de solventes e de 

baixa energia. Esse processo utilizou tensoativos não iônicos e foi realizado à temperatura 

ambiente, evitando perdas por volatilização. As formulações seguiram a metodologia descrita 

por Flexa-Ribeiro et al. (2025), com equilíbrio hidrofílico-lipofílico (EHL) de 16,7 para a 

nanoemulsão do óleo essencial das folhas da C. longa, e EHL 15 para as nanoemulsões dos 
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compostos majoritários (p-cimeno e terpinoleno). As Figuras 6 e 7 apresentam os dados 

referentes ao tamanho médio das gotículas e ao índice de polidispersão (IPD) das nanoemulsões 

formuladas com óleo essencial de C. longa, bem como das nanoemulsões contendo os 

constituintes majoritários terpinoleno e p-cimeno. 

 

Figura 6 - Tamanho médio das gotículas das nanoemulsões das folhas de C. longa e de seus 

compostos majoritários 

 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: a1: p < 0,05, a3: p < 0,001, a4: p < 0,0001, em comparação ao dia 0. n = 3. 

 

Figura 7 - Índice de polidispersão das nanoemulsões das folhas de C. longa e de seus 

compostos majoritários  

 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: a1: p < 0,05, a2: p < 0,01, em comparação ao dia 0. n = 3. 
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A nanoemulsão do óleo essencial das folhas da C. longa apresentou aspecto visual 

característico, com coloração branca e reflexo azulado, sem evidências de sedimentação ou 

separação de fases, indicando boa estabilidade macroscópica.  

O tamanho hidrodinâmico das nanoemulsões é determinado por meio da técnica de 

EDL, que se fundamenta no movimento browniano das partículas em suspensão. Em termos 

amplos, sistemas cujas gotículas apresentam tamanhos entre 20 e 300 nm podem ser 

classificados como nanoemulsões (SY et al., 2018). No dia 0, a análise de tamanho de partícula 

revelou que a nanoemulsão contendo o óleo essencial das folhas de C. longa apresentou 

diâmetro hidrodinâmico médio de 165,4 ± 1,735 nm. Essa formulação demonstrou estabilidade 

ao longo dos 7 dias, sem variações significativas no tamanho das gotículas. Em relação às 

nanoemulsões formuladas com os compostos majoritários isolados, observou-se 

comportamento distinto. A nanoemulsão de terpinoleno apresentou diâmetro inicial de 253,7 ± 

2,2 nm, com uma redução significativa no 1º dia (223,5 ± 15,4 nm, p < 0,001), seguida de 

aumento no 7º dia para 236,2 ± 5,2 nm, ainda com diferença estatisticamente significativa em 

relação ao dia 0 (p < 0,05). Na nanoemulsão de p-cimeno, o diâmetro inicial das gotículas foram 

de 228,2 ± 1,5 nm, com um aumento significativo no 1º dia (270,3 ± 8,8 nm, p < 0,0001), 

seguido por redução no 7º dia para 222,2 ± 9,6 nm, valor que não diferiu significativamente do 

dia 0. Apesar das variações observadas ao longo do tempo, ambas as formulações com os 

compostos isolados apresentaram, ao final de 7 dias, tamanhos de gotícula comparáveis aos 

valores iniciais, sugerindo estabilidade. Os dados indicam que o terpinoleno mostrou maior 

instabilidade inicial, com variações estatisticamente significativas nos dias 1 e 7, enquanto o p-

cimeno exibiu uma alteração significativa apenas no dia 1, com recuperação do perfil original 

até o final do período. 

O IPD é um parâmetro que avalia a uniformidade na distribuição dos tamanhos das 

gotículas. Esse índice varia de 0 a 1, sendo que valores mais baixos (< 0,6) indicam uma 

distribuição mais homogênea ou próxima de monodispersa, enquanto valores mais altos (> 0,7) 

sugerem uma distribuição mais heterogênea ou polidispersa, frequentemente relacionada à 

presença de gotículas maiores ou agrupadas (FLEXA-RIBEIRO et al., 2025). Distribuições 

com IPD abaixo de 0,25 são indicativas de estreita uniformidade, o que pode favorecer a 

estabilidade das nanoemulsões a longo prazo (SHARMA et al., 2020). Nanoemulsão de C. 

longa apresentou IPD inicial de 0,283 ± 0,006, com ligeiro aumento no 1º dia (0,287 ± 0,002) 

e redução no 7º dia (0,262 ± 0,005). A diferença observada no 7º dia foi estatisticamente 
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significativa (p < 0,05), indicando melhora na uniformidade das gotículas ao longo do tempo. 

A nanoemulsão de terpinoleno apresentou IPD inicial de 0,355 ± 0,029, reduzindo para 0,321 

± 0,048 no 1º dia (p < 0,05), e para 0,254 ± 0,091 no 7º dia, com diferença estatisticamente 

significativa em relação ao dia 0 (p < 0,01). Essa evolução demonstra aumento na estabilidade 

coloidal, com melhor dispersão e menor heterogeneidade das gotículas ao final do período. Por 

fim, a nanoemulsão de p-cimeno apresentou IPD inicial de 0,311 ± 0,0092, com redução 

significativa já no 1º dia para 0,211 ± 0,037, valor que se manteve estável no 7º dia (0,215 ± 

0,042), embora sem diferenças estatisticamente significativas após o dia 1. Esse comportamento 

indica uma rápida estabilização e boa homogeneidade da formulação. De maneira geral, todos 

os sistemas nanoemulsionados apresentaram valores de IPD dentro ou próximos dos limites 

aceitáveis ao longo do tempo, evidenciando boa qualidade das formulações e tendência à 

estabilização. Embora termodinamicamente instáveis, as nanoemulsões apresentaram 

estabilidade cinética ao longo do tempo, o que reforça a importância do monitoramento regular 

dos parâmetros físico-químicos para garantir sua estabilidade durante o armazenamento 

(FAUSTINO et al., 2020).  

