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RESUMO

MENDES, Luiza A., D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 20283.
Otimizacao no preparo de complexos de inclusao de 6leos essenciais das folhas
de Psidium para aplicacao larvicida, herbicida e citogenotéxica. Orientadora:
Renata Pereira Lopes Moreira. Coorientadores: Marcia Flores da Silva Ferreira e
Robson Ricardo Teixeira.

O mosquito Aedes aegypti € um transmissor de doengas como a dengue e outras
arboviroses, que impactam a saude de muitas pessoas ao redor do mundo. Uma outra
preocupacao de relevancia global é a agricultura sustentavel, pois os herbicidas
sintéticos causam impactos ambientais e geram resisténcia de plantas invasoras
devido ao seu uso excessivo. Uma solugdo comum a essas duas problematicas € o
uso dos 6leos essenciais (OEs), como uma alternativa sustentavel e ambientalmente
amigavel. Os OEs apresentam atividades biol6gicas relacionadas a sua composi¢ao
guimica e podem ser obtidos através das folhas de plantas, como do género Psidium
(Myrtaceae). Destacam-se as espécies Psidium guajava (cultivar Século XXI - SEC),
Psidium cattleyanum (CAT) e Psidium gaudichaudianum (GAU), que possuem nos
OEs o B-cariofileno (B-CAR) como seu principal composto majoritario. Apesar dos OEs
serem promissores para muitas aplicagcoes, algumas caracteristicas fisico-quimicas
podem limitar 0 seu uso em ambientes aquosos e quando expostos ao ar livre. Por
isso, para ampliar as aplicagées dos OEs, foram utilizados métodos de protecao para
formar complexos de inclusdo (Cls). Para isso, foi utilizada a 2-hidroxipropil-8-
ciclodextrina (HPBCD), que é derivada do amido. Os métodos fisicos utilizados foram
maceragao (KN) e liofilizagdo (FD), sendo que o mais eficiente para formar Cl com o
OE da SEC foi o0 KN. Tendo em vista que os OEs das espécies de Psidium possuem
composicao quimica similar, o método KN foi selecionado como o mais promissor.
Utilizando o OE da CAT e o método KN, um delineamento composto central foi
realizado a fim de otimizar o preparo dos Cls. A eficiéncia de complexagéo (EC) obtida
para o Cl da CAT foi de 94,9%. Considerando o método otimizado, o Cl da GAU foi
obtido nas condigdes determinadas: propor¢gao molar do OE e HPBCD de 1:1 e tempo
de maceracao de 35 min. A EC foi de 91,5 e 83,9%, para o OE da GAU e o B-CAR,
respectivamente. Os Cls obtidos para SEC, CAT, GAU e B-CAR foram caracterizados
por espectroscopia na regido do UV-Vis, FTIR, TGA, DLS e XRD para comprovar a



complexacdo com a HPBCD. Para o Cl da CAT foi realizada a liberagdo controlada
com solucdo aquosa de DMSO 1% (v v'') e acetonitrila. A liberagcdo do OE da CAT em
agua foi lenta e simulou as condicbes do experimento com atividade larvicida em
Aedes aegypti. Em relacdo a essa aplicacdo, os OEs da SEC e CAT em DMSO
apresentaram CLsode 51,49 e 81,73 ug mL", respectivamente. O OE da SEC foi mais
toxico para as larvas de A. aegypti do que a CAT. Porém, o rendimento de extragao
do OE da CAT (0,79% m m") foi mais que o dobro comparado a SEC (0,30% m m™").
A CLsoem larvas de A. aegypti para o Cl da SEC foi 77,54 ug mL' (KN) e a atividade
larvicida para o método FD ocorreu somente com concentragbes acima de
600 ug mL'. A CLso para o Cl otimizado da CAT foi de 134,44 ug mL™". Sendo assim,
os Cls sdo menos eficientes para matar as larvas de A. aegypti do que o OE em
DMSO. No entanto, ao comparar a eficiéncia dos Cls com o OE sem DMSO, todos os
Cls tiveram atividade larvicida superior. Isso ocorre porque o OE nao complexado é
pouco eficiente para matar as larvas, pois € insoluvel em agua e facilmente degradado
por condi¢cdes ambientais. Em relagdo ao OE da GAU, o B-CAR e seus respectivos
complexos foram utilizados quanto a atividade herbicida em Bidens pilosa e Lolium
multiflorum nas concentragdes de 187,5 a 3000 pg mL, avaliando as variaveis
germinacao, crescimento radicular e crescimento da parte aérea. De forma geral, o Cl
GAU foi mais téxico que o Cl do B-CAR. Na maioria das concentragcbes avaliadas, o
OE e o B-CAR apresentaram toxicidade igual ou maior que os respectivos Cls. A
citogenotoxicidade foi avaliada em células meristematicas da raiz da planta modelo
Lactuca sativa. Verificou-se a reducdo do indice mitbético e o aumento de
anormalidades cromossémicas, evidenciando acao aneugénica e clastogénica do OE
da GAU, do B-CAR e dos Cls. De forma geral, os resultados obtidos para todos os Cls
produzidos evidenciaram que estes possuem potencial para serem explorados
comercialmente, visto que foi obtido um produto solido, com alta estabilidade térmica
e que mantém a constituicdo quimica do OE mais estavel. Além disso, houve sucesso

nas aplica¢des propostas dos Cls produzidos.

Palavras-chave: Goiabeira. Aragé. Produto natural. Encapsulamento. Planejamento
experimental. Dengue. Erva daninha.



ABSTRACT

MENDES, Luiza A., D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2023. Optimization
in the preparation of complexes including essential oils from Psidium leaves for
larvicidal, herbicide and cytogenotoxic application. Adviser: Renata Pereira Lopes
Moreira. Co-advisers: Marcia Flores da Silva Ferreira and Rébson Ricardo Teixeira.

The Aedes aegypti mosquito is a vector for diseases such as dengue and other
arboviruses, impacting the health of many people around the world. Another globally
significant concern is sustainable agriculture, as synthetic herbicides cause
environmental impacts and lead to resistance in invasive plants due to their excessive
use. A common solution to these two issues is the use of essential oils (EOs) as a
sustainable and environmentally friendly alternative. EOs exhibit biological activities
linked to their chemical composition and can be obtained from plant leaves, such as
those from the Psidium genus (Myrtaceae). Notable species include Psidium guajava
(Século  XXI cultivar - SEC), Psidium cattleyanum (CAT), and Psidium
gaudichaudianum (GAU), which feature B-caryophyllene (B-CAR) as their primary
major compound. Despite the promising applications of EOs, some physicochemical
characteristics can limit their use in aqueous environments and when exposed to
outdoor conditions. Therefore, to expand the applications of EOs, protection methods
were employed to form inclusion complexes (ICs). In this regard, 2-hydroxypropyl-8-
cyclodextrin (HPBCD), derived from starch, was used. Physical methods used included
kneading (KN) and freeze-drying (FD), with KN proving to be the most efficient in
forming I1Cs with SEC EO. Given that the EOs from Psidium species share a similar
chemical composition, the KN method was selected as the most promising. Using CAT
EO and the KN method, a central composite design was conducted to optimize Cl
preparation. The complexation efficiency (CE) obtained for CAT IC was 94.9%.
Considering the optimized method, the GAU IC was obtained under determined
conditions: using a molar ratio of EO to HPBCD of 1:1 and macerating for a total of 35
minutes. The CE was 91.5% and 83.9% for GAU EO and B-caryophyllene (B-CAR),
respectively. The ICs obtained for SEC, CAT, GAU, and B-CAR were characterized
using UV-Vis spectroscopy, FTIR, TGA, DLS, and XRD to confirm complexation with
HPBCD. For the CAT IC, controlled release was performed using a 1% (v v-') aqueous
solution of DMSO and acetonitrile. The release of the CAT EO in water was slow and

simulated the conditions of the larvicidal activity experiment on Aedes aegypti.



Concerning this application, the EOs from SEC and CAT in DMSO exhibited LCso
values of 51.49 and 81.73 ug mL", respectively. The SEC EO was more toxic to A.
aegypti larvae than CAT. However, the extraction yield of CAT EO (0.79% m m') was
more than twice that of SEC (0.30% m m"). The LCso for A. aegyptilarvae for the SEC
IC was 77.54 ug mL" (KN), and larvicidal activity for the FD method occurred only at
concentrations above 600 pg mL'. The optimized LCso for the CAT IC was 134.44 g
mL-'. Therefore, the ICs are less efficient at killing A. aegypti larvae compared to the
EO in DMSO. However, when comparing the efficiency of ICs with EO without DMSO,
all ICs showed superior larvicidal activity. This occurs because the non-complexed EO
is inefficient in killing the larvae, as it is insoluble in water and easily degraded by
environmental conditions. Regarding the GAU EO, B-CAR and their respective
complexes were tested for herbicidal activity on Bidens pilosa and Lolium multiflorum
at concentrations ranging from 187.5 to 3000 ug mL", assessing germination, root
growth, and aboveground growth variables. Overall, the GAU IC was more toxic than
the B-CAR IC. At most evaluated concentrations, the EO and B-CAR exhibited equal
or greater toxicity than their respective ICs. Cytogenotoxicity was assessed in
meristematic root cells of the model plant Lactuca sativa. A reduction in the mitotic
index and an increase in chromosomal abnormalities were observed, indicating
aneugenic and clastogenic effects of the GAU EO, B-CAR, and ICs. In general, the
results obtained for all produced ICs demonstrated their potential for commercial
exploitation, given that a solid product was obtained with high thermal stability,
maintaining the EQ's chemical composition more stable. Additionally, the proposed

applications of the produced ICs were successful.

Keywords: Guava tree. Araga. Natural product. Encapsulation. Experimental design.
Dengue. Weed.



LISTA DE SIGLAS

Arel Area relativa do composto no cromatograma

A. aegypti Aedes aegypti

AC AlteracGes cromossdmicas

AN AlteracOes nucleares

ANOVA Analise de variancia

ATR Reflectancia total atenuada

B-CAR Beta-cariofileno

BCD Beta-ciclodextrina

CA Crescimento aéreo

CAT Psidium cattleyanum

CD Ciclodextrina

CGTase Ciclodextrina glicosiltransferase

Cl Complexo de inclusédo

Cles Concentragcao letal média necessaria para matar 50% da
populacéo
Concentragao letal média necessaria para matar 90% da

Clao populacao

CN Controle negativo

CP Controle positivo

CR Crescimento radicular

DBC Delineamento em blocos casualizados

DLS Espalhamento dindmico de luz

DMAPP Dimetilalil difosfato

DMSO Dimetilsulfoxido

EC Eficiéncia de complexacéao

ECc Eficiéncia de complexacéo corrigida

EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

FD Liofilizacao

FPP Farnesil difosfato

FTIR Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada

de Fourier



G Germinacao

GAU Psidium gaudichaudianum
GC-FID Cromatografia gasosa com detector de ionizacao de chama
GC-MS Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
GGPP Geranilgeranil difosfato
GPP Geranil difosfato
HPBCD 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina
IM indice mitético
IPP Isopentenil difosfato
IR indice de retencdo
K Constante de estabilidade
KN Maceracao
L4 Larvas de 4° instar
MEP 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato
MMS Metanossulfonato de metila
MVA Mevalonato
MH Monoterpeno hidrocarboneto
MO Monoterpeno oxigenado
OE Oleo essencial
OEext Oleo essencial extraido do complexo de inclusdo
Oleo essencial adicionado inicialmente no complexo de
OFzac incluséao
OMS Organizagao Mundial da Saude
P Coeficiente de particao
Paci Perda de massa do complexo de incluséao
PHpgcD Perda de massa da HPBCD
P. guajava Psidium guajava
P. cattleyanum Psidium cattleyanum

P. gaudichaudianum  Psidium gaudichaudianum
PDI indice de polidispersdo
PIB Produto interno bruno

PZ Potencial Zeta



RENISUS

RMBCD
SBBCD
SEC
SH

SO
TEM
TGA
UFES
UFMG
UFV
UV-Vis
Vv

XRD
2,4-DNFH

Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do

Sistema Unico de Satde
Metil-beta-ciclodextrina randomizada
Sulfo-butil-éter-beta-ciclodextrina
Século XXI

Sesquiterpeno hidrocarboneto
Sesquiterpeno oxigenado

Microscopia eletronica de transmissao
Analise termogravimétrica
Universidade Federal do Espirito Santo
Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Vigosa
Espectroscopia na regiao do ultravioleta e visivel
Volume molecular

Difragdo de raios X
2,4-Dinitrofenilhidrazina
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1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Psidium guajava L., conhecida popularmente como goiabeira,
pertence a familia Myrtaceae e é a planta mais relevante dentro do seu género (SILVA
etal., 2021). Isso porque P. guajava é uma arvore frutifera amplamente cultivada pelo
mundo, possuindo facilidade de adaptacao a climas tropicais e subtropicais. Além da
importancia comercial da goiabeira, esta possui ac¢ao fitoterapica comprovada, pois
esta incluida na Relacao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema
Unico de Saltde (RENISUS) (MARMITT et al., 2015). Outra potencialidade de
aplicacado da P. guajava se deve a presenca de bleo essencial (OE), pois ele contém
a composicdo quimica responsavel por atividades biolégicas, como: larvicida,
inseticida, fitotdxica, citogenotodxica, entre outras (LIMA et al., 2009; MENDES et al.,
2022; VASCONCELOS et al., 2021). Uma caracteristica morfoldgica interessante e
marcante de espécies da familia Myrtaceae € a presenca de plantas com estruturas
produtoras de OEs (PADOVAN et al., 2014).

Os OEs sao produtos do metabolismo secundario de plantas, os quais
desempenham importante papel ecolégico. Podem ser obtidos a partir de flor, erva,
broto, folha, fruta, galho, casca, semente, rizoma e raiz (ASBAHANI et al., 2015).
Neste trabalho os OEs foram obtidos das folhas, que é o mais interessante do ponto
de vista econO6mico, pois durante a produgcdo da P. guajava sucessivas podas
periédicas sao realizadas nas arvores. Com isso, geralmente, grande quantidade de
material vegetal € desperdicada (BATISTA et al., 2015). Desta forma, aproveitar um
material que seria descartado na natureza e agregar valor ao obter os OEs se torna
relevante.

Todas as plantas do género Psidium que nao sao da espécie P. guajava sao
popularmente conhecidas como araca. A Psidium cattleyanum S. é uma delas, que
pode ser considerada a mais amplamente estudada ao longo dos anos (SILVA et al.,
2021). Isso pode ser atribuido a P. cattleyanum conter frutos com qualidade de
interesse comercial, além de possuir importancia na industria farmacéutica, pois
apresenta atividade antioxidante, antifungica e antimicrobiana (CASTRO et al., 2015;
MEDINA et al., 2011; SANTOS et al., 2007; SCUR et al., 2016). Outras espécies, como
a Psidium gaudichaudianum P. & F., ainda s&o pouco exploradas, o que representa
uma oportunidade de conhecer, desenvolver e potencializar as aplicacées dessa
planta. Uma vantagem da obtencdo de OEs utilizando as aragds ao invés das
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goiabeiras é que, de forma geral, estas possuem maior rendimento de OE foliar
(MENDES et al, 2017, 2023). Comumente, os OEs de Psidium apresentam
majoritariamente compostos de natureza sesquiterpénica, sendo o [-cariofileno o
principal deles. Logo, ao utilizar o B-cariofleno com a mesma finalidade do OE de
Psidium, pode-se verificar se ocorre sinergismo dos compostos ou se o B-cariofileno
€ 0 mais importante.