Os óleos essenciais são compostos com baixa solubilidade em água, alta lipofilicidade 

e volatilidade, rápida degradação e instabilidade estrutural no meio biológico, o que restringe 

fortemente sua aplicabilidade biológica (BILIA; PIAZZINI; BERGONZI, 2020).  

Especificamente, os monoterpenos possuem propriedades inerentes, como a reduzida 

solubilidade em água e elevada volatilidade, o que transforma a possibilidade de formulações 

um obstáculo complexo (DUARTE et al., 2024b). Os métodos de emulsificação de baixa 

energia são amplamente utilizados para desenvolver nanoemulsões estáveis, especialmente para 

encapsular compostos sensíveis ao calor, como óleos essenciais (FAUSTINO et al., 2020). 

Contudo, a estabilidade dessas formulações pode ser comprometida pelo amadurecimento de 

Ostwald, fenômeno em que componentes da fase oleosa apresentam solubilidade na fase 

aquosa, resultando na fusão de gotículas menores e no aumento do tamanho das estruturas; O 

amadurecimento composicional, que atua como uma força contrária ao amadurecimento de 

Ostwald, favorecendo a estabilidade em sistemas com óleos essenciais (RAO; 

MCCLEMENTS, 2012). Para minimizar esse efeito, a utilização de misturas de tensoativos, 

como polissorbatos e sorbitanos, tem se mostrado eficaz, permitindo a formação de sistemas 

altamente estáveis com durabilidade superior a 12 meses (PENICHE et al., 2022). Além disso, 

a preparação sem solventes apresenta benefícios ambientais, alinhando-se a práticas 
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sustentáveis e reduzindo impactos ecológicos (OLIVEIRA et al., 2017b). Assim, a 

nanoemulsão desenvolvida combina estabilidade e sustentabilidade, sendo uma estratégia 

promissora para o encapsulamento eficiente de óleos essenciais. 

Óleos essenciais, devido à sua volatilidade, enfrentam desafios em aplicações de longo 

prazo, como no controle de mosquitos. A utilização de tecnologias como nanoemulsões tem 

aumentado a eficácia e a durabilidade desses compostos. A nanoemulsão, que utiliza 

tensoativos não iônicos, é ideal para encapsular pesticidas, pois esses tensoativos são mais 

estáveis em condições de pH e força iônica variáveis, além de promoverem uma entrega eficaz 

de ingredientes bioativos às pragas. Em relação ao controle de mosquitos, a nanoemulsão atua 

como um sistema de entrega que melhora a estabilidade e a liberação dos ingredientes ativos, 

aumentando sua eficácia. A nanoformulação ainda oferece vantagens como maior solubilidade 

e proteção contra a degradação prematura dos compostos ativos (HIKAL et al., 2023). 

De acordo com os dados apresentados por Mossmann et al. (2024), todas as 

nanoemulsões formuladas com o óleo essencial das folhas de C. longa exibiram características 

de estabilidade e uniformidade, com tamanho de gotícula inferior a 300 nm e IPD menor que 

0,2. Esses resultados corroboram com os encontrados no presente estudo e indicam que as 

nanoemulsões apresentaram uma distribuição monodispersa, sem tendência à agregação das 

gotículas, o que reforça a qualidade e a estabilidade das formulações preparadas. 

 

5.3 ATIVIDADE LARVICIDA DAS NANOEMULSÕES 

 

Para avaliar a atividade larvicida das nanoemulsões 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 concentrações das nanoemulsões, além dos controles com as 

nanoemulsões brancas (sem ativo) e de água destilada, com o objetivo de determinar a faixa de 

atividade larvicida dos compostos testados. A definição das primeiras concentrações testadas 

foi baseada em estudos prévios que avaliaram o efeito larvicida do óleo essencial das folhas de 

C. longa (AJAIYEOBA et al., 2008; ALI et al., 2015). 

Foi necessário realizar sucessivos ensaios preliminares, pois as primeiras concentrações 

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 então conduzido utilizando concentrações entre 1 e 25 ppm, identificando-se uma 

faixa de atividade larvicida entre 6 e 12 ppm para a nanoemulsão do óleo essencial das folhas 

de C. longa e entre 6 e 10 ppm para os compostos majoritários p-cimeno e terpinoleno. A partir 

dos resultados obtidos nos testes preliminares, foi realizado o ensaio de atividade larvicida com 

uma faixa de concentração mais estreita (geralmente entre 10% e 95% de mortalidade em 24 h 

ou 48 h) a fim de determinar os valores de CL50 e CL90 (WHO, 2005). 

As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam os percentuais de mortalidade larvicida induzidos por 

três diferentes concentrações das nanoemulsões contendo óleo essencial das folhas de C. longa 

e seus compostos majoritários, p-cimeno e terpinoleno. Após 24 horas de exposição, os 

tratamentos com a nanoemulsão de C. longa apresentaram diferenças 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, não houve diferença 

significativa entre as mortalidades observadas após 24 e 48 horas. 

 

Tabela 3 - Percentual de mortalidade (média ± desvio padrão) larval de Ae. aegypti após o 

tratamento com diferentes concentrações das nanoemulsões das folhas de C. longa nos 

períodos de 24 e 48 horas 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: letras sobrescritas diferentes representam diferenças significativas (p < 0,05). 

 

A Tabela 4 apresenta os percentuais de mortalidade causados pelo tratamento com 

nanoemulsões de p-cimeno. Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos controle e os tratados com 6 ppm, tanto após 24 quanto 48 horas de exposição 

(p > 0,05), com mortalidade de 10 ± 0% em ambos os casos. Por outro lado, as concentrações 

de 8 e 10 ppm apresentaram mortalidades significativamente maiores em relação ao grupo 

            Grupos expostos - 

Nanoemulsão de C. longa 

Tempo de 

exposição 

(horas) 

Controle 

Água 

destilada 

Controle 

Nanoemulsão 

1 

Controle 

Nanoemulsão 

2 

6 ppm 

 

8 ppm 12 ppm 

24 0,0±0,0a 0,0±0,0a 0,0±0,0a 24±19,49b 74±5,477c 94±5,477d 

48 0,0±0,0a 0,0±0,0a 0,0±0,0a 28±14,83b 74±5,477c 94±5,477d 
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controle em ambos os períodos (p < 0,05), com valores de 54 ± 13,42% e 68 ± 10,95%, 

respectivamente. Não houve diferença significativa entre os tempos (24 h e 48 h) para essas 

duas concentrações, nem entre os próprios grupos de 8 e 10 ppm. 

 

 

Tabela 4 - Percentual de mortalidade (média ± desvio padrão) larval de Ae. aegypti após o 

tratamento com diferentes concentrações das nanoemulsões de p-cimeno nos períodos de 24 e 

48 horas 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: letras sobrescritas diferentes representam diferenças significativas (p < 0,05). 

 

A indução de mortalidade causada pelas três concentrações da nanoemulsão de 

terpinoleno foi estatisticamente diferente do grupo controle em ambos os tempos de exposição 

(p < 0,05), sem variação significativa entre os períodos de 24 e 48 horas (Tabela 5). O maior 

percentual de mortalidade foi observado no grupo tratado com 10 ppm, que atingiu 100 ± 0% 

após 24 horas. A concentração 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 após 24 e 48 horas, respectivamente. Não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os tratamentos com 8 e 10 ppm. 

 

 

 

 

 

    
Grupos expostos - Nanoemulsão 

de p-cimeno 

Tempo de 

exposição 

(horas) 

Controle 

Água 

destilada 

Controle 

Nanoemulsão 

1 

Controle 

Nanoemulsão 

2 

6 ppm 

 

8 ppm 10 ppm 

24 0,0±0,0a 0,0±0,0a 0,0±0,0a 10±0,0a 54±13,42b 68±10,95b 

48 0,0±0,0a 0,0±0,0a 0,0±0,0a 10±0,0a 54±13,42b 68±10,95b 
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Tabela 5 - Percentual de mortalidade (média ± desvio padrão) larval de Ae. aegypti após o 

tratamento com diferentes concentrações das nanoemulsões de terpinoleno nos períodos de 24 

e 48 horas 

 

    
Grupos expostos - Nanoemulsão 

de terpinoleno 

Tempo 

de 

exposição 

(horas) 

Controle 

Água 

destilada 

Controle 

Nanoemulsão 

1 

Controle 

Nanoemulsão 

2 

6 ppm 

 

8 ppm 
10 ppm 

24 0,0±0,0a 0,0±0,0a 0,0±0,0a 40±14,14b 86±26,08c 100±0,0c 

48 0,0±0,0a 0,0±0,0a 0,0±0,0a 58±8,367b 90±22,36c 100±0,0c 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: letras sobrescritas diferentes representam diferenças significativas (p < 0,05). 

 

Na avaliação da atividade larvicida das nanoemulsões, observou-se que não há diferença 

significativa entre as mortalidades registradas em 24 e 48 horas, indicando que o tempo não é 

um fator determinante na eficácia larvicida, e que os compostos exercem sua ação tóxica 

predominantemente nas primeiras 24 horas após a exposição. Não foi registrada mortalidade 

nos grupos controle, sugerindo que o efeito larvicida é diretamente atribuído ao óleo essencial 

incorporado na nanoformulação avaliada. Adicionalmente, observou-se que os efeitos 

larvicidas variaram de acordo com a concentração empregada, com diferenças estatisticamente 

significativas entre os tratamentos com nanoemulsões de C. longa e terpinoleno, indicando uma 

resposta dose-dependente para essas formulações. Por outro lado, nas nanoemulsões de p-

cimeno, apenas as concentrações de 8 e 10 ppm diferiram do grupo controle, sem diferenças 

significativas entre si, nem em relação ao tempo de exposição, indicando uma resposta larvicida 

eficaz, mas não estritamente dose-dependente nessa faixa de concentração. 

Os ensaios de mortalidade realizados permitiram o cálculo das concentrações letais para 

diferentes nanoemulsões testadas em larvas de Ae. aegypti após 24 horas de exposição. A 

Tabela 6 apresenta as concentrações em ppm (partes por milhão) que resultaram na mortalidade 

de 50% (CL50) e 90% (CL90) das larvas. No tratamento com a nanoemulsão de C. longa, a CL50 

foi determinada em 7,085 ppm, enquanto a CL90 foi de 10,321 ppm. Para a nanoemulsão de p-

cimeno, a CL50 registrada foi de 8,329 ppm, com uma CL90 de 12,199 ppm. Por fim, o 

tratamento com a nanoemulsão de terpinoleno resultou em uma CL50 de 7,736 ppm e uma CL90 
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de 10,585 ppm. Não foi possível calcular as concentrações letais após 48 horas de exposição 

devido ao alto percentual de mortalidade. 