Dentre as aplicagoes dos OEs de Psidium, citadas anteriormente, destaque é
dado a atividade larvicida em Aedes aegypti, além de herbicida, ainda nao relatada na
literatura, e citogenotoéxica, que foram alvo deste trabalho. O A. aegypti é um vetor de
arbovirus, como a dengue, e a principal estratégia para controlar a propagacao de
larvas e mosquitos sao produtos quimicos sintéticos como os piretroides (YANG et al.,
2020). Porém, apesar da sua eficacia no combate ao A. aegypti, estudos mostram que
seu uso continuo tem gerado insetos resistentes, sendo necessarios o uso de
métodos alternativos, como a utilizacdo de OEs (SMITH; KASAI; SCOTT, 2016). Outra
aplicacao relevante dos OEs ocorre em plantas invasoras que crescem de forma
espontanea e indesejada em plantagdes de milho e trigo, por exemplo, causando
perda da produtividade da cultura e prejuizo econémico (EL-ALAM et al., 2020; PAINI
et al., 2016).

Dessa forma, os OEs possuem multiplas aplicagdes bioldgicas, porém apesar
da sua eficacia in vitro, estes possuem solubilidade aquosa limitada e suscetibilidade
a degradacao quando expostos a fatores ambientais (MOSSA, 2016). Com isso, 0s
OEs néo podem ser aplicados na pratica, como por exemplo em possiveis criadouros
de larvas ou em plantagdes agricolas, pois ndo se solubilizam em agua e volatilizam
facilmente. Dessa forma, métodos para proteger os OEs desses fatores externos tém
sido desenvolvidos como forma de ampliar as suas aplicagdes e gerar interesse na
sua obtencao a nivel industrial. Estes métodos vao desde formulacdes de emulsdes,
capsulas até complexos de inclusdo. Os complexos de inclusdo com oligossacarideos,
como a 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD), apresentam vantagens em
relacdo aos outros métodos, pois podem ser biodegradaveis, sdo sollveis em agua e
nao necessitam da utilizacao de surfactantes para serem produzidos.

Diante do que foi apresentado e considerando as potencialidades dos OEs das
espécies de Psidium, o objetivo inicial deste trabalho foi obter os OEs foliares de P.
guajava, P. cattleyanum e P. gaudichaudianum, além do B-cariofileno. A partir deles,
produzir complexos de inclusao com alta eficiéncia de complexacao e utilizar técnicas
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analiticas para confirmar que eles foram preparados corretamente. Por fim, aplica-los

de forma eficiente em larvas de A. aegypti e em plantas invasoras.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

Obter complexos de inclusao (Cls) dos éleos essenciais (OEs) das folhas das
espécies P. guajava, P. cattleyanum, P. gaudichaudianum e [-cariofileno em 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) e avaliar a atividade larvicida em A. aegypti,
herbicida em plantas invasoras e citogenotéxica em planta modelo.

2.2. Objetivos especificos

Identificar e quantificar os compostos quimicos dos OEs das folhas da cultivar
Século XXI da P. guajava, P. cattleyanum, P. gaudichaudianum e [-cariofileno por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia
a gas com detector de ionizagao de chama (GC-FID).

Estudar a variabilidade quali e semiquantitativa da composicdo quimica dos
OEs.

Obter o Cl do OE da P. guajava em HPBCD por meio de dois métodos fisicos:
liofilizacdo e maceragao. Avaliar o melhor método de preparo dos Cls para os OEs de
Psidium e otimiza-lo por meio do delineamento composto central rotacional.

Utilizar técnicas analiticas para confirmar a complexacao e caracterizar o Cl
obtido (UV-Vis, FTIR, TGA, DLS, XRD e TEM).

Verificar a liberagcdo do OE de P. cattleyanum complexado por meio de uma
membrana de dialise nos meios: solucdo aquosa com DMSO e em acetonitrila.

Avaliar a atividade larvicida dos OEs de P. guajava e P. cattleyanum dos Cls
em A. aegypti.

Avaliar a atividade herbicida do OE de P. gaudichaudianum e B-cariofileno em
plantas invasoras Lolium multiflorum e Bidens pilosa e citogenotoxica em células

meristematicas da raiz da planta modelo Lactuca sativa.
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1.1. Goiabeira

As goiabeiras (Psidium guajavalinnaeus) pertencem a familia Myrtaceae, que
compreende cerca de 370 géneros e 14000 espécies, que se distribuem
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais do mundo (“WCSP”, 2023).
As goiabeiras séo classificadas como arvores de tamanho médio, perenes e frutiferas
(Fig. 1). Suas folhas apresentam cerca de 20 cm de comprimento, com peciolo curto
e nervuras na parte inferior. Possuem flores hermafroditas e geralmente brancas
(GRESSLER; PI1ZO; MORELLATO, 2006). O fruto da goiabeira é constituido por

casca, polpa e semente.

Figura 1. Cultivar Século XXI da espécie Psidium guajava.

Fonte: O autor.

O Brasil esta entre os principais produtores mundiais de goiaba e a maior parte
da producéao do pais € destinada a industria de alimentos para produzir doces, sucos,
geleias e polpa congelada (VITTI; LIMA; MARTINES FILHO, 2020). Psidium é
originario da palavra “psidion”, que significa morder, em referéncia ao sabor agradavel
dos frutos (FRANZON et al., 2009). Além de ser rica em antioxidantes e vitaminas, a
goiabeira é considerada uma planta medicinal, contribuindo com o tratamento de
diversas doencas: disturbios respiratérios e gastrointestinais, anti-inflamatério,
antidiarreico, anti-hipertensivo, entre outras (BARBALHO et al., 2012; JOSEPH,
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2011). A acéo fitoterapica da planta pode ser atribuida a presenca dos compostos
biologicamente ativos.

No entanto, para utilizar as plantas de forma mais eficiente & imprescindivel
estuda-las de forma aprofundada dentro do reino vegetal. Deve-se considerar que,
dentro de uma espécie de planta, existem grandes quantidades de variedades ou
cultivares. Cada uma delas possui caracteristicas unicas, pois em toda a estrutura da
planta a composicao quimica dos diferentes tecidos é variavel para cada cultivar.
Alguns fatores contribuem para essa diferenciacdo, podendo ser genéticos,
ambientais, estagio de desenvolvimento, tipo de tecido e os tratamentos pré e pos-
colheita da planta (KULHEIM et al., 2015; MORAIS, 2009). Todavia, o controle
genético parece ser de longe a fonte dominante de variagdo dentro de uma espécie
(MANGANARIS et al., 2018). Assim, a genética da planta deve ser estudada, visto
que cada cultivar tera particularidades que a distingue das demais. Com isso, €
possivel direcionar o uso das plantas de acordo com as maiores concentracbes dos
principios ativos e com outras caracteristicas de interesse dos produtores, como
produtividade e resisténcia.

Ao estudar a espécie Psidium guajava verifica-se a existéncia de muitas
cultivares registradas. Porém, as mais plantadas no Brasil, segundo a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), s&o: Paluma, Pedro Sato, Rica,
Século XXI, variagbes da Cortibel (Estado do Espirito Santo), Tailandesa, Ogawa,
Sassaoka e Kumagai (FLORI, 2016). Neste trabalho foi utilizada a variedade Século
XXI.

1.2. Araca

Psidium cattleyanum Sabine € uma planta que pertence a familia Myrtaceae e
€ conhecida popularmente como aracgazeiro, produzindo frutos denominados como
goiaba morango ou araca (Fig. 2) (CASTRO et al., 2015). Essa espécie € nativa do
Brasil, podendo ser encontrada tipicamente nos estados da Bahia ao Rio Grande do
Sul (PEREIRA et al., 2018). No entanto, P. cattleyanum se naturalizou em locais como
o Havai e muitas ilhas do Caribe, podendo assim ser encontrada pelo mundo em
regides de clima tropical, como América do Sul e Ameérica Central (PATEL, 2012).

P. cattleyanum é uma arvore ou arbusto frutifero de pequeno porte, cujos frutos
sao ricos em vitamina C, com casca de coloragdo geralmente amarela ou vermelha,

possuem 2,2 a 5 cm de diametro com polpa branca e numerosas sementes (PEREIRA
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et al., 2018). Suas folhas séo perenes, brilhantes e resistentes (PATEL, 2012). Essa
espécie possui importancia comercial atribuida aos seus frutos utilizados na industria
alimenticia (SANTOS et al., 2007). Além disso, P. cattleyanum possui importancia na
industria farmacéutica, pois apresenta atividade antioxidante, antifungica e
antimicrobiana (CASTRO et al., 2015; MEDINA et al., 2011; SCUR et al., 2016).

Figura 2. Psidium cattleyanum.

Fonte: O autor.

Psidium gaudichaudianum Proencga & Faria é uma planta que pertence a familia
Myrtaceae e é conhecida como araga, assim como a P. cattleyanum (Fig. 3). P.
gaudichaudianum é uma espécie nativa do Brasil pouco conhecida (SILVA et al.,
2021). O estudo dessas plantas € imprescindivel para o desenvolvimento da espécie
e seu uso sustentavel. Além disso, as espécies de araca tém uma quantidade de OE
foliar superior as goiabeiras, o que as torna mais viavel economicamente para essa
finalidade (MENDES et al., 2017, 2022, 2023).

Uma das grandes vantagens da utilizacdo de espécies de Psidium € sua
adaptabilidade a locais sob condicbes de estresse abidtico, incluindo escassez de
agua e temperaturas extremas (MEDINA et al., 2011). Apesar disso, existem muitas
espécies de Psidium ainda pouco exploradas em escala comercial e, muitas das
vezes, a producao € pequena e limitada a determinada regido, como é o caso da P.
cattleyanum e P. gaudichaudianum (FRANZON et al., 2009). No entanto, os frutos de
P. cattleyanum sao considerados os melhores entre as espécies de aragaizeiro
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(VIEIRA et al., 2006). Dessa forma, seu desenvolvimento e exploragdo contribuem

para a expansao da cultura e descoberta de novas aplicagdes.

Figura 3. Psidium gaudichaudianum.

Fonte: O autor.
1.3. Oleo essencial

Ao longo da histéria da humanidade héa varios registros da utilizacao de plantas
aromaticas em atividades, como: cerimdnias e adornos religiosos; formulacdo de
remédios; insumos naturais para as industrias de perfumaria e quimica (SANGWAN
et al., 2001). A utilizacdo de plantas e de seus derivados com acao repelente e
inseticida é tdo antiga quanto a civilizagdo humana, com relatos milenares no mundo
todo, como na China, india e no Tibete (BARROS; FEITOSA, 2019). A quantidade de
plantas aromaticas sendo utilizadas vem aumentando ao longo dos anos, como
consequéncia do desenvolvimento agricola e dos recursos genéticos para o cultivo
comercial (CHRISTAKI et al., 2020; GIANNENAS et al., 2020).

As goiabeiras sao arvores aromaticas e a partir de suas folhas é possivel obter
o OE. Os OEs sao produzidos e armazenados nas plantas em estruturas secretoras,
chamadas de tricomas glandulares (BISWAS et al., 2009). Os OEs fazem parte do
metabolismo secundario das plantas, contribuindo para a sua prote¢cdo, uma vez que
atrai polinizadores e dispersa predadores devido a sua volatilidade e composicao
quimica (KNAAK; FIUZA, 2010). Os metabdlitos primarios sdo fundamentais a
manutengdo das fungbes vitais da planta, enquanto os metabdlitos secundarios séo
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compostos de distribuicdo restrita, sem funcao evidente na manutengéo do ciclo vital
da planta (BARROS; FEITOSA, 2019). No entanto, o OE possui importancia ambiental
para a planta e essa propriedade desperta interesse no estudo dos seus compostos
guimicos. Além disso, os OEs e seus constituintes sdo considerados um dos bioativos
naturais mais importantes das plantas (OLIVEIRA-FILHO et al., 2018).

Os OEs sao misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas, constituidos na maioria das vezes por mono e sesquiterpenos.
Por serem formados majoritariamente por hidrocarbonetos, possuindo natureza
hidrofébica e densidade geralmente menor que a da agua, os OEs séo separados da
fase aquosa por decantagdo. Os OEs podem ser biossintetizados em diferentes
orgaos vegetais, como: flor, erva, broto, folha, fruta, galho, casca, semente, rizoma e
raiz (ASBAHANI et al., 2015).

Os constituintes comumente encontrados nos extratos vegetais ou OEs sao
derivados, principalmente da via biossintética de acidos graxos, fenilpropanoides ou
isoprenoides (DAVIET; SCHALK, 2010). Este ultimo da origem a maior classe de
metabdlitos secundarios das plantas, os terpenos, que exibem uma ampla diversidade
de estruturas e propriedades biolégicas (DAVIET; SCHALK, 2010).

Os terpenos sao derivados da condensacao de duas unidades de isopreno, que
possuem cinco carbonos: isopentenil difosfato (IPP) e seu isémero dimetilalil difosfato
(DMAPP) (BANDEIRA et al., 2011). Existem duas vias que levam a esses precursores:
mevalonato (MVA) e 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), ambos com esqueleto
isoprénico (TRAPP; CROTEAU, 2001) (Fig. 4). A sintese do IPP ocorre a partir do
acetil-CoA, que forma o intermediario MVA (LANGE et al., 2000). A via do MVA é
encontrada em fungos, animais e no citosol das plantas, enquanto a rota do MEP é
usada por bactérias e em plastideos vegetais (DAVIET; SCHALK, 2010; LANGE et al.,
2000). O IPP e DMAPP podem se condensar dando origem ao geranil difosfato (GPP),
gue possui 10 carbonos e é precursor da sintese dos monoterpenos (C1o). Através do
GPP, novas condensagbes com essas unidades isoprénicas podem ocorrer dando
origem ao farnesil difosfato (FPP), que possui 15 carbonos e € um precursor dos
sesquiterpenos (C1s) (HARADA; MISAWA, 2009). A adicao de outra molécula de IPP
forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), que contém 20 carbonos e é precursor dos
diterpenos (Czo). Por fim, FPP e GGPP podem dimerizar para formar triterpenos (Caso)
e tetraterpenos (Cao), respectivamente. Os terpenos que possuem apenas carbono e
hidrogénio podem ser classificados como hidrocarbonetos. Enquanto os que possuem
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0 oxigénio, além do carbono e hidrogénio, podem ser chamados de hidrocarbonetos

oxigenados.
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Figura 4. Via de sintese
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de terpenos em plantas.

Fonte: Adaptado de Trapp e Croteau (2001).

Ao avaliar os OEs das cultivares dentro de uma espécie, € possivel observar
variagao intraespecifica na composi¢cao quimica. Mendes et al. (2018) ao estudarem
a composi¢ao quimica dos OEs das folhas de 21 genétipos de goiabeiras, verificaram

variacbes quali

consequéncia de um redirecionamento da via metabdlica para producao de diferentes

compostos dependendo da necessidade da planta. Dessa forma, sempre que

e quantitativas. Variagdes qualitativas podem ocorrer como



27

possivel, é importante fazer a distincdo do gendtipo ou cultivar que esta sendo
utilizada, contribuindo para uma melhor comparagcdo de resultados com outros
trabalhos. Haja vista que a composicao intraespecifica varia significativamente.

Diversos métodos podem ser realizados para extrair os OEs, mas geralmente
€ utilizada a hidrodestilacdo. Para o emprego dessa técnica é necessario apenas um
aparelho Clevenger (ampola, trap e balao de fundo redondo) e uma manta aquecedora
(Fig. 5). A hidrodestilacao é um excelente método de extragdo, pois proporciona um
bom rendimento, € mais simples e rapida, com menor custo do que outras técnicas
para a obtencao de OEs (CHARLES; SIMON, 1990).

Figura 5. Aparelho Clevenger utilizado para hidrodestilagéo.

Fonte: O autor.

O estudo dos OEs bem como a sua aplicacdo tem despertado interesse de
pesquisadores em varias areas por ser produto natural e possuir inimeros beneficios.
Na literatura, sdo encontrados trabalhos que utilizaram os OEs na medicina, farmacia,
biologia, como cosméticos, alimentos, entre outros. Eles apresentaram atividade
citotdxica, antimicrobiana, antioxidante (KALLELI et al., 2019; MOTHANA et al., 2019;
YAZGAN; OZOGUL; KULEY, 2019), anti-inflamatéria (ALOLGA et al., 2019),
antibacteriana (JAMIL et al., 2016; OKOH; OKOH; OKOH, 2019; OLUGU et al., 2019),
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anticancerigena (TIAN et al., 2019), inseticida (GALLI et al., 2018; WANG et al., 2019),
larvicida (MENDES et al., 2017), na conservagao de alimentos (AMIRI et al., 2019;
FALOWO et al., 2019; SILVA et al., 2019; WU et al., 2019), na fragrancia de perfumes
(CHEN et al.,, 2019) e tecidos (STAN et al, 2019). Essas aplicacbes estao
relacionadas diretamente aos compostos bioativos dos OEs, sua concentracao e ao
sinergismo com o0s outros constituintes, dependendo da aplicacdo direcionada
(OLIVEIRA-FILHO et al., 2018).

Mesmo com o aumento da utilizacdo dos OEs, a comercializacdo desses
produtos naturais poderia ser ainda maior (BARROS; FEITOSA, 2019). O principal
motivo que impossibilita esse crescimento no mercado € que muitos deles néo
apresentam padronizagéo e controle de qualidade nas formulagées, fatores estes que
dificultam o registro fito-quimico (BARROS; FEITOSA, 2019). Ainda, é necessario que
o OE apresente constituicdo quimica estavel. Sendo assim, para a insercao dos OEs
de forma segura no mercado é imprescindivel cada vez mais estudos das cultivares,
dos compostos quimicos presentes nos OEs, suas concentragées, mecanismos de
acao, aplicabilidade e segurancga aos seres vivos.

1.4. Encapsulamento

Os OEs sao compostos volateis e facilmente degradados, o que pode
comprometer seus principios ativos. Dessa forma, os OEs podem sofrer oxidacao,
volatilizacao e modificacdo na composicao quimica quando expostos ao aguecimento
e luz (ASBAHANI et al., 2015). A oxidacao de compostos nos OEs pode levar a
formacao de produtos diferentes, alguns dos quais podem afetar o aroma e a
qualidade do éleo essencial. Para proteger os OEs de fatores externos, aumentar a
estabilidade e solubilidade em meio aquoso, além de criar resisténcia fisica e gerar
liberacdo controlada do material em determinado solvente, pode ser realizado o
encapsulamento (GUPTA; VARIYAR, 2016; HONG; PARK, 1999).

Para o uso do OE como larvicida em A. aegypti, por exemplo, € importante que
ele esteja solubilizado e estavel em meio aquoso por tempo suficiente para que os
ovos eclodam, as larvas se desenvolvam e sejam mortas (GUPTA; VARIYAR, 2016;
P. FERREIRA et al., 2019). Além disso, com o OE protegido, ocorre a integridade de
sua composi¢cado quimica e, por consequéncia, de suas bioatividades e isso pode

permitir sua comercializagdo com maior tempo de prateleira.
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Sendo assim, o encapsulamento € um dos métodos mais eficientes para a
formulacao de OEs bioativos, isso porque, além das vantagens citadas anteriormente,
pode mascarar odores desagradaveis e permitir sua utilizacdo em medicamentos,
alimentos, entre outros (ASSADPOUR; JAFARI, 2019; WADHWA et al., 2017). Nesse
processo, o material é envolvido por um revestimento ou é incorporado a uma matriz
homogénea ou heterogénea, formando pequenas capsulas ou complexos de inclusdo
(SAGALOWICZ; LESER, 2010; YAN et al., 2018). As interacOes entre o material de
revestimento e o OE podem formar emulsbes, capsulas e complexos de incluséo
(KFOURY et al., 2019). O sistema de encapsulamento a ser utilizado é selecionado
de acordo com o uso pretendido, que pode variar dependendo do tamanho, forma ou
natureza dos componentes que serdo encapsulados (RODRIGUEZ et al., 2016).

O revestimento utilizado para encapsular um determinado composto é
comumente constituido de lipidios ou polimeros, sendo chamado de carreador ou
material de parede (CORREA-FILHO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019). O
encapsulamento a base de lipidios possui algumas desvantagens, como: menor
capacidade de encapsulacdo e baixa solubilidade em agua (DAS et al., 2019;
EKAMBARAM; SATHALI; PRIYANKA, 2012; SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019).
Diante disso, muitos polimeros de origem natural, chamados de biopolimeros, tém
sido utilizados para encapsular materiais como os OEs (SHETTA; KEGERE;
MAMDOUH, 2019).

Os biopolimeros sao materiais oriundos de fontes renovaveis, como: quitosana,
quitina, albumina, globulina, maltodextrina e amido (PRAKASH et al., 2018). O amido
€ um polissacarideo que possui importancia nutricional e industrial, pois é fonte de
carbono e energia (VAN DER VEEN et al, 2000). Ele se encontra amplamente
distribuido em diversas espécies vegetais, como carboidrato de reserva, sendo
abundante em gréos de cereais, raizes e tubérculos (WALTER; SILVA; EMANUELLI,
2005). O amido € uma mistura de dois polissacarideos: amilose e amilopectina. A
amilose é formada por unidades de glicose, D-glicopiranose, unidas por ligacées a-
(1,4) glicosidicas, originando uma cadeia linear (Fig. 6). Enquanto a amilopectina é
formada por D-glicopiranose unidas em a-(1,4) e a-(1,6), formando uma estrutura
ramificada (DENARDIN; SILVA, 2009). As propor¢cdes em que estas estruturas
aparecem podem variar dependendo da fonte de amido, da variedade de uma espécie
e na mesma variedade, de acordo com o estagio de desenvolvimento da planta
(DENARDIN; SILVA, 2009).
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Figura 6. Estrutura da amilose (a) e da amilopectina (b).
Fonte: Adaptado de Corradini et al. (2005).

E possivel modificar enzimaticamente o amido em ciclodextrina (CD) através
da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), que permite a formagcdo de
cavidades hidrofobicas e superficie hidrofilica (CHAROENLAP et al., 2004). Para isso,
ocorre uma reagao de ciclizagdo, com ataque as cadeias de glicose com extremidades
nao redutoras (Fig. 7) (SCHMID, 1989). De acordo com a clivagem, ciclos maiores
podem ser formados a partir de quantidades superiores de unidades de glicose,
formando oligossacarideos. Assim, as CDs podem formar complexos de inclusdo com
os OEs e fazem parte das aplicacdes da quimica supramolecular, que possibilita a
formacao de nano ou microestruturas (OGOSHI; HARADA, 2008).

D)
— €
Figura 7. Representacdo esquematica da reacao de ciclizagdo do amido catalisada

pela CGTase. A esfera cinza representa a molécula de glicose sem extremidade

redutora; a esfera branca representa a molécula de glicose com extremidade redutora.
Fonte: Adaptado de Van der Veen et al. (2000).
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1.5. Quimica supramolecular

A quimica supramolecular é definida como a "quimica além da molécula" e se
baseia na associacdao de moléculas, visando a obtencdo de uma determinada
propriedade ou funcionalidade (ARAKI; TOMA, 2002; GODOY NETTO; FREM;
MAURO, 2008). Trata-se da formacdo de estruturas organizadas de alta
complexidade, resultantes da associacdao de duas ou mais espécies quimicas, que
podem estar unidas por interacoes intermoleculares como: ligacées de hidrogénio e
forgas de Van der Waals (GODOY NETTO; FREM; MAURO, 2008). As CDs estéao
entre as moléculas mais importantes estudadas pela quimica supramolecular, pois
sao capazes de formar complexos de inclusdo com muitas substancias, que passam
a ter suas propriedades alteradas pela complexacao (VENTURINI et al., 2008;
VILLALONGA; CAO; FRAGOSO, 2007). Assim, a capacidade que as CDs tem em
interagir com os compostos presentes nos OEs, que se hospedam em suas
cavidades, permite transforma-los para trazer beneficios e ampliar suas aplicacoes
(VENTURINI et al., 2008).

1.6. Ciclodextrina

As CDs foram isoladas pela primeira vez em 1891 como produtos de
degradacao do amido (VENTURINI et al., 2008). A CD é um oligossacarideo e um
agente complexante formado, geralmente, por 6, 7 ou 8 unidades (a, 8 ou y-CD,
respectivamente) de D-glicopiranose ligadas por ligacdes a-(1,4) glicosidicas (Fig. 8)
(VAN DER VEEN et al., 2000).

oH oH k
~0. D
0, &_D ~OH . I \4/ ):0
e L AL,
/ N ot — e, / " g OH o on
o-J/ HD/ OH v HO o HO COH r\ ¢ o N OH {
HOL.Q o ro—{_p N )on wo __:/J\O \,\)z"“ ol %
r\DH we' \ R T Yom " or Ho N
CQ\ oH HO, ."O \ oH Ho /\]/\DH % oH o o
h N fan L - -
o -CH “ / OH o >—OH HO of —aOH 7
N/ HO™ ™0 N J N Hov-'\ d oH
] HO OH / 3 Ho HO & HO oH 0
Ho—/ ‘ / § o/ Ho— '. /;\ /O Ho, (‘\\,. Hij a.. ]/\/OH HO Jl'\’ O/
a L o | -
° ) o e o N
oH

(a) (0) (c)
Figura 8. Estrutura da a (a), 8 (b) ou y (c) ciclodextrina.
Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017).
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As CDs tém uma estrutura de um cone truncado e oco (Fig. 9) (VARAN et al.,
2017). Nele, as hidroxilas primarias e secundarias estao orientadas preferencialmente
para a parte externa, sendo capazes de formar ligagcdes de hidrogénio em agua
(MARQUES, 2010). As hidroxilas primarias ficam na parte mais estreita do cone e as
secundarias na borda mais larga (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; HARADA,;
TAKASHIMA; YAMAGUCHI, 2009). Sendo assim, a superficie da CD é hidrofilica
enquanto o interior do cone, com polaridade mais baixa, pode ser considerado uma
cavidade hidrofébica (VARAN et al., 2017). A parte interna é revestida por anéis
contendo hidrocarbonetos e éter, que estao interligados por ligagdes glicosidicas com
o oxigénio. Quando o interior da cavidade da CD é preenchido por uma molécula de
um composto hidrofébico, forma-se o complexo de inclusdo (Cl) (SUGANYA;
ANURADHA, 2017).

Figura 9. Forma geométrica da ciclodextrina.
Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017).

Sendo assim, os Cls podem ser solUveis em agua e conter compostos mais
apolares em seu interior. Os compostos aprisionados ou compostos ativos séo
chamados de hospedes e os que aprisionam sdao chamados de hospedeiros.
Geralmente, utilizando a CD, a estequiometria molar entre hospedeiro e héspede € de
1:1 (CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, 2013; FLORENCE; ATTWOOD, 20083;
GALVAO et al., 2019; HERRERA et al., 2019; KFOURY et al., 2019; MAGALHAES et
al., 2020; MARRETO et al., 2008; PANDIYAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019).

Para produzir a CD, os amidos de milho e batata sdo as fontes mais utilizadas
(MARQUES, 2010). Como a maioria das CDs possuem baixa toxicidade ao meio
ambiente e aos seres humanos, além de serem biodegradaveis, sdo muito utilizadas
pelas industrias farmacéutica e alimenticia (SU et al., 2019; VAHEDIKIA et al., 2019).
As CDs sao capazes de solubilizar farmacos pouco solUveis em meio aquoso e
entrega-los a membrana lipofilica, através da difusdo passiva, em que os farmacos se

difundem através da membrana celular de uma regido de alta concentracéao,
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complexado na CD, para outra de baixa concentracdao (JANSOOK; OGAWA;
LOFTSSON, 2018). Assim, é possivel desenvolver uma formulagao tépica que atue
na liberagdo do composto ativo.

As diferencas fisico-quimicas entre as CDs estdo apresentadas na Tabela 1 e
demonstram que o aumento da quantidade de anéis é diretamente proporcional aos
didmetros interno e externo e a massa molar. As alturas do cone sdo as mesmas para
as CDs. Em relacao a solubilidade em agua, a 8-CD tem menor valor e a y-CD é a
mais soltuvel. As constantes de estabilidade (K) dos Cls foram obtidas através da
literatura publicada utilizando as 3 CDs com diferentes hospedes na razdo molar 1:1
(CONNORS, 1995). Os dados obtidos demonstraram que os Cls com a 8-CD sao mais
estaveis do que a a e y-CD. Esses parametros auxiliam na escolha da CD a ser
utilizada de acordo com a finalidade desejada.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da a, 8 e y-ciclodextrina.

Tipo de ciclodextrina

a-CD B-CD y-CD
Diametro da cavidade / A 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Diametro externo / A 14,6 15,4 17,5
Altura do cone truncado / A 7.9 7.9 7.9
Massa molar / g mol’ 972 1134 1296
Solubilidade em agua / mg mL"; 25 °C 145 18,5 232
Ki:1 / L mol'2 130 490 350

aValor médio da constante de estabilidade de complexos de inclusdo na razdo molar 1:1 (h6spede:CD)
em solucdes aquosas a 25 °C.
Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017), Brewster; Loftsson (2007) e Connors (1995).

Em solucdo aquosa, a cavidade da CD, que € mais apolar em relacado a
superficie, &€ ocupada por moléculas de agua, estas podem ser facilmente substituidas
por um hospede que seja menos polar, considerando que a interagdo apolar-apolar é
mais favoravel (VENTURINI et al., 2008). Além disso, as moléculas de agua possuem
elevada entalpia, e quando substituidas por moléculas héspedes de menor entalpia,
contribuem para a estabilizacdo do complexo de inclusdo, pois promovem alivio da
tensédo de conformacdo da CD (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; VENTURINI et al.,
2008). Sendo assim, a complexacao de compostos apolares se trata de um processo
energeticamente viavel por promover uma alteragéo favoravel de entalpia, aumento
da entropia e reducéo da energia total do sistema (BREWSTER; LOFTSSON, 2007;
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DE LIMA; ALVES; DE SANTANA, 2012). Devido a essas vantagens e a simplicidade
para formar os Cls, as CDs vem sendo cada vez mais utilizadas. As forgas de Van der
Waals, envolvendo interacbes dipolo-induzido e dipolo-dipolo, e ligagdes de
hidrogénio entre hospede e hospedeiro, também contribuem para formacédo e
estabilizagcao dos Cls (DE LIMA; ALVES; DE SANTANA, 2012).

1.6.1. 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina

As CDs naturais (a, B8 e y-CD) possuem solubilidade aquosa variavel, o que
significa que alguns Cls formados poderdo precipitar em agua ao invés de serem
solubilizados (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Assim, ao longo dos anos, o uso das
CD naturais vem dando espaco aos seus derivados semissintéticos. O tamanho da
cavidade da a-CD é insuficiente para complexar muitos medicamentos e a y-CD é de
alto custo (VARAN et al., 2017). A B-CD possui solubilidade relativamente baixa,
porém forma Cls de alta estabilidade com tamanho da cavidade adequada para
complexar compostos com massa molar entre 200 e 800 g mol' (TAO et al., 2014;
TEIXEIRA et al., 2013). Sendo assim, ela &€ muito utilizada e pode ter a sua estrutura
modificada para aumentar a solubilidade. As CDs modificadas mais utilizadas sao: 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), sulfo-butil-éter-g-CD (SBBCD) e metil-3-CD
randomizada (RMBCD), que apresentam solubilidade em agua de aproximadamente
600, 500 e 500 mg mL', respectivamente (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Estes
valores sdo maiores do que as solubilidades das CDs naturais que foram
apresentados na Tabela 1. Além disso, apresentam maior capacidade de inclusdo e
maior estabilidade, devido as alteracbes das suas propriedades fisico-quimicas
originais (DE LIMA; ALVES; DE SANTANA, 2012).