 

Tabela 6 - Estimativas das concentrações letais (CL50 e CL90) das nanoemulsões de C. longa, 

p-cimeno e terpinoleno após 24 horas de exposição 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: CL50 e CL90 expressas em ppm (limite inferior–limite superior). 

 

A OMS não determinou um critério padronizado para avaliar a atividade larvicida 

de produtos naturais. No entanto, diversos pesquisadores têm adotado parâmetros amplamente 

aceitos para essa classificação, sendo que compostos com CL50 > 100 mg/L são classificados 

como inativos, enquanto aqueles com CL50 < 100 mg/L são considerados ativos, e os que 

apresentam CL50 < 50 mg/L são descritos como altamente ativos (CHENG et al., 2003; DIAS; 

MORAES, 2014; PAVELA, 2015a). Dessa forma, é possível concluir que a nanoemulsão do 

óleo essencial das folhas de C. longa é altamente ativo contra Ae. aegypti, apresentando CL50 < 

6 ppm, mais 8 vezes menor que o valor exposto. 

Estudos anteriores com o óleo essencial das folhas de C. longa demonstraram 

atividade larvicida para Ae. aegypti e Anopheles quadrimaculatus. Para Ae. aegypti, foram 

obtidos valores de CL50 de 138,3 ppm e CL90 de 169,1 ppm, enquanto para An. quadrimaculatus 

os valores de CL50 foram de 26,2 ppm e CL90 de 46,0 ppm. No mesmo estudo, o terpinoleno 

apresentou CL50 de 14,0 ppm e CL90 de 21,4 ppm para Ae. aegypti, e CL50 de 20,9 ppm e CL90 

de 36,8 ppm para An. quadrimaculatus (ALI et al., 2015). Além disso, a atividade larvicida do 

óleo essencial das folhas de C. longa foi avaliada contra Anopheles gambiae, apresentando CL50 

de 29 ppm (AJAIYEOBA et al., 2008). Esses resultados indicam que a nanoemulsão testada no 

presente estudo exibiu atividade larvicida significativamente superior quando comparadas aos 

dados disponíveis na literatura sobre o óleo isolado. 

Nanoemulsão 
CL50 

(ppm) 

CL90 

(ppm) 

C. longa 
7,085 

(6,523-7,602) 

10,321 

(9,376-12,086) 

p-cimeno 
8,329 

(7,794-8,972) 

12,199 

(10,835-15,257) 

Terpinoleno 
7,736 

(7,109-8,990) 

10,585 

(9,073-16,331) 
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O p-cimeno e o terpinoleno são monoterpenos de hidrocarbonetos que já 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 à característica lipofílica dos terpenos e sua alta volatilidade, eles podem 

oferecer uma eficácia limitada contra mosquitos em um ambiente natural (DUARTE et al., 

2024a). A incorporação desses terpenos em nanoemulsões se mostra como uma alternativa para 

alcançar maior estabilidade e eficácia em meio aquoso.  

Serdeiro et al. (2023) encontrou um valor de CL50 de 23 ppm para o p-cimeno contra 

larvas de Ae. aegypti, enquanto Duarte et al. (2024a) apresentou o valor de 14 mg/L. Já Pavela 

et al. (2018) encontrou uma CL50 de 20,6 μl/l) Culex quinquefasciatus. O presente estudo 

apresentou um valor significativamente menor quando usada a nanoemulsão de p-cimeno, de 

4,608 ppm, principalmente ao comparar com a nanoemulsão testada por Duarte et al. (2024a) 

CL50 14,0 ppm. 

A ação inseticida do terpinoleno contra larvas de mosquitos vetores têm sido 

amplamente investigada. Silva et al. (2016) e Ali et al. (2015) avaliaram a eficácia larvicida do 

terpinoleno em Ae. aegypti, registrando valores de CL50 de 31,16 ppm e 14,0 ppm, 

respectivamente. Outros estudos abordaram diferentes espécies de vetores: Culex 

quinquefasciatus, com CL50 de 25,71 ppm (PAVELA et al., 2018); Anopheles quadrimaculatus, 

com 20,9 ppm (ALI 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 

formulações inseticidas comerciais, atuando tanto como princípio ativo quanto como adjuvante, 

dada sua elevada eficácia contra larvas de mosquitos. Dessa forma, a nanoemulsão de 

terpinoleno utilizada neste estudo pode potencializar a eficácia do óleo essencial. 

Vários estudos que avaliaram a atividade larvicida de óleos essenciais de plantas 

identificaram a presença de p-cimeno e terpinoleno em suas composições. Por exemplo, 

Trachyspermum ammi, Sison amomum e Echinophora spinosa mostraram eficácia 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 possível que a ação larvicida observada na 

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

 

5.4 ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS LARVAS 

 

As imagens por MEV (Figura 8 a-f) e microscopia óptica (Figura 9 a–c) demonstraram 

que as larvas do grupo controle permaneceram com aparência normal nas regiões da cabeça, 

tórax, segmentos do abdômen, papilas anais e sifão respiratório, além da cutícula não apresentar 

alterações nesse grupo. No grupo tratado com a nanoemulsão de C. longa, a microscopia 

eletrônica de varredura evidenciou alteração na cutícula da larva nas regiões do tórax, 

segmentos do abdômen e sifão respiratório, bem como destruição das papilas anais (Figura 8 

d). A estrutura da cabeça não exibiu alteração na morfologia. A análise por microscopia óptica 

do grupo tratado revelou alterações internas nas regiões do abdômen e tórax (Figura 8 e-f) ao 

longo de todo tubo digestivo, bem como a destruição das papilas anais (Figura 8 d). Entretanto, 

não foram visualizados danos no sifão, segmentos do abdômen, cabeça e cutícula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

 

 

 

   61 

 

 

 

 

 

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

 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: Controle (a–c) sem alterações morfológicas na cabeça (H), tórax (TH), segmentos do abdômen (AB), 

sifão (S) e papilas anais (AP). Larvas tratadas com nanoemulsão de C. longa a 12 ppm (d–f) mostrando 

alterações nas cutículas e papilas anais (AP). 
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Figura 9 - Microscopia óptica de larvas de Ae. aegypti

 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: Controle (a–c) sem alterações morfológicas na cabeça (H), tórax (TH), segmentos do abdômen (AB), 

sifão (S) e papilas anais (AP). Larvas tratadas com nanoemulsão de C. longa a 12 ppm (d–f) mostrando 

alterações nas papilas anais (AP) e tubo digestivo. 