Ciobanu, Landy e Fourmentin (2013) formaram Cls com 13 compostos volateis
utilizando a, B e y-CD e HPBCD. A capacidade de complexacédo utilizando esses
hospedeiros foi comparada e a HPBCD teve maior eficiéncia de complexar, além de
possuir maior solubilidade em agua quando comparada com as demais. Isso ocorre
porque a presenca de grupos hidroxipropil estende a regiao hidrofébica da cavidade
da B-CD, podendo aumentar a estabilidade do complexo (JANSOOK; OGAWA;
LOFTSSON, 2018). Além disso, é importante ressaltar que na formacgéao do Cl apenas
a parte lipofilica da molécula pode se encaixar na cavidade da HPBCD (Fig. 10)
(JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018; MARQUES, 2010).
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Figura 10. Complexacdo da HPBCD com o 6éxido de cariofileno, um composto

comumente encontrado em 6leos essenciais.

Fonte: O autor.

Considerando a alta eficiéncia para complexar e a estabilidade do complexo
formado, a HPBCD vem sendo muito utilizada (Fig. 11). Os grupos OH dos carbonos
2, 3 e 6 da CD podem sofrer modificacao estrutural sem o risco de eliminar a cavidade
central (MARQUES, 2010). No entanto, os grupos OH no carbono 6 da CD sao os
mais reativos, interagindo mais com o héspede (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Por
esse motivo, para obter melhor complexagao da HPBCD com os compostos que serdo
incluidos, as modificacbes nas CDs geralmente ocorrem no carbono ligado as
hidroxilas primarias. O numero de radicais 2-hidroxipropil nos anéis da §-CD pode ser
variavel dependendo do fabricante do reagente, podendo ser uma ou mais

substituicoes.

Figura 11. Estrutura da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Fonte: O autor.
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1.7. Técnicas de preparacao dos complexos de inclusao

A formacéao dos Cls pode ser considerada uma técnica simples. Quando ocorre
a mistura de OE e HPBCD, ao realizar algum método fisico como macerar ou agitar,
pode favorecer a complexagdo. Para produzir complexos de inclusdo com Oleos
essenciais permitindo sua aplicagdo, diversos métodos sao utilizados. Estes podem
ser divididos em métodos quimicos: polimerizagdo em emulsdao; métodos fisico-
quimicos: coacervacao, encapsulacao lipossémica; métodos fisicos: gelificacao
ibnica, liofilizacdo (freeze-drying), secagem por pulverizagdo (spray-drying),
maceragao (kneading) (BRASILEIRO, 2011; FAVARO-TRINDADE; DE PINHO;
ROCHA, 2008; SHAH et al., 2016).

Dessa forma, quando as moléculas de OE sao incorporadas as cavidades das
CDs podem sofrer alteracdes nas propriedades fisico-quimicas (SINGH et al., 2010).
Os métodos mais utilizados para preparar Cls sdo: maceragdo, co-precipitacao,
liofilizacao e secagem por pulverizagcao (MARQUES, 2010). Dentre estes, a liofilizagao
e a maceracao foram utilizadas para a realizacao destes experimentos, conservando
o OE aprisionado e produzindo um material sélido.

Em relacdo ao tamanho da escala micro ou nano para os Cls ndo ha um
consenso entre os autores. Alguns pesquisadores consideram que o tamanho nano
varia entre 1 e 1000 nm e a escala micro comecaria a partir de 1 até 1000 ym de
diametro (SUGANYA; ANURADHA, 2017; WHELEHAN; MARISON, 2011). No
entanto, outros autores consideram que apenas os Cls com didmetro entre 1 e 100
nm podem ser considerados nano (JOYE; MCCLEMENTS, 2014). Para a realizagao
deste trabalho, como critério de classificagao dos Cls obtidos, em relagdo ao tamanho,
ser4 adotada a escala nanométrica considerando de 1 a 100 nm. E importante
ressaltar que para ser considerado nano ou micro material, ndo basta a amostra ter
apenas um tamanho reduzido, € necessario que esta apresente modificacado em suas
propriedades originais, gerando outras funcionalidades (ZARBIN, 2007).

As principais vantagens de utilizar materiais com tamanho relativamente
pequeno esta relacionada a elevada area superficial, resultando em maior interacéao
dos compostos com o0 organismo alvo em que sera aplicado. A literatura relata que
nanomateriais, como nanocdpsulas contendo OE, apresentam melhor atividade
antibacteriana e antimicrobiana (ASSIS et al., 2012; SHETTA; KEGERE; MAMDOUH,
2019).
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1.7.1. Complexo de inclusao com secagem por liofilizacao (freeze-drying)

O CI pode ser preparado misturando o OE com a HPBCD em &agua numa
proporcao definida previamente, e o sistema € deixado sob agitacao por certo tempo
(RAKMAI et al., 2016). A dispersao formada é levada ao ultra freezer e posteriormente
ao liofilizador (Fig. 12). A liofilizacdo é reconhecida como um dos melhores métodos
para produzir produtos secos de alta qualidade (CALVO et al., 2011). Essa técnica
tem sido aplicada principalmente para a formagéo de Cls com CD, especialmente a
HPBCD (RAKMAI et al., 2016). Ao comparar metodologias de secagem de materiais
encapsulados por liofilizacdo e pulverizagcédo, concluiu-se que a liofilizacdo € uma
técnica mais eficiente, pois conserva melhor o material (SEREGELJ et al., 2019). Isso
ocorre porque essa técnica possibilita a passagem da agua contida nos Cls do estado
sélido (congelado) para 0 gasoso sem passar pelo estado liquido (sublimagéo). O
processo de liofilizacdo consiste na sublimagdo em trés etapas: congelamento e
secagem primaria e secundaria sob alto vacuo. Assim, essa técnica possibilita
condicdes de secagem mais suaves do que a secagem por pulverizacdo, uma vez que
utilizam menores temperaturas e vacuo, evitando a oxidacdo e a modificacdo da
composicao quimica do OE (RODRIGUEZ et al., 2016). Portanto, a liofilizagao é uma
técnica adequada para ser utilizada em produtos sensiveis ao calor como os OEs
(JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

Figura 12. Liofilizador.

Fonte: O autor.
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1.7.2. Complexo de inclusao com maceracao (kneading)

Este método pode ser considerado o mais comum, pois fornece um bom
rendimento e possui baixo custo para preparar os Cls (PATIL et al., 2010). Para a
realizagdo dessa técnica, inicialmente, o OE é adicionado a CD (Fig. 13A) e misturado
sob presséo por um tempo determinado (Fig. 13B). Em seguida, € acrescentada uma
pequena quantidade de um solvente, como etanol ou agua, formando-se uma pasta
do OE com a CD (Fig. 13C) e ao continuar a maceracgao esta é entao seca (Fig. 13D)
(MARQUES, 2010). O sdlido obtido é levado ao dessecador sob vacuo (Fig. 13E). Ao
realizar essa técnica manualmente, a reprodutibilidade pode ser baixa (MARQUES,
2010). Logo, para uma preparacdo em larga escala seria adequado usar um
equipamento automatico para padronizar a forca e velocidade empregados.

Figura 13. Obtencao do complexo de inclusao utilizando a maceragao.

Fonte: O autor.
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1.8. Técnicas analiticas de caracterizacao dos complexos de inclusao

A comprovacao da formagao dos Cls entre o OE e a HPBCD, bem como sua
caracterizacdo, requer o uso de varias técnicas analiticas. As alteracoes fisico-
quimicas das propriedades dos materiais podem ser observadas quando o0s
compostos presentes no OE s&o incorporados na cavidade da HPBCD (GOMES et
al., 2014). Os resultados obtidos devem ser avaliados em conjunto e, a partir das
informacdes adquiridas, pode-se verificar, por exemplo, a eficiéncia de complexacao,
o melhor método fisico para formar os Cls, a sua estabilidade térmica, tamanho, entre
outros parametros.

As principais técnicas analiticas usadas para a caracterizagao de Cls de OEs
em CDs sao: espectroscopia na regidao do ultravioleta e visivel (UV-Vis),
espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
analise termogravimétrica (TGA), espalhamento dindmico de luz com potencial Zeta
(DLS), difratometria de raios-X (XRD) e microscopia eletrénica de transmissao (TEM).
Todas essas analises nao sao destrutivas, com excegéao da TGA.

A quantificacdo dos compostos presentes no OE, que foram aprisionados na
HPBCD apds o processo de complexacdo, pode ser determinada através da
espectroscopia na regiao do UV-Vis (WANG; JIANG; LI, 2009). Essa técnica tem sido
amplamente utilizada para caracterizar e quantificar analitos em diversas areas, como:
agricola, farmacéutica e biomédica (SANCHEZ ROJAS; BOSCH OJEDA, 2009). Para
uso dessa técnica, sdo preparadas solugdes de concentracdes crescentes do OE em
um solvente adequado, posteriormente, é realizada a leitura da absorbéncia nos
comprimentos de onda (A) desejados, normalmente de 190 a 800 nm. A partir da
absorbancia obtida no A de maxima absorcdo (Amax), a curva analitica pode ser
construida, cujos pontos sdo submetidos a regressao linear pelo Método dos Minimos
Quadrados. Com o OE removido do ClI, pode ser realizada a leitura utilizando o
espectrofotdmetro no Amax €, finalmente, o valor de absorbéancia obtido € utilizado na
equacao da regressao linear obtida para encontrar a concentracdo do OE. Desse
modo, € possivel quantificar os compostos ativos complexados.

A FTIR utilizando a regiao do infravermelho médio pode ser empregada para
detectar as vibragdes das ligagdes quimicas presentes nas moléculas e, portanto,
fornece informagdes sobre grupos funcionais dos compostos presentes na amostra.

Essa técnica permite a andlise quali e quantitativa dos compostos organicos, pois
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cada ligacdo, com o momento dipolar diferente de zero, possui modos de vibracao
caracteristicos e dao origem a bandas no espectro na regido do infravermelho em
nuameros de onda especificos e com intensidade proporcional a concentracao
(BARBOSA, 2007). Alteragbes na forma, posigao e intensidade das bandas de
absorcdo ou ainda a observacdo de novas bandas no espectro podem indicar a
formacéao dos Cls (WADHWA et al., 2017).

Para verificar a estabilidade térmica das amostras de OE, da HPBCD e dos Cls
a TGA pode ser realizada. A complexacao do OE na HPBCD pode ser confirmada com
a maior temperatura de degradacao dos Cls em relagdo ao OE. Assim, a protecao
térmica é verificada com o retardo da perda de massa dos Cls.

As medidas realizadas pela técnica DLS sé&o realizadas para determinar o
didmetro hidrodindmico das particulas e a distribuicdo de tamanhos ou indice de
polidispersao (PDI) utilizando as amostras de HPBCD e dos Cls. Além disso, outra
caracterizacdo que pode ser realizada € a medida do potencial Zeta (¢) (PZ). O PZ
mede o potencial elétrico no plano de cisalhamento, que fica entre a camada Stern ou
plano interno de Helmholtz e a camada difusa das particulas (Fig. 14) (ATTARD;
ANTELMI; LARSON, 2000; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Figura 14. Esquema da distribuicdo de cargas na vizinhanga de uma particula

carregada na interface solido-liquido.
Fonte: Adaptado de Jafelicci Junior; Varanda (1999).

A analise de PZ é realizada quando as particulas (HPBCD ou Cls) estdo sob
acao de um campo elétrico e alguns contra-ions sdo atraidos para a superficie da



41

particula, estes formam uma camada chamada de Stern (CODAY et al., 2015). Os
contra-ions tém uma alta concentragdo préxima a superficie da particula, que
gradualmente diminui com o distanciamento. O equilibrio dinAmico desses contra-ions
forma a camada difusa ou dupla camada, em que séo repelidos pela camada Stern
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). O PZ é medido na dupla camada ou plano
de cisalhamento, sendo uma medida indireta do potencial elétrico da superficie da
particula (CODAY et al., 2015).

O valor do PZ, em médulo, € uma grandeza diretamente proporcional a
estabilidade fisica da suspenséo contendo a amostra, pois altos valores indicam maior
intensidade de forgas repulsivas, proporcionando a diminuicdo de agregagdo do
material em funcédo das colisbes que podem ocorrer com as particulas adjacentes
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Logo, ao comparar o valor do PZ, em modulo, de duas
particulas diferentes, geralmente, a que apresentar o maior valor tera menor tamanho
das particulas devido a menor formacao de aglomerados.

A medida do PDI indica se a distribuicdo dos didametros das particulas em
solugéo € muito variavel ou nao. Esse parametro vai de 0 a 1; um sistema com PDI <
0,1 é considerado altamente monodisperso, valores entre 0,1 e 0,4 séao
moderadamente  polidispersos e > 0,4 sdo altamente polidispersos
(BHATTACHARJEE, 2016).

Com o objetivo de caracterizar o perfil cristalografico de amostras e comprovar
a ocorréncia de eventos associados a alguma reacao ou interagao quimica pode ser
realizada a XRD (GAO et al., 2019b). Essa técnica permite avaliar possiveis alteracbes
do difratograma da HPBCD em relagao ao perfil cristalino apresentado pelo Cl formado
pela HPBCD com o OE. Considerando que o OE, que se apresenta no estado liquido,
nao possui padrdao de difracdo, qualquer variacdo do difratograma pode indicar a
complexacdo. Isso porque a introducdao de moléculas mais volumosas podera
organizar melhor a HPBCD para complexar o OE (MAGALHAES et al., 2020). Dessa
forma, a formacao de complexos de inclusdo pode ser comprovada pela alteracao de
certos picos, como: deslocamento, mudanca na forma, desaparecimento ou
aparecimento de alguns novos picos (CHAUDHARY; PATEL, 2013; WADHWA et al.,
2017).

A TEM é uma outra técnica que permite auxiliar na confirmacéo da formacéao
de Cls de OE em CD. As imagens obtidas podem exibir o tamanho das particulas de
uma amostra, seu formato, se ha a tendéncia de formar aglomerados, e até permitir a



42

identificacdo do OE dentro da HPBCD, de acordo com as variagdes das tonalidades
de cinza (OZDEMIR et al., 2018). As regides mais escuras podem representar o feixe
de elétrons sendo barrado e regides mais claras podem exibir onde ha maior
guantidade de elétrons transmitidos, assim, pode-se inferir que existem diferentes
materiais nos Cls (PIRES et al., 2019b). Tons mais claros podem estar relacionados
ao OE e cores mais escuras a HPBCD, sendo um indicativo de que a complexagao

ocorreu.
1.9. Atividade larvicida em Aedes aegypti
1.9.1. Aedes aegypti

O arbovirus € um virus que usa artropodes, a exemplo dos mosquitos, como
seu principal vetor de transmissdo (CLETON et al., 2012). Dessa forma, o virus &
transmitido principalmente aos seres humanos através da picada de mosquitos
fémeas do género Aedes que estao infectados (Fig. 15). Quando um mosquito nao
infectado pica uma pessoa com a doenga, apos o periodo de incubacao do virus,
passa a ser um vetor por toda a sua vida e essa transmissao € chamada de horizontal
(FERREIRA-DE-LIMA; LIMA-CAMARA, 2018). Outra forma de transmissao do virus é
a vertical que se refere a transferéncia de alguns arbovirus do progenitor feminino
infectado para alguma parte de sua prole no ovario ou durante a oviposicao
(FERREIRA-DE-LIMA; LIMA-CAMARA, 2018).

o
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0 infectado com o virus 9

Mosqwto Aedes
nao infectado com

o virus pica .
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sem a doenga

Pessoa infectada
com o virus

Figura 15. Ciclo de transmiss&o de doencas transmitidas pelo arbovirus.

Fonte: O autor.
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Os mosquitos do género Aedes pertencem a classe Insecta, ordem Diptera e a
familia Culicidae. O Aedes aegypti L. é nativo do continente africano, porém,
atualmente, encontra-se disseminado predominantemente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, com destaque para: Américas, Africa, Asia e Oceania
(BARROS; FEITOSA, 2019; COSME et al., 2020). O aumento de sua proliferacao e,
consequentemente, das doencgas virais transmitidas pelo mosquito Aedes estédo
intimamente associadas a crescente urbanizacdo e as mudancas climaticas (WHO,
2017).

A dengue, uma das doengas transmitidas pelo mosquito do género Aedes,
causa cerca de 22.000 mortes por ano no mundo e ja alcangou mais de 100 paises
(KABIR et al., 2021). Aproximadamente metade da populacdo mundial vive
atualmente em éareas ambientalmente adequadas para a transmissdo da dengue
(MESSINA et al., 2019). Foram feitas projec6es da distribuicdo global da dengue em
2050 e 2080 (Fig. 16). As previsdes realizadas se basearam na analise de um conjunto
de variaveis para caracterizar com precisao a distribuicao da dengue. Estas foram: (1)
adequacao da temperatura para a transmissdo da dengue; (2) precipitacdo anual
cumulativa; (3) umidade relativa minima; (4) produto interno bruto (PIB) per capita; (5)
densidade da populacdao humana; (6) adequacdo ambiental para o Aedes aegypti
(MESSINA et al., 2019).
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Figura 16. Dados de adequagéo do ambiente para a dengue projetados para 2050 (a)
e 2080 (b). Areas classificadas como possivel contracdo, estabilidade e expanséo da

dengue de 2020 a 2050 (c) e de 2050 a 2080 (d).
Fonte: Adaptado de MESSINA et al. (2019).
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A adequacado ambiental € definida como a probabilidade condicional de
observar dengue em uma média de longo prazo, dado o estado do meio ambiente no
local (MESSINA et al., 2019). Este parametro varia de 0 a 1, sendo 0 um ambiente
totalmente desfavoravel para o mosquito Aedes e 1 totalmente favoravel a sua
sobrevivéncia e proliferacao.

Pode-se ver na Figura 16 o resultado que prevé altos niveis de adequagao
ambiental para a dengue em muitas areas dentro das zonas tropicais e subtropicais
em 2050 e 2080, que ja sao regides endémicas, com destaque para América do Sul,
Sudeste Asiatico e Africa Central. Esse crescimento serd em grande parte
impulsionado pelo aumento populacional e fatores climaticas favoraveis, como
aquecimento global e aumento das chuvas (MESSINA et al., 2019). A dengue é
causada por cinco sorotipos diferentes (NDII et al.,, 2021). As pessoas que foram
infectadas por um sorotipo ganham imunidade vitalicia aquele sorotipo, contudo, tém
maior chance de contrair as formas mais perigosas da dengue na infecgdo secundaria
(NDII et al., 2021).

As formas evolutivas do A. aegypti passam por quatro fases: ovo, quatro
estagios larvais (L1, L2, L3 e L4), pupa e mosquito. O periodo de cada fase de
desenvolvimento depende de caracteristicas intrinsecas de cada espécie (fatores
enddgenos) e das condicbes ambientais (fatores exdégenos, como temperatura e
sombreamento adequados, chuva, predadores, entre outros) (BARROS; FEITOSA,
2019). Em condi¢des favoraveis o ovo pode eclodir em até 48 h, porém, em condi¢des
desfavoraveis, como a falta de agua, pode demorar até cerca de 450 dias (BARROS;
FEITOSA, 2019; BRASIL, 2001).

Apoés a eclosao dos ovos, originam-se as larvas e depois as pupas, que nao se
alimentam e podem ser machos ou fémeas (TIMERMAN; NUNES; LUZ, 2012). Para
obter oxigénio atmosférico, as larvas posicionam-se na interface da agua com o ar e
adquirem posicao corporal perpendicular em relacdo a superficie da agua. A fase
larvaria é um periodo de alimentagdo e crescimento, em que a larva se alimenta
principalmente de material organico acumulado nas paredes e fundo dos recipientes
onde estiver (BRASIL, 2001). Em condicdes 6timas, o periodo entre a eclosao do ovo,
passagem pelos quatro estagios de desenvolvimento da larva e transformacao em
pupa é de cerca de cinco dias (BRASIL, 2001).

O estado pupal dura, geralmente, de dois a trés dias até evoluir para o mosquito
(BRASIL, 2001). A principal fonte de alimentacdo dos mosquitos é da seiva de plantas,
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no entanto, as fémeas do A. aegypti sdo hematdfagas, sendo uma ingestdo de
proteina necessdria para a formacdo dos ovos (BRASIL, 2001). As fémeas dos
mosquitos alimentam-se do sangue de animais invertebrados, com maior predilecao
pelo homem, principalmente durante o dia. Os machos vivem poucos dias, mas as
fémeas podem chegar a 100 dias de vida e durante esse tempo, uma Unica fémea
pode colocar até 300 ovos (BARROS; FEITOSA, 2019).

1.9.2. Atividade larvicida

A busca por larvicidas naturais, aplicados em A. aegypti, como os OEs, vem
crescendo pela elevada disponibilidade de muitas plantas, que sdo biodegradaveis,
com baixo custo e baixa toxicidade em organismos nao alvo. Atualmente sao
utilizados principalmente larvicidas sintéticos com grupos de compostos da classe dos
piretroides e organofosforados, como o temefds, sendo o seu uso excessivo causador
de resisténcia das larvas de mosquitos (LIMA et al., 2011; SIVABALAKRISHNAN et
al., 2023). Por isso, métodos alternativos sdo necessérios de serem estudados e
utilizados para essa finalidade, como os OEs.

Quando as larvas entram em contato com o OE téxico, os sintomas que a
maioria delas apresentam sao: excitagdo, convulsdo e hiperatividade (DIAS;
MORAES, 2014). Uma pesquisa utilizando o OE em atividade larvicida em A. aegypti
constatou que a letalidade se deu por um modo de acao neurotéxico, com ataque ao
sistema neuromuscular (AZEVEDO et al., 2018). Nao se sabe ao certo se a toxicidade
se deve ao contato ou a ingestdo do produto ou aos dois.

Outro trabalho realizado utilizando o OE em larvas de A. aegypti em estagio L4
constatou toxicidade neurocomportamental incluindo: coordenacdo prejudicada,
movimentos alterados, mordida agressiva ao sifao, incapacidade de subir a superficie
da agua, tremores e paralisia (KABIR et al., 2013). Todos esses sintomas relatados
foram observados nos experimentos realizados.

As larvas sao usadas preferencialmente em relagcao aos adultos por diferentes
razbes. Em termos de controle populacional, as larvas sédo alvos faceis para os
inseticidas, pois ndo voam e vivem em grupos, podendo ser encontradas e
exterminadas em grande numero de uma sé vez. As larvas de primeiro e segundo
instar sdo muito pequenas em comparacao com o terceiro e quarto instar. Logo, as
larvas maiores sdo mais faceis de manusear e de contar em ensaios toxicolégicos.

Além disso, L4 € o ultimo estagio antes da pupacgéo, que é um periodo de transicao
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para a idade adulta. Durante a transicdo, as larvas estdo sob a acéo de diferentes
reguladores de crescimento que podem interferir na passagem para o adulto, e varios
inseticidas atuam na transicdo do adulto em estagio L4. Por essas razdes, larvas em
estagio mais avancado de desenvolvimento sao utilizadas em bioensaios (Fig. 17).

Figura 17. Experimento larvicida com A. aegypti em estagio L4.

Fonte: O autor.

Para comparar a atividade larvicida do OE em solvente e do OE complexado
com HPBCD, alguns trabalhos foram selecionados. Em todos eles foram observados
que o OE contido nos Cls apresentou valor de CLso (concentragéo letal para matar
50% da populacao) préximo ao OE ndao complexado nos experimentos larvicidas em
A. aegypti (GALVAO et al., 2015, 2019; PANDIYAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019).
As avaliacbes de mortalidade ocorreram apéds 24 h de exposicdo do OE ou do Cl as
larvas. Além disso, os Cls sdo formados de um oligossacarideo derivado do amido,
que pode ser uma fonte de alimentacdo para as larvas, podendo favorecer a
mortalidade das mesmas através de um mecanismo de “cavalo de Troia” (P.
FERREIRA et al., 2019).

1.10. Ciclo celular e alteragc6es cromossomicas

A germinacdo de sementes e o crescimento das plantas ocorre através do
desenvolvimento correto das células, a partir de sua reprodugao e multiplicagdo. Os
trés processos fundamentais para o desenvolvimento do ciclo das células eucariéticas
sao: Mitose, citocinese e intérfase (Fig. 18). Cada um desempenha um papel
importante na divisao e reproducdo das células. O ciclo celular eucariético ocorre com
o crescimento das células e replicacao cromossémica, através da segregacao dos
cromossomos e divisao celular (AMABIS; MARTHO, 2009).
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Figura 18. Os eventos da divisdo celular eucariética vistos sob o microscopio.
Fonte: ALBERTS (2017).

Os cromossomos das células eucaridticas sao longos fios constituidos por uma
molécula de DNA associada a diversas proteinas, em um arranjo altamente complexo
(AMABIS; MARTHO, 2009). Os processos de divisdo nuclear (mitose) e divisdo celular
(citocinese), coletivamente chamados de fase M, normalmente ocupam somente uma
pequena fragcao do ciclo celular (Fig. 18) (ALBERTS, 2017). A fase M ocorre com a
segregacao dos cromossomos e divisao celular da copia dos cromossomos em duas
células-filhas geneticamente idénticas. A mitose contém cinco etapas: profase,
prometafase, metafase, anafase e teléfase (Fig. 18). Uma mudancga brusca no estado
bioquimico da célula ocorre na transicao da metafase a anafase (ALBERTS, 2017). A
célula pode fazer uma pausa antes desse ponto de transicdo, mas, uma vez
ultrapassado esse ponto, a célula continua até o fim da mitose e atravessa a
citocinese, chegando a interfase (ALBERTS, 2017). A anafase é uma etapa muito
importante, pois é onde ocorre a segregacao das cromatides. A outra parte do ciclo,
muito mais longa, € conhecida como interfase, que é a fase de crescimento e
duplicacdo do DNA (ALBERTS, 2017). Esses processos trabalham em conjunto para
garantir a reprodugéo e o crescimento adequados das células.

A citotoxicidade celular mede o efeito toxico de uma substancia, como o OE,
sob as células. Para avaliar a citotoxicidade pode-se utilizar o indice mitético. Esse
parametro corresponde a razao entre o numero de células em divisao e o numero total
de células observadas por lamina, que sdo 1000 (ALBERTS, 2017). A reducao do
indice mitético pode indicar alteracbes de acdo quimica no crescimento,
desenvolvimento e multiplicacdo celular, e como consequéncia, a germinagao € o

crescimento das plantas sdo afetados (ALBERTS, 2017). Assim, podem surgir
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anormalidades cromossdmicas, que sdo mudangas na estrutura e/ou numero de
Cromossomos.

A presencga de alteragdes cromossémicas demonstra o efeito genotdxico de
substancias. O mecanismo de agdo dessas substancias na célula pode ser
aneugénico (interfere no fuso mitético causando erros durante a segregacao) ou
clastogénico (induz a quebra no DNA). As cinco anormalidades cromossdmicas mais
comuns podem ser por agdo aneugénica (c-metafase, cromossomo aderente e
cromossomo nao orientado) ou clastogénica (ponte e quebra cromossémica) (Fig. 19)
(PARVAN et al., 2020).

A presenca de alteracdes nucleares demonstra o efeito mutagénico, sendo as
principais: nucleo condensado ou micronucleo, que ocorrem por efeito aneugénico.
Essas alteragdes celulares sdo manifestadas na germinagéo, crescimento radicular e
aéreo da planta, assim € avaliado a atividade herbicida ou fitotéxica. Normalmente
utilizam-se células de plantas modelo como alface (Lactuca sativa L.), que possuem
alta sensibilidade, um baixo numero de cromossomos e estes sdo relativamente
longos, o que facilita a visualizagdo microscépica (SANTIAGO et al., 2017; SILVEIRA
etal., 2017).

Bl

Figura 19. Ciclo celular: préfase (A), metafase (B), anafase (C) e teléfase (D).
Anormalidades cromossdmicas: profase com micronucleo (A1), metafase com
cromossomo aderente (B1), anafase com ponte cromossémica (C1), tel6fase com

quebra e ponte cromossémica (D1).
Fonte: Adaptado de SANTOS; SOMMAGGIO; MARIN-MORALES (2022).
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1.11. Plantas invasoras

As plantas invasoras ou ervas daninhas sao plantas que crescem
espontaneamente, como por exemplo Lolium multiflorum e Bidens pilosa L. Essas
espécies crescem, florescem, invadem e dominam o0s ecossistemas naturais e
plantacdes agricolas, por isso geralmente sao indesejaveis (DIAS; NOZARI;
SANTAREM, 2017).

Bidens pilosa pertence a familia Asteraceae e € popularmente conhecida como
picdo preto (Fig. 20) (DIAS; NOZARI; SANTAREM, 2017). Essa espécie é nativa da
América do Sul e atualmente € encontrada em muitos paises tropicais e subtropicais
do mundo (BORGES et al., 2013). B. pilosa é conhecida como uma planta invasora
que afeta o crescimento agricola de culturas de feijao, milho e sorgo (SOUZA; VELINI;
MAIOMONI-RODELLA, 20083).

Lolium multiflorum é conhecida como azevém e pertence a familia Poaceae
(Fig. 21). Essa espécie é uma graminea anual comum no oeste dos Estados Unidos
e em regides mais frias, como o sul do Brasil (FIRESTONE; JASIENIUK, 2012).
Embora o azevém seja utilizado como espécie forrageira durante o inverno, ele pode

se constituir em planta invasora em culturas como trigo e milho (ROMAN et al., 2004).

Figura 20. Bidens pilosa.

Fonte: Flora de Santa Catarina (encurtador.com.br/aciCU).



Figura 21. Lolium multiflorum.

Fonte: Flora campestre (encurtador.com.br/mpud0).
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CAPITULO 2

Preparacao de complexos de inclusao do éleo essencial de
Psidium guajava L. em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina pelos
métodos de liofilizacao e maceracao para aplicacao como larvicida

em Aedes aegypti L.
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RESUMO

Os produtos naturais, como os 6leos essenciais (OEs), tém sido cada vez mais
utilizados para controlar a proliferacao de larvas de Aedes aegypti, sendo o OE da
cultivar Século XXI (SEC) da espécie Psidium guajava promissora para essa
finalidade. No entanto, a baixa solubilidade aquosa e instabilidade ao calor, luz e
oxigénio do OE impedem a sua aplicacdo de forma mais ampla. Para superar essas
limitag6es foram preparados complexos de incluséo (Cls) do OE da cultivar SEC com
o oligossacarideo 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD) pelos métodos fisicos de
maceracao (KN) e liofilizacdo (FD), e estes foram utilizados como larvicidas em A.
aegypti. A complexacao foi comprovada através das técnicas analiticas: UV-Vis, FTIR,
TGA, DLS, XRD e TEM. Os Cls obtidos possuem tamanho nanométrico com diametro
de aproximadamente 80 e 40 nm, para KN e FD, respectivamente, grande estabilidade
térmica e tendéncia de aglomeracédo em solucao aquosa. A eficiéncia de complexacao
foi de 78,6% e 50,8% para KN e FD, respectivamente. A atividade larvicida em A.
aegypti do OE em DMSO foi de 51,49 e 64,51 ug mL' para ClLso e Cloo,
respectivamente. Para o Cl obtido por KN, a toxicidade foi de 77,54 e 107,29 g mL""
para CLso e ClLoo, respectivamente. O Cl pelo método de FD apresentou toxicidade
com concentragdes acima de 600 pug mL", sendo as larvas totalmente mortas com
1000 pug mL'. Dessa forma, FD ndo foi tdo eficiente quanto o método KN para
formacao de Cl e atividade larvicida. No entanto, os Cls, principalmente o obtido por
KN, possibilitam o uso de OE em criadouros de larvas de A. aegypti, sendo, portanto,

produtos potenciais a serem explorados comercialmente.