 

 

Há compostos fitoquímicos provenientes de plantas que possuem potencial para causar 

mortalidade aos mosquitos em diferentes fases de desenvolvimento, provocando modificações 

morfológicas durante a morte do inseto (SOONWERA et al., 2022). A cutícula é uma 

membrana secretada pela epiderme que recobre o corpo dos insetos. Essa barreira possui função 

protetora e estrutural, sofrendo renovação durante o crescimento dos insetos, além de auxiliar 

na mobilidade (MOUSSIAN, 2010; LIAO et al., 2017). As deformações cuticulares observadas 

no Ae. aegypti por MEV sugerem a possível atuação da nanoemulsão de C. longa na cutícula 

da larva, este comprometimento estrutural pode influenciar a motilidade e o desenvolvimento 

larval, além de auxiliar na letalidade (MACHADO et al., 2023). A penetração por meio da 

cutícula é uma das vias de ação dos larvicidas (KASAI et al., 2014). Uma vez dentro das larvas, 

os inseticidas têm a capacidade de atingir alvos específicos ou causar efeitos sistêmicos através 

da difusão em diversos tecidos (SOUZA et al., 2012). Observou-se alterações similares em 
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estudos que avaliaram a atividade larvicida de nanoemulsões de óleos essenciais contra larvas 

de Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus (PENICHE et al., 2022; MACHADO et al., 2023). 

A análise por microscopia óptica revelou deformações ao longo do tubo digestivo das 

larvas tratadas com a nanoemulsão de C. longa (Figura 9 e). Estudos sugerem que essas 

alterações no tubo digestivo são resultantes da ação larvicida dos inseticidas, que causam danos 

fisiológicos e morfológicos nas células epiteliais do intestino médio das larvas, região 

possivelmente envolvida na absorção desses compostos (ALVES; SERRÃO; MELO, 2010). 

Além disso, essas alterações estão associadas à atividade antialimentar, conforme relatado por 

Lade et al. (2019). Combinações de óleos 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). Alterações morfológicas 

semelhantes foram relatadas por Barreto et al. (2006), sendo possível que essa modificação seja 

uma resposta defensiva da larva para reduzir o contato com o larvicida ou ainda o resultado de 

movimentos peristálticos destinados a expulsar o agente agressor do tubo digestivo. 

As papilas anais são responsáveis pela osmorregulação e excreção de resíduos 

metabólicos nas larvas de Ae. aegypti (SOHAL; COPELAND, 1966; DURANT et al., 2021). 

Nas larvas tratadas com a nanoemulsão de C. longa, observou-se a destruição total dessas 

estruturas (Figura 8-f e Figura 9-f). Dados semelhantes ao presente estudo foram identificados 

em análise sobre a atividade larvicida de nanoemulsões híbridas à base de sulfeto de cobre e 

óleo 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 morfológica das papilas anais levam a disfunção e comprometem a 

regulação osmótica e iônica, o que pode estar associado à morte das larvas.   

 

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

 

Fonte: autoria própria. 
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A análise morfológica revelou que as larvas tratadas com a nanoemulsão de C. longa 

apresentaram torção do corpo (Figura 10). De maneira semelhante, a nanoemulsão de Thymus 

vulgaris aplicada em larvas de Anopheles stephensi, Ae. aegypti e Cx. tritaeniorhynchus causou 

encurtamento e distorção do corpo, além de distorção abrupta em direção à região anal (GUPTA 

et al., 2022). Da mesma forma, o óleo essencial de Origanum vulgare e Thymus vulgaris causou 

curvatura do abdômen em larvas (OLIVEIRA et al., 2021a). Ragavendran et al. (2019) 

investigaram os efeitos de extratos vegetais sobre larvas e relataram alterações morfológicas e 

comportamentais significativas, incluindo distorções corporais e danos nas estruturas anais. As 

larvas expostas a esses extratos exibiram comportamentos anormais, como inquietação e 

excitação excessiva, além de movimentos alterados, como automordidas e contorções. Esses 

resultados indicam que os extratos vegetais utilizados podem causar toxicidade 

neurocomportamental e morfológica 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 substância é capaz de inibir 

a atividade das proteases no intestino larval, incluindo enzimas similares à tripsina. Esse efeito 

inibitório sugere que o terpinoleno interfere diretamente nas funções digestivas das larvas, 

atuando como um bloqueador das proteases, o que prejudica a hidrólise de proteínas e 

compromete a absorção de aminoácidos essenciais. Essa interrupção é crucial para o 

crescimento e desenvolvimento das larvas, levando-as à morte por inanição. Além disso, o 

terpinoleno, em combinação com o óleo essencial de Piper corcovadensis, demonstrou eficácia 

na inibição dessas proteases, indicando que o bloqueio das enzimas digestivas é um dos 

principais mecanismos de ação larvicida do composto. 