Palavras-chave: Encapsulamento. Nanomateriais. Produtos naturais. Goiabeira.
Dengue.
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1. INTRODUCAO

Os 0leos essenciais (OEs) sdo misturas de compostos volateis (principalmente
mono e sesquiterpenoides, benzenoides e fenilpropanoides) que se originam do
metabolismo secundario das plantas. Eles tém sido amplamente estudados e
utiizados com éxito na industria de cosmeéticos, farmacéutica e alimenticia
(DAMASCENO et al., 2019). Como os OEs sao produtos naturais facilmente obtidos
e com multiplas possibilidades de aplicagéo, conhecer a sua composicao quimica e
utiliza-lo de forma eficiente séao relevantes do ponto de vista econdmico e social.

Uma das utilizagdes dos OEs é como larvicida no combate ao Aedes aegypti L.
(Diptera: Culicidae) (SARMA et al., 2019). Os métodos de controle da propagacao do
A. aegypti sdo urgentes, uma vez que esta espécie é um vetor de patdégenos, como
dengue, chikungunya e Zika virus. Nos ultimos anos, o uso convencional de produtos
quimicos tem dado espaco a materiais de origem botanica. Muitos fitoquimicos de
varias espécies de plantas sdo avaliados quanto a sua acao larvicida e repelente
contra mosquitos, incluindo A. aegypti (GOVINDARAJAN et al., 2018).

Os OEs das folhas da goiabeira (Psidium guajava L.) demonstraram atividade
larvicida promissora contra o A. aegypti (MENDES et al., 2017). Os OEs das
variedades de P. guajava apresentam variagao significativa na composi¢ao quimica
e, dentre cinco cultivares estudadas, o OE mais promissor no combate as larvas de
A. aegypti foi oriundo de folhas da cultivar Século XXI (SEC) (MENDES et al., 2017).

No entanto, apesar dos OEs serem potencialmente nocivos a estes
organismos, algumas limitagdes inviabilizam seu uso direto em meio aquoso e
exposicdo ao ar livre devido a baixa solubilidade aquosa, alta volatilidade e
instabilidade na presencga de calor, luz e oxigénio (MOSSA, 2016). Além disso, os
componentes ativos sao perdidos ou degradados durante seu armazenamento. Uma
das alternativas para proteger o OE, aumentar a sua vida util e estabilizar os
compostos bioativos, € o encapsulamento (ASBAHANI et al., 2015).

Dessa forma, a utilizacdo dos OEs protegidos € uma alternativa viavel e
eficiente, pois esse processo favorece a solubilizagao dos OEs no ambiente, aumenta
sua estabilidade fisica, preserva o material contra reagdes de oxidacdo e diminui a
volatilidade dos constituintes (RODRIGUEZ et al., 2016). Neste contexto, utilizagédo
das ciclodextrinas, que sao oligossacarideos ciclicos produzidos pela degradagéo

enzimatica do amido, tém sido amplamente utilizadas devido a sua fonte natural
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renovavel e capacidade de formar complexos de inclusdo (Cls) (PARAMERA;
KONTELES; KARATHANOS, 2011). Além disso, alguns Cls de ciclodextrinas séao
soluveis em agua, facilitando a sua aplicacao para a eliminacao de larvas de A. aegypti
(GALVAO et al., 2015, 2019; HAMMOUD et al., 2020; MAGALHAES et al., 2020). Um
desses oligossacarideos é a 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD), que é
eficiente na protecéo de OEs e na formacgao de Cls em nanoescala.

Considerando as premissas mencionadas anteriormente, a presente
investigacao teve como objetivo produzir Cls do OE da cultivar SEC de P. guajava
com HPBCD com utilizando duas técnicas, maceracao (KN) e liofilizacdo (FD). Além
disso, os Cls obtidos foram caracterizados e a eficiéncia de complexagcdo das duas
técnicas foi comparada. Por fim, os materiais obtidos foram aplicados em ensaios
larvicidas contra A. aegypiti.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Padroes e reagentes

Os reagentes utilizados foram: 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD, Acros
Organics), hexano (CsH14, 95%, Didatica SP), 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH,
99%, Ultrapure Chemicals do Brasil), acido sulfurico (H2SO4, 98,08%, Alphatec), alcool
etilico (C2HsOH, 95%, Didatica SP), alcool isopropilico (CsH7OH, 99,8%, Merck),
acetonitrila (C2HsN, 99,9%, Sigma-Aldrich) e dimetilsulféxido (DMSO, 99,9%, Neon).

No preparo das solucdes utilizou-se agua tipo 1, obtida pelos sistemas Milli-Q
(Millipore Corporation) e PURELAB (PURELAB Ultra MK2).

2.2. Coleta e extracao do 6leo essencial das folhas de P. guajava

As folhas da goiabeira SEC foram obtidas no municipio de Alegre, no estado
do Espirito Santo, situado na latitude sul (20° 45’), longitude oeste (41° 31’) e altitude
de 254 metros. O pomar experimental utilizado nesse estudo estd localizado no
municipio de Alegre desde julho de 2013, sendo mantido sob condi¢des naturais, sem
quaisquer tratos culturais, como: irrigagdo, sombreamento e podas. O experimento foi
instalado com delineamento em blocos casualizados (DBC) no municipio de Alegre-
ES, sendo trés blocos. As folhas foram coletadas em janeiro de 2020 as 9 h da manha.

Foram realizadas coletas em torno da copa utilizando folhas que estavam entre jovens
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e velhas de todas as plantas e blocos, de forma a tornar aleatéria qualquer diferenga
entre elas. O material foi armazenado em sacos de papel e as folhas foram secas a
sombra e em temperatura ambiente (~25 °C) por cerca de uma semana. Na
sequéncia, as folhas foram armazenadas em freezer a -9 °C até a extracao do OE.

A cultivar Século XXI de Psidium guajava foi obtida de plantas adultas no
Viveiro  Frucafé, certificado pelo Ministério da Agricultura do Brasil
(http://sistemas.agricultura.gov.br/). Uma amostra de SEC foi coletada, seca e
depositada no herbario RB do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (RB00887286,
encurtador.com.br/auwAO).

O OE foi obtido através de hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, durante
quatro horas de extiracdo, de acordo com a metodologia recomendada pela
Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (SOUSA, 2019). Nas extragdes, realizadas
varias vezes, foram utilizadas cerca de 100 g de folhas secas em aproximadamente
1500 mL de agua tipo 1 (PURELAB Ultra MK2) em baldo de fundo redondo de 2000
mL. Os vapores de agua e OE se misturaram e, ap0s o resfriamento, ocorreu a
condensacao das moléculas, que foram separadas por diferenca de solubilidade e
densidade. A mistura de OE e agua foi colocada em eppendorf, centrifugada a 10000
rpm por 10 min e o OE foi removido com micropipeta e armazenado em freezer a -20

C, protegido de luminosidade.

2.3. Determinacao da densidade absoluta e rendimento da extracao do odleo

essencial

A densidade absoluta do OE da cultivar SEC da espécie P. guajava foi obtida
através da pesagem, em triplicata, de 100 uL do éleo em micropipeta. Foi utilizada
balanga analitica (ATX224, Shimadzu, Sdo Paulo) com quatro casas decimais.

O rendimento das extracées do OE foi determinado, em triplicata, pela razédo
entre a massa do OE extraido e a massa da planta seca, de acordo com a Equacéao
1.

Rendimento (%) = m:;z:z:'s;:;s:gf'(g’) x 100% (Eq. 1)
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2.4. Perfil cromatografico do 6leo essencial

A identificacdo e a semiquantificacdo dos constituintes do OE das folhas foram
realizadas utilizando a cromatografia a gas com detector de ionizacao de chama (GC-
FID QP2010SE, Shimadzu, Japao) e cromatografia a gas acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS QP2010SE, Shimadzu, Japao) de acordo com a metodologia de
Mendes et al. (2017). Essas analises foram realizadas na Central Analitica do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Para
essas caracterizacoes, as seguintes condicoes foram adotadas: o gas arraste utilizado
foi o He para os dois detectores com fluxo e velocidade linear de 2,80 mL min-' e 50,80
cm seg' (GC-FID) e 1,98 mL min' e 50,90 cm seg (GC-MS), respectivamente; a
temperatura do injetor foi de 220 °C na razao split de 1:30; coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionaria Rtx®-5MS (0,25 yum de espessura do
filme); a temperatura do forno teve a seguinte programacao: temperatura inicial de 40
°C, a qual permaneceu por 3 min e em seguida a temperatura foi aumentada
gradativamente a 3 °C min-! até atingir 180 2C, em que permaneceu por 10 min, tendo
um tempo total de analise de 59,67 min; as temperaturas que foram utilizadas nos
detectores FID e MS sao de 240 e 200 °C, respectivamente (SOUZA et al., 2017). A
amostra utilizada foi retirada do vial em um volume de 1 yL de uma solucéao de 3% de
OE em hexano 95%.

As andlises por GC-MS foram realizadas em um equipamento por impacto
eletrénico com energia de 70 eV; velocidade de varredura de 1000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmentos seg' e fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As
analises por GC-FID foram realizadas por uma chama formada por Hz e ar atmosférico
com temperatura de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL min-' e 400 mL min""
para Hz e ar, respectivamente.

A identificacdo dos componentes dos OEs foi realizada pela comparacéao dos
espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de dados da espectroteca
(Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelo indice de retencéo (IR). Para o calculo do IR, foi
utilizada uma mistura de alcanos saturados C7-Cso (Supelco, Estados Unidos)
submetida sob as mesmas condi¢des cromatograficas do OE e foi obtido o tempo de
retencdo ajustado de cada composto através do GC-FID. Em seguida, os IR
calculados para cada composto foram comparados com os da literatura (ADAMS,
2007; EL-SAYED, 2019; LINSTROM; MALLARD, 2018).
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O percentual relativo de cada composto do OE foi calculado através da razao
entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes da amostra com
area relativa acima de 5%. Esses dados foram obtidos pelas analises realizadas em
GC-FID.

2.5. Teste de classificacao de aldeidos e/ou cetonas no dleo essencial

A maioria dos compostos carbonilicos (aldeidos-cetonas) podem ter a carbonila
identificada pela reagdo com 2,4-DNFH (ENGEL et al., 2012). O preparo da solucao
de 2,4-DNFH foi realizado de acordo com Engel et al. (2012). Assim, 2,4-DNFH (3,0
g) foi dissolvido em H2SO4 concentrado (15 mL). Em seguida, agua tipo 1 (Millipore
Corporation) (23 mL) foi adicionada lentamente. Com a mistura sob agitacao, foi
adicionado élcool etilico 95% (75 mL) e apds o resfriamento da solugédo, esta foi
filtrada. Em seguida, uma aliquota de 1 mL do reagente 2,4-DNFH foi removida e 3
gotas de OE foram adicionadas sob agitacdo. Apds 15 min da reagéo, observou-se se
havia a formacao de um precipitado amarelo avermelhado, cujo teste positivo indica a
presenca de aldeido e/ou cetona.

2.6. Preparacao dos complexos de inclusao
2.6.1. Complexo de inclusao com secagem por liofilizacao (freeze-drying)

O Cl do OE de P. guajava em HPBCD foi preparado pelo método de inclusao
molecular e a secagem pelo método de FD, de acordo com Santos et al. (2015), com
adaptacées. O OE e a HPBCD foram dispersos em agua na razdao molar 1:1
(OE:HPBCD). Para isso, foi utilizada a massa molar média do OE, considerando os
compostos identificados com suas propor¢des, obtendo a concentracao de 0,0393
mmol mL"' do OE e da HPBCD. Dessa forma, foram pesados em triplicata cerca de
0,8 g do OE e 4,64 g de HPBCD para a formacao dos Cls. A cada repeticao foi
adicionado 100 mL de agua tipo 1 (Millipore Corporation), e a mistura foi submetida a
agitacdo de 500 rpm por 48 h em auséncia de luz e temperatura de 25 °C.
Posteriormente, a dispersao foi congelada a -80 °C por 24 h seguida da secagem do
material em liofilizador (FreeZone 2.5, Labconco, Estados Unidos), nas condicdes de
pressao a 0,005 mBar e temperatura de -52 °C por 48 h. Os Cls obtidos foram
armazenados em frascos ambar e acondicionados em sacos plasticos de polietileno
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nailon sob vacuo a -20 °C. O liofilizador foi utilizado no Laboratério de Embalagens
(LABEM) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de
Vicosa (UFV).

2.6.2. Complexo de inclusao com maceracao (kneading)

Os Cls obtidos pelo método de KN também foram realizados seguindo a
metodologia de Santos et al. (2015), com algumas adaptagcées. O OE e o material
complexante foram adicionados nas razdes molares de 1:1 (OE:HPBCD), utilizando
cerca de 0,8 g do OE e 4,64 g de HPBCD, em triplicata. A mistura foi manualmente
misturada sob pressao por 10 min utilizando almofariz e pistilo. Em seguida, foi
adicionado 2 mL de alcool etilico 95% para formar uma pasta homogénea, e logo apés
a mistura foi macerada por 40 min. Os Cls produzidos foram mantidos a 5 °C em
dessecador sob vacuo por 72 h. Posteriormente, os Cls foram armazenados em
frascos @mbar e acondicionados em sacos plasticos de polietileno nailon sob vacuo a
-20 °C.

2.7. Caracterizacao dos complexos de inclusao
2.7.1. Curva analitica

Para determinar a eficiéncia de complexagdo (EC) foi obtida uma curva
analitica do OE utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis (UV1800, Shimadzu, Japéo).
Essa analise foi realizada no Laboratério de Embalagens (LABEM) do Departamento
de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa (UFV). O equipamento
utilizado possui resolucéao de 0,5 nm e foram utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm
de caminho optico. As analises foram feitas no modo de varredura na faixa de 190 a
800 nm.

Para essa analise foram preparadas, em triplicata, dez solucdes padrao com
concentragdes crescentes do OE em acetonitrila (1,46 a 18,7 ug mL™"). Foram obtidos
os valores de absorbancias em 193 nm para construgéo da curva, cujos pontos foram
submetidos a regressao linear pelo Método dos Minimos Quadrados. Foram
realizadas leituras no UV-Vis em duplicata.

A fim de quantificar a concentracdo do OE removido dos Cls, 50 mg dos
materiais, obtidos por KN e FD, foram dissolvidos em 100 mL de acetonitrila 99,9% e



59

o sistema foi mantido ao abrigo de luz sob agitacdo a 500 rpm por 48 h. Esse
procedimento foi realizado em triplicata e adaptado de Hill; Gomes; Taylor (2013). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas em centrifuga (4K-15, Sigma, Alemanha) a
3000 G (3635 rpm) por 15 min a 25 °C para decantar a HPBCD, deixando apenas o
OE soluvel em acetonitrila. As solugdes contendo o OE em solvente foram submetidas
a andlise UV-Vis, monitorando-se 193 nm. As concentragdes do OE (mg mL") foram
determinadas pela curva analitica, sendo que a partir delas foi possivel determinar as
massas de OE extraidas. As EC foram determinadas utilizando a Equagéo 2:

EC (%) = C?:dt—((r:g) x 100% (Eq. 2)

Em que OEext € a massa do OE extraido do Cl (mg) e OEadic € a massa do OE
adicionada no inicio do processo de complexagao (mg).

Além disso, também foi realizada a corre¢ao da EC, considerando-se a fracao
do OE que pudesse estar na parte externa da HPBCD. Essa correcao foi realizada por
meio da analise termogravimétrica dos Cls, que se refere a variagdo da massa na
faixa de temperatura que ocorre a degradagao do OE (110 a 180 °C). A temperatura
inicial de 110 °C foi adotada para garantir que a massa referente a agua, ou de outros
solventes volateis, presentes nos Cls, nao interferisse nos calculos.

A Equacao 3 foi utilizada para a determinacdo da eficiéncia complexacéo
corrigida (ECc):

EC.(%) = EC (%) - [Pci (%) - Pupgco (%)] (Ea. 3)

Em que Pci é da perda de massa do Cl (%) e Pupgcp € a perda de massa da
HPBCD (%), ambos no intervalo de temperatura entre 110 e 180 °C.

2.7.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A HPBCD, o OE e os Cls foram submetidos as analises de espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros foram
obtidos através do método de reflectancia total atenuada (ATR) (Nicolet 6700, Thermo
Scientific, EUA) com cristal de germanio na regiao do infravermelho médio, com
nimero de onda no intervalo entre 4000 e 700 cm', com 32 varreduras e resolugdo
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de 4 cm'. Essa analise foi realizada no LABEM do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da UFV.

2.7.3. Anadlise termogravimétrica

A medida da estabilidade térmica foi realizada por meio de analise
termogravimétrica (TGA) com auxilio de um analisador térmico DTG (60H, Shimadzu,
Japao). Cerca de 4 mg da HPBCD, do OE e dos Cls foram pesados em microbalanca
analitica (Mettler Toledo, XP26, Brasil). Em seguida, as amostras foram colocadas,
individualmente, em cadinho de alumina e aquecidas na faixa de temperatura de 30 a
450 °C em uma razao de aquecimento de 10 °C min'', com tempo total de analise de
cerca de 45 min. Foi utilizada atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL min-
. A TGA dos Cls foi realizada em duplicata. Essa anélise foi realizada no LABEM do

Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.
2.7.4. Analise de tamanho, indice de polidispersao e potencial Zeta por DLS

Por meio da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foram realizadas
as medidas de tamanho, indice de polidispersao (PDI) e potencial Zeta (PZ) da
HPBCD e dos Cls. Para isso foi utilizado o Zetasizer Nano ZS (Zen 3600, Malvern
Instruments, Reino Unido), uma célula DTS 1070 com dois eletrodos, sem a presenga
de bolhas de ar e na temperatura de 25 °C. As amostras foram diluidas em agua tipo
1 (Millipore Corporation), com pH igual a 6,0, até a concentragdo de 1 mg mL™'. Essa

andlise foi realizada no LABEM do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.
2.7.5. Difratometria de raios X

O padrao de difracao de raios X (XRD) da HPBCD e dos Cls foi obtido a partir
de um difratbmetro de raios X (D8-Discover, Bruker, Alemanha). Foi utilizado um alvo
de cobre com K com comprimento de onda de 1,5418 A, tens&o de aceleragdo de 40
kV e corrente do filamento de 40 mA. A taxa de varredura foi de 0,05 seg™' no intervalo
de 5 a 60°. Essa analise foi realizada no Laboratério de Difragdo e Espalhamento de
Raios X do Departamento de Fisica da UFV.
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2.7.6. Microscopia eletronica de transmissao

Utilizando um microscépio eletrénico de transmissao (TEM) (Tecnai G2-
20 -FEI SuperTwin 200 kV) foi analisada a morfologia da HPBCD e dos Cls. Para
isso, os Cls e a HPBCD foram diluidos em alcool isopropilico e colocados em
banho ultrassénico por 10 min. Em seguida, as amostras foram adicionadas
sobre uma grid de cobre do tipo Holey Carbon (SPI) de 300 mesh e armazenadas
em dessecador até a andlise. Os didmetros das particulas foram medidos
utilizando o programa Imaged (https://imagej.net/Welcome). Essa andlise foi
realizada no Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

2.8. Atividade larvicida

A atividade larvicida do OE de P. guajava e dos Cls foi realizada com
larvas de A. aegypti de quarto instar (L4) (PPCampos strain, Campos dos
Goytacazes, RJ) obtidas a partir de uma colénia de sucessivas geracoes
mantidas no insetario do Departamento de Biologia Geral da UFV. Os ovos foram
eclodidos e as larvas mantidas em &gua declorada, sendo alimentadas
diariamente com ragao de tartaruga (Reptolife, Alcon Pet, Camboriu, SC), sob
temperatura controlada (28+3 °C) e fotoperiodo de 12 h até L4, sendo este o
tamanho ideal para a realizacdo dos ensaios de acéo larvicida seguindo a
metodologia adaptada descrita por Consoli; Oliveira (1994) e WHO (2005).

Os ensaios larvicidas foram realizados com 25 larvas por tratamento. Os
tratamentos corresponderam ao OE em DMSO (1), Cls (2) e OE sem solvente
(3). Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata em incubadora, sob
condig¢bes controladas (2813 °C; fotoperiodo de 12 h).

Para o experimento (1), solugdes do OE em DMSO 1% (v v') foram
preparadas nas concentragdes: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ug mL".
As larvas foram separadas e distribuidas em frascos de vidro contendo 50 mL
das solucdes. Nesse experimento, o controle negativo foi uma solugdo aquosa
de DMSO 1% (v v').

Os experimentos com os Cls (2) foram realizados de maneira semelhante
ao descrito anteriormente, mas nenhum solvente organico foi adicionado e o

controle negativo foi HPBCD em &gua. Para o Cl obtido por KN, as
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concentragbes adotadas foram: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120,
130, 140 e 150 ug mL". Para o Cl obtido por FD foi realizada a atividade larvicida
com 600, 800 e 1000 ug mL™.

Para o experimento larvicida com o OE (3) foram utilizadas as
concentragdes de 10 a 150 ug mL" em agua, a semelhanca dos tratamentos
com os Cls (2). Os experimentos com o controle negativo foram realizados
simultaneamente com os tratamentos, utilizando quatro repeti¢cdes. A verificacao
da mortalidade foi realizada 24 h apdés o inicio de cada ensaio. Foram
consideradas mortas as larvas que nao apresentaram movimento ou nao

responderam aos estimulos com a pipeta de Pasteur.
2.9. Analise estatistica

A obtencdo dos parametros estatisticos, como: analise de variancia e
regresséao linear, foi realizada utilizando o Programa Minitab, verséo 17. Para
encontrar os valores da concentragao letal média para matar 50% da populag¢ao
(CLso) e para matar 90% da populacdo (CLgeo) das larvas de A. aegypti, foi
utiizado o modelo Probit com distribuicdo normal a 95% de significancia
utilizando o Programa Minitab, verséo 17.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A hidrodestilagéo foi usada para extrair o OE das folhas da cultivar SEC
da espécie P. guajava. O rendimento da extracédo foi de 0,30% (m m') e a
densidade do OE foi de 0,8883 g cm™. Outros estudos envolvendo a mesma
cultivar obtiveram rendimento do OE de 0,35% (MENDES et al., 2017), 0,32%
(SOUZA et al., 2017) e 0,11% (DE LIMA et al., 2010). Embora ocorram essas
variagdes, o rendimento do OE obtido neste trabalho estd na faixa esperada,
conforme o que esta relatado na literatura para os OEs com utilizagdo comercial,
gue esta entre 0,30 e 3,86% (FADEL et al., 2020).

A composigao quimica dos principais compostos volateis identificados no
OE da cultivar SEC, determinada por cromatografia gasosa, esta representada
na Tabela 1 (Fig. 1). Dentre estes, existem seis compostos com area relativa
entre 7,2 e 32,2%. Os compostos sao formados, majoritariamente, por
sesquiterpenos, representando mais de 80% dos constituintes identificados,
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tendo apenas um monoterpeno oxigenado, o 1,8-cineol. Os majoritarios
encontrados foram g-cariofileno, globulol e 1,8-cineol, considerando a area

relativa no cromatograma superior a 10%.

Tabela 1. Identificagdo dos compostos presentes no éleo essencial da cultivar
Século XXI da espécie Psidium guajava.

Massa
Arel Classificagao
n Composto? IRca®  IRtab® molar _
(%) terpénica®
(g mol")
1 1,8-cineol 1028 1026 10,9 154,25 MO
2 B-cariofileno 1417 1417 32,2 204,36 SH
3 B-selineno 1483 1489 7,2 204,36 SH
4 a-selineno 1493 1498 7,9 204,36 SH
5 B-nerolidol 1565 1561 9,1 222,37 SO
6 globulol 1582 1590 17,1 222,37 SO

Total identificado 84,4

aCompostos majoritarios listados na ordem de eluicdo utilizando coluna Rtx®-5MS. Pindice de
retencao calculado através de dados obtidos por amostra de alcanos saturados (C7-Cuo). ¢indice
de retengéo tabelado (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2016; NIST, 2011). 9Compostos com &rea
relativa > 5% foram identificados. ©Classificagao terpénica: Monoterpeno oxigenado (MO),
sesquiterpeno hidrocarboneto (SH), sesquiterpeno oxigenado (SO).
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Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial da cultivar Século XXI da espécie
Psidium guajava.
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O composto B-cariofileno foi identificado com maior percentual (32,2%),
indicando ser um importante metabdélito secundario na composicao do OE. Este
composto é um sesquiterpeno hidrocarboneto de cadeia ciclica insaturada (Fig.
2), sendo comumente encontrado em OEs da cultivar SEC como um composto
majoritario (BORAH et al., 2019; DE LIMA et al., 2010; MENDES et al., 2017,
SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2017). Dessa forma, o B-cariofileno é um
importante marcador da cultivar e apresenta atividades biologicas e
farmacoldgicas, que despertam o interesse em obté-lo, como: anticancerigena,
antimicrobiana, antioxidante (DAHHAM et al, 2015), anti-inflamatéria
(FERNANDES et al., 2007), antiviral para a dengue (PAJARO-CASTRO et al.,
2015), entre outras.

JFeshaceRgesiiony

Figura 2. Estruturas quimicas dos compostos identificados no 6leo essencial da

6

cultivar Século XXI da espécie Psidium guajava. 1) 1,8-cineol; 2) B-cariofileno; 3)
B-selineno; 4) a-selineno; 5) B-nerolidol; 6) globulol.

Através do coeficiente de particao (P) e volume molecular (V), obtidos pelo
software  Molinspiration  (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties)
(Tabela 2), é possivel fazer algumas premissas a respeito das estruturas das
moléculas.

O coeficiente de particao representa o equilibrio de um composto entre
duas fases imisciveis, organica e aquosa. Portanto, P representa uma medida
importante da hidrofobicidade do composto. Se log P = 0, logo P = 1; assim, o
composto tem a mesma afinidade pelas duas fases. Se log P < 0, logo P < 1;
assim, o composto tem uma maior afinidade pela fase aquosa. Por outro lado,
se log P > 0, entdo P > 1; assim, o composto tem maior afinidade pela fase
organica. Através desse parametro é possivel inferir quais compostos presentes
no OE sdo mais hidrofébicos, apresentando maior afinidade e melhor inclusao
pela regido hidrofébica da cavidade do complexante HPBCD. No entanto, o
impedimento estérico das moléculas deve ser considerado. Se o volume
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molecular for adequado, pode ocorrer um melhor processo de inclusdo na
cavidade do HPBCD.

Tabela 2. Compostos presentes no 6leo essencial da cultivar Século XXI da
espécie Psidium guajava com o coeficiente de particao na escala logaritmica (log
P) e volume molecular (V).

n Composto log P2 V (A3)P
1 1,8-cineol 2,72 166,66
2 B-cariofileno 517 229,95
3 B-selineno 5,02 230,51
4 a-selineno 5,24 229,95
5 B-nerolidol 5,06 253,17
6 globulol 4,07 238,72

aCoeficiente de particdo em escala logaritmica. ®Volume molecular. Fonte: Molinspiration.

O B-cariofileno apresenta log P de 5,17 e volume molecular de 229,95 A3
(Tabela 2), enquanto o globulol, que é o segundo composto com maior
concentragdo no OE da cultivar SEC, possui log P = 4,07 e V = 238,72 A3. Sendo
assim, B-cariofileno é mais hidrofébico e tem um volume molecular menor que o
globulol, podendo ser melhor complexado na cavidade da HPBCD. Além disso,
considerando que as membranas celulares sdo formadas por substancias mais
apolares, uma hipotese sugerida € que o composto mais apolar tem melhor
interacé@o e, consequentemente, maior agao téxica ao organismo alvo, como o
A. aegypti. Em um trabalho que avaliou a atividade larvicida de OEs em A.
aegypti em cinco cultivares, incluindo a SEC, verificou-se que esta tinha maior
quantidade de B-cariofileno e maior toxicidade do que as demais (MENDES et
al., 2017). Dentre os compostos identificados, 1,8-cineol é 0 menos hidrofdbico,
podendo ter menor eficiéncia de complexacdo. No entanto, seu volume
molecular € menor do que todos os outros compostos, podendo ser melhor
complexado. O valor do log P da HPBCD é -11, sendo solluvel em meio aquoso
e eficiente agente complexante (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).
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3.1. Caracterizacao dos complexos de inclusao

3.1.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de FTIR da HPBCD, do OE e dos Cls preparados pelos
métodos de FD e KN sdo mostrados na Fig. 3. Em todos os espectros, observa-
se a presenca de uma banda larga representada por a, que possui numero de
onda de aproximadamente 3400 cm™' e pode ser atribuida ao estiramento da
ligagdo O-H (BARBOSA, 2007). A banda em 2930 cm™', também presente em
todos os espectros, € atribuida ao estiramento assimétrico de CH2. Tanto a
HPBCD quanto o OE possuem essas ligacées em sua composi¢cao quimica, nao

sendo possivel, somente através dessas bandas, comprovar a formagéo do Cl.
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Figura 3. Espectros de FTIR para a HPBCD, 6leo essencial da cultivar Século
XXI da espécie Psidium guajava (OE) e dos complexos de inclusao obtidos por:
maceracao (KN) e liofilizagéo (FD).

A banda em 1740 cm, representada por b, esta presente nos espectros
do OE e nos Cls, mas nao é observada no espectro da HPBCD. A banda b se
refere ao estiramento da carbonila C=0O (BARBOSA, 2007). Nenhum dos

compostos presentes no OE da cultivar SEC (Fig. 2) apresentam o grupo
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carbonila, porém, apenas compostos com area relativa acima de 5% foram
identificados por cromatografia.

Para comprovar a presenca de carbonila de aldeido ou cetona no OE foi
realizado um ensaio com 2,4-dinitrofenilhidrazina. A 2,4-DNFH reage com o
grupo carbonila de aldeidos e/ou cetonas formando a 2,4-dinitrofenilhidrazona,
que é um precipitado amarelo avermelhado, facilmente detectavel, pois
pequenas quantidades do composto carbonilado levam a um resultado positivo
(ENGEL et al., 2012). O precipitado formado, representado por b (Fig. 4), apds
a adi¢ao do OE na 2,4-DNFH mostrou que compostos com aldeidos e/ou cetonas
estao presentes no OE da cultivar SEC, justificando a presenca da carbonila no
espectro de FTIR. E relevante destacar que a banda em 1740 cm™ teve a
intensidade aumentada para KN, quando comparado ao OE. Isso pode ter
ocorrido porque os compostos mais volateis podem ter evaporado durante o
processo de maceragao, aumentando a concentragao de outros componentes
do OE.

| W
| %
\ 5.‘; y

Figura 4. Teste de classificagdo de aldeidos e/ou cetonas utilizando o dleo
essencial (OE) de Psidium guajava em 2,4-dinitrofenilhidrazina, sendo: 2,4-
DNFH (a) e OE com 2,4-DNFH (b).

Fonte: O autor.

Outra banda muito importante, que indica a complexacdo do OE, é a
banda ¢, com nimero de onda de 1380 cm! e que estéa presente, principalmente,
nos espectros do OE e nos Cls. Essa banda ¢ atribuida a frequéncia vibracional
da deformacgédo angular simétrica de CHz (BARBOSA, 2007). Como a HPBCD

utilizada possui apenas uma substituicdo no anel com o radical hidroxipropil,
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justifica-se ndo apresentar uma banda tao significativa nessa regidao para o
espectro quando comparado ao OE e aos Cls. A banda d em 1030 cm™ é
atribuida ao estiramento da ligacdo C-O de éter ciclico e esta presente no
espectro da HPBCD e dos Cls, corroborando com as indicacdes representadas
pelas bandas b e ¢, que comprovam a formacao dos Cls. O espectro do OE néo
apresenta a banda d, sugerindo que o 1,8-cineol pode ter sido degradado. Outros
autores também evidenciaram a presenca dessas mesmas bandas no espectro
da HPBCD (MAGALHAES et al., 2020; RAKMAI et al., 2018).