A análise da ultraestrutura das larvas L3 de Ae. aegypti expostas ao p-cimeno revelou 

modificações significativas. Não foram identificados os contornos celulares, junções ou 

organelas, evidenciando uma completa desorganização dos tecidos. A cutícula da parede 

corporal apresentou deformações visíveis. Também foram observadas inclusões eletrondensas, 

mitocôndrias alteradas e vacuolização intensa. Sendo assim, as larvas tratadas mostraram 

alterações na camada externa do tegumento, sugerindo que essas substâncias afetam 

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

 

 

 



 

   

 

 

 

 

   65 

 

 

 

 

 

5.5 INIBIÇÃO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE 

Com o objetivo de investigar um possível mecanismo de ação larvicida contra Ae. 

aegypti, foi avaliada a capacidade de inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE) pelo óleo 

essencial das folhas de C. longa. O ensaio foi realizado utilizando concentrações de 62,5, 125,0, 

250,0 e 500,0 µg/mL para verificar o potencial de inibição enzimática, conforme descrito na 

Tabela 7 e Figura 11. Os resultados demonstraram que o óleo essencial causou a inibição da 

AChE, com um valor de IC50 calculado em 300,1 µg/mL (intervalo de confiança: 256,5–363,6; 

p < 0,05). Este valor reflete a concentração necessária para inibir 50% da atividade enzimática. 

Os achados sugerem que, a inibição da AChE pode ser um dos fatores responsáveis pelo efeito 

larvicida, porém outros mecanismos de ação podem estar envolvidos na letalidade observada, 

indicando a necessidade de investigações adicionais para elucidar as vias bioquímicas 

responsáveis pela atividade do óleo essencial. 

 

Tabela 7 - Resultados do ensaio anticolinesterásico do óleo essencial das folhas de C. longa 

 

Concentração 

(µg/mL) 

ln concentração Inibição enzimática (%) 

Média Desvio padrão 

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 própria. 

 

Figura 11 - Inibição enzimática da acetilcolinesterase pelo óleo essencial de C. longa

 

                                Fonte: autoria própria. 

Equação da reta: Y = 27,00*X - 104,0 

R² = 0,9678 
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O gráfico apresenta a relação entre a concentração do óleo essencial de C. longa e a 

inibição da AChE. Como esperado, observa-se que, à medida que a concentração do óleo 

essencial aumenta, a inibição enzimática também se intensifica, evidenciando um 

comportamento dose-dependente. A equação da reta, Y = 27,00*X - 104,0, representa a relação 

linear entre a concentração do óleo essencial e o percentual de inibição da AChE. O valor de 

R² = 0,9678 indica que a equação ajusta muito bem aos dados experimentais, explicando 

96,78% da variação na inibição enzimática com base nas concentrações utilizadas. Isso sugere 

uma forte correlação entre a concentração do óleo e a atividade inibitória observada.  

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor chave na comunicação entre neurônios e 

entre neurônios e músculos involuntários. Quando liberada nas sinapses, a ACh interage com 

receptores na membrana pós-sináptica, despolarizando-a e permitindo a transmissão do impulso 

nervoso. No entanto, para evitar uma estimulação contínua, a AChE, uma enzima presente na 

fenda sináptica, degrada rapidamente a acetilcolina em colina e acetato, encerrando a 

transmissão do sinal nervoso. Esse processo é crucial para a regulação da função neuromuscular 

e a restauração das condições normais na sinapse após cada estímulo (LEGAY, 2018). A 

inibição da atividade da AChE é um dos mecanismos mais relevantes em agentes de controle 

de pragas, pois compostos que bloqueiam essa enzima causam o acúmulo de acetilcolina nas 

sinapses colinérgicas, levando à excitação prolongada das fibras nervosas, resultando em 

paralisia e, eventualmente, na morte do inseto (RIBEIRO; VENDRAMIM; BALDIN, 2023).  

Os óleos essenciais podem exercer efeitos neurotóxicos em insetos, resultando em 

sintomas similares aos causados por inseticidas convencionais (RIBEIRO; VENDRAMIM; 

BALDIN, 2023). Uma das principais ações de alguns grupos de inseticidas, como 

organofosforados e carbamatos, é a inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE), essencial 

para o funcionamento normal do sistema nervoso dos insetos (SOUZA et al., 2021; KUMAR; 

BAGGI; ZUGHAIBI, 2022). 

A ação dos compostos derivados de plantas, como os terpenoides, na inibição da 

AChE tem sido amplamente investigada em função de seu possível uso como agentes 

inseticidas. Um fator crucial na atividade inibitória da AChE é a afinidade de ligantes 

hidrofóbicos pelo sítio ativo da enzima, que apresenta sensibilidade a interações apolares. Os 

monoterpenos, com sua estrutura de hidrocarbonetos, podem favorecer essas interações, o que 

contribui para sua ação anticolinesterásica (MUKHERJEE; KUMAR; HOUGHTON, 2007). 

Alguns monoterpenoides também podem induzir uma inibição reversível da AChE, com a 
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função enzimática recuperada depois de 15 minutos de incubação (LOPEZ; PASCUAL-

VILLALOBOS, 2010). 

 A inibição da acetilcolinesterase causada por extratos do rizoma de C. longa já foram 

extensivamente estudados (KHATTAK et al., 2005; HAJIMEHDIPOOR; TEHRANIFAR; 

SHAFAROODI, 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 + Ácido láctico) e 30 ± 4 % 

(Mentol + Ácido acético) de inibição. Contudo, até onde sabemos, não há estudos que explorem 

essa atividade utilizando o óleo das folhas da planta. 

 Alguns estudos já exploraram o potencial inibitório dos compostos majoritários das 

folhas de C. longa sobre a enzima acetilcolinesterase, utilizando diferentes metodologias. 

Bonesi et al. (2010) investigaram a atividade inibitória do terpinoleno, obtendo uma 

concentração inibitória de 50% (IC50) de 156,4 ± 2,8 µg/mL. Peschiutta et al. (2016) relataram 

que o p-cimeno apresentou uma inibição 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 µg AchBr/min/mg de proteína. 

Atualmente, a maioria dos inseticidas disponíveis utilizam mecanismos de ação 

semelhantes, pertencentes às principais classes de compostos (piretróides, carbamatos, 

organofosforados e organoclorados). Isso resulta em um arsenal limitado para combater a 

resistência crescente, tornando urgente a pesquisa e exploração de compostos orgânicos com 

novos modos de ação (DUARTE et al., 2024a). Nesse cenário, é fundamental buscar 

alternativas mais eficientes e sustentáveis para o controle de vetores, pois o uso prolongado de 

inseticidas com o mesmo mecanismo de ação contribui para o desenvolvimento de resistência 

dos mosquitos. 

Neste contexto, o óleo essencial de C. longa surge como uma alternativa promissora 

no controle de mosquitos, especialmente em estratégias de manejo integrado de vetores. 

Embora a inibição observada da AChE tenha sido moderada, o óleo essencial pode enriquecer 

o portfólio de produtos de controle ao oferecer mecanismos de ação distintos, reduzindo assim 

a probabilidade de resistência. Portanto, é crucial dar continuidade às investigações sobre a 

eficácia do óleo essencial, especialmente em combinação com outras abordagens, e avaliar sua 

aplicabilidade na formulação de novos agentes larvicidas e inseticidas naturais. 
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5.6 ANÁLISE DE TOXICIDADE AMBIENTAL COM Chlorella vulgaris 

 

 Os humanos são vulneráveis à poluição ambiental pela exposição a produtos químicos 

contaminantes presentes no ar, água, solo e alimentos, que se inserem na cadeia alimentar 

(SILVA et al., 2009). Entre os principais poluentes aquáticos estão pesticidas, metais pesados 

e produtos farmacêuticos (PRADO et al., 2015). As emissões destes compostos em corpos 

hídricos elevam temporariamente suas concentrações em águas superficiais, sendo capaz de 

gerar toxicidade em organismos aquáticos (PRADO et al., 2015). No caso de pesticidas, a 

aplicação no ambiente é direcionada para organismos alvos, mas há inevitavelmente dispersão 

desses produtos no ecossistema (SILVA et al., 2009). Sendo assim, os efeitos tóxicos impactam 

primeiramente organismos fitoplanctônicos, que compõem o nível basal da cadeia alimentar, 

influenciando com efeitos tóxicos de natureza aditiva, sinérgica ou antagônica, entretanto, a 

bioacumulação é maior em organismos que representam o nível superior da cadeia alimentar 

(SILVA et al., 2009; PABLOS; GARCIA-HORTIGUELA; FERNADEZ, 2015). 

As microalgas planctônicas são uma alternativa vantajosa para testes de toxicidade em 

ambientes aquáticos devido à sua alta sensibilidade a mudanças ambientais, ciclo de vida curto 

(viabilizando a análise em diferentes gerações) e elevada densidade celular, permitindo análises 

reprodutíveis e confiáveis. Além disso, oferecem uma abordagem eficaz, ecológica e acessível 

em bioensaios in vitro, sendo uma opção viável frente a métodos analíticos mais dispendiosos 

e longos (SILVA et al., 2009; PRADO et al., 2015). A microalga Chlorella vulgaris, 

amplamente utilizada em estudos ecotoxicológicos, destaca-se por sua resposta rápida 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 ecotoxicológico com o objetivo de avaliar a 

toxicidade ambiental da nanoemulsão do óleo essencial das folhas de C. longa, bem como de 

seus compostos majoritários, p-cimeno e terpinoleno, considerando sua potencial aplicação 

como pesticida em ambientes naturais. O ensaio baseou-se na comparação da densidade celular 

de Chlorella vulgaris na presença e ausência das nanoemulsões ao longo de 15 dias (Figura 12). 

Para esse teste, foi utilizada a concentração de 25 ppm, valor escolhido por representar mais 

que o dobro da CL₉₀ obtida para a nanoemulsão do óleo contra larvas de Ae. aegypti, permitindo, 

assim, avaliar a toxicidade em um cenário de exposição acentuada 
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Figura 12 - Variação da densidade celular de Chlorella vulgaris submetidas a nanoemulsões 

do óleo essencial das folhas de C. longa e de seus compostos majoritários ao longo do tempo

 

Fonte: autoria própria. 

Legenda: a1 p < 0,05, a2 p < 0,01, a3 p < 0,001 em comparação ao controle não tratado (água).  n = 3.  

 

 

A nanoemulsão do óleo essencial das folhas da C. longa demonstrou toxicidade nos 

primeiros dias do experimento, com redução da densidade celular no 2º (p < 0,05) e 3º dia (p < 

0,01) em relação ao controle. No entanto, a partir do 5º dia, observou-se um aumento na 

densidade celular, que se manteve sem diferenças significativas em comparação ao controle até 

o 15º dia, sendo, portanto, considerada não tóxica. 

A nanoemulsão do majoritário p-cimeno não apresentou toxicidade ao longo dos 15 

dias, apresentando no 15º dia maior densidade que controle (p < 0,01). Por outro lado, a 

nanoemulsão de terpinoleno foi a mais tóxica para o ambiente, reduzindo progressivamente a 

densidade celular após 1º dia. No 10º e 15º dia, essa redução tornou-se altamente significativa 

em relação ao controle (p < 0,0001), evidenciando seu maior impacto ecotoxicológico.  As 

nanoemulsões brancas não apresentaram diferença significativa em relação ao controle 

contendo apenas água, indicando que os tensoativos utilizados na formulação não exerceram 

efeito tóxico sobre as microalgas. 
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Dessa forma, ao analisar o teste de ecotoxicidade das nanoemulsões do óleo essencial 

das folhas de C. longa e de seus compostos majoritários, observa-se que o comportamento 

intermediário do óleo pode ser atribuído à presença simultânea dos isolados: enquanto o p-

cimeno promove o aumento da densidade celular, o terpinoleno provoca sua redução, o que 

sugere um possível equilíbrio entre efeitos antagônicos na composição final. 

O teste de ecotoxicidade de uma nanoemulsão do óleo essencial das folhas de C. longa 

foi realizado anteriormente por Flexa-Ribeiro et al. (2025), com duração de três dias, avaliando 

a toxicidade aguda da formulação. A concentração utilizada neste estudo (36,5 ppm) foi 

superior à empregada no presente trabalho (25 ppm). Durante o experimento, não foram 

observadas diferenças significativas entre as densidades celulares da microalga Chlorella 

vulgaris em nenhum dos dias (p > 0,05), sugerindo que a nanoemulsão apresentou baixo 

potencial de causar impactos ambientais em ecossistemas aquáticos. Apesar de ambos os 

estudos utilizarem nanoemulsões compostas por óleo com os mesmos constituintes 

majoritários, as proporções diferem. No estudo de Flexa-Ribeiro et al. (2025), o p-cimeno foi o 

composto predominante (26,0%), seguido do terpinoleno (15,5%). Já na presente pesquisa, o 

terpinoleno é o composto majoritário (25,2%), enquanto o p-cimeno aparece em menor 

proporção (19,7%). Essa diferença na composição pode justificar a maior toxicidade observada 

em nosso teste, uma vez que, ao serem avaliadas isoladamente, a nanoemulsão de terpinoleno 

demonstrou toxicidade significativa sobre as células de C. vulgaris, ao contrário do p-cimeno, 

que apresentou comportamento não tóxico. Esse achado reforça a influência do perfil químico 

na resposta ecotoxicológica do óleo essencial. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A presente pesquisa evidenciou a alta eficácia larvicida da nanoemulsão de óleo 

essencial das folhas de C. longa contra Ae. aegypti, com valores de CL50 e CL90 de 7,085 ppm 

e 10,321 ppm, respectivamente. Esses valores são significativamente inferiores aos reportados 

na literatura para o óleo essencial isolado, indicando que a nanoformulação pode ter 

potencializado a atividade larvicida. Além disso, a nanoemulsão apresentou estabilidade 

cinética ao longo do tempo, com tamanho médio de gotículas abaixo de 300 nm e IPD inferior 

a 0,6, características que garantem sua aplicabilidade. A análise morfológica das larvas tratadas 

revelou danos na cutícula, tubo digestivo e papilas anais, sugerindo que a ação larvicida ocorre 

por meio de múltiplos mecanismos, incluindo a interferência na regulação osmótica e a 

desorganização do trato digestivo. A inibição da AChE pelo óleo essencial, com um valor de 

IC50 de 300,1 µg/mL, também aponta para um possível mecanismo neurotóxico envolvido na 

letalidade das larvas. 

Um dos principais aportes desta pesquisa consiste na utilização das folhas de C. longa, 

material vegetal frequentemente negligenciado e descartado pela cadeia produtiva, como 

insumo para a formulação de um produto larvicida inovador. Enquanto a maioria dos estudos 

concentra-se no rizoma da planta, reconhecido por seu valor terapêutico e comercial, o presente 

trabalho destaca o potencial inseticida de suas folhas, promovendo o aproveitamento integral 

da espécie vegetal. Essa abordagem está em consonância com os princípios da sustentabilidade, 

da economia circular e da bioeconomia, ao transformar um subproduto agroindustrial em uma 

alternativa viável e ecologicamente correta para o controle de vetores. Dessa forma, a 

valorização de um resíduo agrícola por meio da nanotecnologia aplicada reforça o caráter 

inovador e ambientalmente responsável desta proposta. 

Esses resultados representam um avanço significativo na área de controle de vetores, 

pois demonstram que a nanoemulsão de C. longa é uma alternativa eficaz e sustentável aos 

inseticidas convencionais, que frequentemente enfrentam problemas de resistência e toxicidade 

ambiental. A utilização de nanoemulsões não apenas supera as limitações de volatilidade e 

instabilidade dos óleos essenciais, mas também permite a entrega controlada dos compostos 

ativos, aumentando sua eficácia e durabilidade. Além disso, a identificação dos mecanismos de 
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ação, como a inibição da AChE e os danos morfológicos nas larvas, fornece informações 

valiosas para o desenvolvimento de novos agentes larvicidas com modos de ação distintos, 

reduzindo a probabilidade de resistência. 

Por fim, este estudo reforça a importância de estratégias integradas e sustentáveis para 

o controle de doenças transmitidas por vetores, alinhando-se às demandas globais por soluções 

ecologicamente corretas e socialmente responsáveis. A nanoemulsão de C. longa representa um 

avanço promissor não apenas para a área de entomologia médica, mas também para a grande 

área de ciências ambientais e da saúde, ao propor uma alternativa viável e de baixo impacto 

ambiental para o controle de mosquitos. Futuras pesquisas devem focar na otimização dessas 

formulações, avaliação de sinergismos entre compostos e testes em campo, visando sua 

aplicação em larga escala e contribuindo para o desenvolvimento de políticas públicas mais 

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