E importante notar que as intensidades das bandas podem indicar que
existem maiores quantidades de vibrages no espectro do Cl obtido por KN do
que por FD, sugerindo que o método de preparo por KN pode ter sido mais
eficiente. Porém, as outras técnicas analiticas utilizadas para caracterizagao
devem confirmar essa hipétese. E possivel, entretanto, afirmar que houve
interacé@o entre o OE e a HPBCD com base nos resultados apresentados pelos
espectros de FTIR.

3.1.2. Analise termogravimétrica

A TGA permite determinar a estabilidade térmica de uma amostra em
funcéo da variagdo da massa, quando esta € submetida a uma programagao de
temperatura (CANEVAROLO JUNIOR, 2003). Pode-se ver na Fig. 5 as curvas
termogravimétricas da HPBCD, do OE de P. guajava e dos Cls obtidos por KN e
FD. A partir desses resultados, € possivel observar que o OE sofre degradacao
a baixas temperaturas e em uma unica etapa, pois a massa vai sendo perdida a
partir de 30 °C, tendo 0 maximo de degradagdo em 157 °C. Em 180 °C, o analito
¢ totalmente degradado (Fig. 6b).

A HPBCD possui trés eventos térmicos de perda de massa (Fig. 6a),
também mostrados na Tabela 3. O primeiro ocorre em 46 °C e corresponde a
perda de agua que esta presente nas cavidades do material (Am1 = 18,4%). O
segundo evento ocorre em 153 °C, com uma pequena variagdo de massa (Amz
= 1,6%), representando a degradacé&o da HPBCD ou a agua que ficou retida na
cavidade (BABAOGLU et al., 2017; MAGALHAES et al., 2020). O terceiro evento
ocorre em 355 °C com perda de massa de 76,9%, representando a

decomposicdo completa do material (Ams). No estado natural, a cavidade
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hidrofébica da HPBCD €& preenchida por moléculas de agua, o que é
energeticamente desfavoravel (MARQUES et al., 2019). Ao adicionar compostos
mais apolares, como os presentes nos OEs, as moléculas de agua sao liberadas

das cavidades do oligossacarideo e estas sédo preenchidas com o OE.
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Figura 5. Curvas termogravimétricas da HPBCD, do 6leo essencial da cultivar
Século XXI de Psidium guajava (OE) e dos complexos de inclusao obtidos por
maceracao (KN) e liofilizagéo (FD).

O processo de perda de massa dos Cls esta apresentado na Tabela 3,
foi realizado em duplicata e para os dois métodos (KN e FD) pode ser dividido
em trés etapas (Fig. 6¢-6f). A primeira etapa se refere a perda de agua por
evaporacao (Am1), a segunda é a degradacdo do OE externo a HPBCD (nao
complexado) (Amz2) (MARQUES et al, 2019) e a terceira é referente a
degradagéo do CI (Ama).

A maior perda de massa dos Cls ocorre em maior temperatura (Ams) e
quando comparado ao OE, pode-se concluir que os Cls apresentam grande
estabilidade térmica. O aumento da estabilidade térmica de materiais protegidos
foi verificado por outros autores que utilizaram Cls com a HPBCD e realizaram
TGA (BABAOGLU et al., 2017; GAO et al., 2019a).
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Figura 6. Curva termogravimétrica com derivada: a) HPBCD; b) éleo essencial

da cultivar Século XXI da espécie Psidium guajava; c) complexo de incluséo

obtido por liofilizacao (FD), repeticdo 1; d) complexo de inclusdo obtido por

liofilizagdo (FD), repeticdo 2; e) complexo de inclusdo obtido por maceragao

(KN), repeticédo 1; f) complexo de inclusdo obtido por maceracao (KN), repeticdo

2.

Além disso, é verificado que a volatilizacdo do OE na parte externa dos

Cls praticamente ndao ocorreu (Amz). Sendo assim, a TGA auxilia na

comprovacéao da formacao do Cl sendo uma técnica imprescindivel para indicar

a existéncia de interacao entre hospede e hospedeiro. Constata-se também que

o percentual de agua perdida pela HPBCD é maior do que nos Cls (Amj). Isso
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pode ser mais um indicativo de que a complexacao foi alcangcada, uma vez que
durante a preparacao dos complexos as moléculas de agua na cavidade do
hospedeiro foram substituidas por compostos mais apolares, que compdéem o
OE (ANDRADE et al., 2017; MARQUES et al., 2019).

Tabela 3. Perda de massa das amostras: HPBCD e dos complexos de inclusao
obtidos por maceracao (KN) e liofilizagao (FD).

Amy (%)2 Amz (%)P Ams (%)°
Amostra
0-110 °C 110-180 °C 180-390 °C
HPBCD 18,4 1,6 76.9
KN 10,7 +£0,2 3,3x04 748 £0,5
FD 9,7+0,2 1,3+1,2 81,6 £0,7

Variagdo de massa: 2perda de agua, "degradagéo da HPBCD ou do OE ndo complexado ou da

agua que ficou retida na cavidade e °degradacdo da HPBCD ou do complexo de incluséo.
3.1.3. Analise de tamanho, indice de polidispersao e potencial Zeta por DLS

A distribuicdo do tamanho hidrodindmico e o potencial Zeta s&o
parametros importantes na caracterizagdo da HPBCD e dos Cls. Nado hd um
tamanho ideal dos Cls, no entanto, seu tamanho ira determinar as suas
potenciais aplicagdes (KOTRONIA et al., 2017). Como mostrado na Tabela 4,
em agua, todos os Cls possuem tamanho nanométrico, considerando a escala
nano entre 1 e 1000 nm de diametro (SUGANYA; ANURADHA, 2017;
WHELEHAN; MARISON, 2011). E importante ressaltar que para ser considerado
nano ou micro material, ndo basta a amostra ter apenas um tamanho reduzido,
€ necessario que esta apresente modificacdo em suas propriedades originais,
gerando outras funcionalidades devido ao aumento da sua &rea superficial
(ZARBIN, 2007). No caso dos Cls, as aplicagées dos OEs sdo ampliadas através
dessa nanotecnologia, sendo os Cls veiculos imprescindiveis para a utilizacdo
larvicida, solubilizando o 6leo em meio aquoso, além de gerar maior estabilidade
para armazenar o produto.

A HPBCD exibiu diametro médio maior do que os Cls obtidos por KN e
FD. Esse resultado pode ser justificado pelos valores de PZ obtidos, que
representam um indicador da estabilidade dos Cls em suspenséao
(SCHAFFAZICK et al., 2003). O Cl obtido por KN teve um valor de PZ, em
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modulo, maior do que FD, e FD foi maior do que HPBCD. Dessa forma, as
particulas obtidas por KN possuem maior intensidade de forcas repulsivas e
menor tendéncia de agregacdo em solucdo aquosa, portanto, sendo mais
estaveis, apresentando assim menor diametro médio da particula. Logo, quanto
maior for o PZ, em modulo, menor é o didmetro da particula devido a maior
estabilidade dos Cls em suspensdo, com destaque para KN e FD, que
apresentam diametros inferiores a HPBCD. Apesar das variacbes encontradas
para o PZ, os baixos valores indicam uma tendéncia de agregacdao em solucao
aquosa e isso pode ser verificado pelas particulas apresentarem o tamanho
maior do que o previsto (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013; KOTRONIA et al.,
2017). A tendéncia de aglomeracao pode ser explicada pela falta de carga liquida
na superficie das particulas resultando em forcas repulsivas insuficientes para
evitar que isso ocorra (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013).

Tabela 4. Diametro hidrodinamico da particula, potencial Zeta e indice de
polidispersdo da HPBCD e dos complexos de inclusdo obtidos por maceracao
(KN) e liofilizagao (FD).

Diametro médio da , indice de
Amostra ) Potencial Zeta (mV) . _
particula (nm) polidispersao (PDI)
HPBCD 611,32 + 164,2 -11,22 £ 2,1 0,522 + 0,08
KN 352,0° + 99,2 -37,8°+ 2,7 0,38+ 0,08
FD 416,2° + 46,7 -25,8°+ 7,2 0,45% + 0,04

Letras iguais entre colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05.

O PDI representa a distribuicdo do tamanho das particulas e mede a
uniformidade dos tamanhos dos Cls preparados (KOTRONIA et al., 2017). PDI
com o valor préximo a zero (<0,10) indica pouca variabilidade no tamanho, sendo
um sistema monodisperso, enquanto valores maiores (>0,10) indicam sistemas
polidispersos (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013). De acordo com os valores
encontrados, pode-se concluir que o sistema é polidisperso para todas as
particulas. Considerando a tendéncia de aglomeracéao, geralmente os agregados
nao ocorrem de maneira uniforme, podendo gerar variabilidade no tamanho dos
Cls, o que justifica os valores de PDI obtidos (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013).
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3.1.4. Difratometria de raios X

A difratometria de raios X € um método cristalografico que permite auxiliar
a verificagdo da complexagéo, isso porque a cristalinidade da molécula héspede
geralmente muda quando ela interage com uma molécula hospedeira
(SRINIVASAN; STALIN, 2014). Os difratogramas da HPBCD e dos Cls sao

mostrados na Fig. 7.
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Figura 7. Difratograma da HPBCD e dos complexos de inclusdo obtidos por

maceragao (KN) e liofilizagdo (FD).

O perfil cristalino da HPBCD apresenta trés bandas largas, sendo as
bandas com 26 em torno de 10° e 19° mais evidentes, que sao caracteristicas
de compostos amorfos, semelhante ao que foi encontrado por outros trabalhos
(GAO et al., 2019b; MAGALHAES et al., 2020). A falta de cristalinidade da
HPBCD pode ser devido a perda de regularidade da molécula ao longo das
cadeias oligossacaridicas (RAOOV; MOHAMAD; ABAS, 2013).

Nos difratogramas dos Cls os picos podem ter sua intensidade e posicao
angular modificadas, em relagao ao OE, e isso pode evidenciar, juntamente com
as outras técnicas analiticas, a confirmacdo da complexacdo (MAGALHAES et

al., 2020). Pode-se ver através dos resultados obtidos que houve a interacdo do
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OE da cultivar SEC com a HPBCD. Os Cls preparados por KN e FD, apesar de
manter a estrutura amorfa, exibiram um pequeno estreitamento e alongamento
da banda em torno de 19° nos difratogramas, em comparacdo com a HPBCD,
principalmente no caso do Cl obtido por KN. Essa alteragdo das bandas pode
ocorrer devido ao aumento da cristalinidade dos compostos quando acontece a
complexacdo, com alteragdes nos perfis de difracdo da amostra. Sugere-se
assim que a introducédo de moléculas mais volumosas podera organizar melhor
os oligossacarideos para hospedarem o OE (MAGALHAES et al., 2020).

3.1.5. Curva analitica e eficiéncia de complexacao

Para verificar a EC, foi obtida a curva analitica do OE da cultivar SEC a
partir de um espectrofotémetro UV-Vis (Fig. 8). E possivel observar que o
comprimento de onda de maxima de absorgcdo ocorre em 193 nm e este foi
adotado para identificar e quantificar o OE extraido do Cl. A curva analitica é
mostrada como insert da Fig. 8 e a equacao da regresséo linear obtida foi y =
59,40x - 0,0280, com R23justado = 0,9300 € Fajuste = 0,371 (p<0,05).

1,0

OE removido (KN)
09 OE removido (FD)

Concentragdo / mg mL"'

Absorbancia / u.a.

T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
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Figura 8. Espectro de absorcédo no UV-Vis de solugdes padrao do éleo essencial
(OE) da cultivar Século XXI de Psidium guajava em acetonitrila (1,46 a 18,7 ug
mL") e do OE removido do complexo de inclusdo pelo método de maceragao
(KN) e liofilizagado (FD) em acetonitrila. Como insert esta a curva analitica do OE

em acetonitrila (Amax = 193 nm).



75

Ao analisar o espectro do OE extraido da HPBCD pelos dois métodos (Fig.
8) observa-se que o perfil da curva obtida por KN apresenta uma maior
concentracdo de OE no ClI, além de possuir um perfil similar ao OE em toda a
faixa de comprimento de onda. Isso evidencia que, de forma geral, os compostos
presentes no OE foram complexados pelo método KN. Por outro lado, a curva
do OE extraido do Cl obtido por FD, além de possuir menor concentracao,
demonstra um aspecto diferente do OE. Assim, pode-se inferir que nem todos
os compostos presentes no OE foram complexados na HPBCD pelo método FD.

Para calcular a quantidade de OE aprisionado no hospedeiro, pelos
métodos de FD e KN, foi realizado o célculo da EC (Equacdo 2 e 3) e os
resultados sao apresentados na Tabela 5. Foi realizada a correcao da EC, visto
gque uma pequena quantidade de OE foi complexada na parte externa da
HPBCD, conforme demonstrado pela TGA.

Tabela 5. Eficiéncia de complexacdo com correcdo para os métodos de
maceragao (KN) e liofilizagao (FD).

Método
L. EC (cyo)c Paci (cyo)d PHPﬁCD (o/o)e ECc (cyo)f
fisico
FD 50,8°+1,3 1,3 1,6 50,8
KN 80,32 £6,9 3,3 1,6 78,6

Letras iguais entre linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05. °Eficiéncia de
complexagdo com desvio padrdo. Perda de massa do complexo de inclus&o. ®Perda de massa
da HPBCD. ‘Eficiéncia de complexagéo corrigida.

A perda de massa do Cl (Pci) e a perda de massa da HPBCD (PnprgcD)
foram obtidas através da TGA para o intervalo de temperatura entre 110 e 180
°C (Tabela 3). A partir desses resultados e da Eq. 3 foi possivel calcular a EC
corrigida. O método de complexacao por KN é mais eficiente, com EC. de 78,6%,
enquanto para a FD foi de 50,8%. O desvio padrao maior para o método de KN
pode ser justificado por ser uma forma manual de complexagdo em que a forga
e a velocidade empregados séo variaveis para cada repeticao realizada.

Em um trabalho utilizando a complexacéo do OE das folhas de P. guajava,
sem distincao de cultivar, em HPBCD pelo método de FD verificou-se que a EC
obtida foi de 52,5% (RAKMAI et al., 2018). Além disso, a composicao quimica do
OE citado anteriormente foi diferente deste estudo, apresentando

majoritariamente limoneno e 1,8-cineol.
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Outra investigacao de comparagdo entre os métodos de complexacao
utilizados nesse trabalho verificou que a EC da HPBCD com o carvacrol, um
monoterpeno oxigenado, foi de 78,09% e 83,74%, para KN e FD,
respectivamente, ou seja, o método por FD foi superior (KAMIMURA et al., 2014).
Um resultado semelhante foi relatado para o Cl da beta-ciclodextrina com o
carvacrol, com a EC de 83,8% e 91,3%, para KN e FD, respectivamente
(SANTQOS et al., 2015).

Para verificar que a HPBCD, que esta insoluvel em acetonitrila, ndo
interfere na absorbancia do OE extraido do Cl, foi realizada a leitura de sua
solugcéo no espectrofotébmetro UV-Vis (Fig. 9). O pequeno valor de absorbancia
entre 190 e 200 nm de HPBCD em acetonitrila pode ser devido a absorbancia do
grupo croméforo nitrila. Assim, como as leituras espectrofotométricas do
complexo de inclusdo foram realizadas desconsiderado o branco (acetonitrila),

este nado teve interferéncia na quantificacao da eficiéncia de complexagéo.
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Figura 9. Espectro de absor¢édo no UV-Vis da HPBCD em acetonitrila na mesma

quantidade utilizada na maior concentragdo do complexo de incluséo.
3.1.6. Microscopia eletronica de transmissao

A TEM fornece imagens que confirmam que ocorreu a complexacao do
OE na HPBCD (Fig. 10). Ao comparar as diferencas de imagem entre HPBCD e
os Cls, verifica-se que a HPBCD é amorfa, porosa e com cavidades presentes
em uma grande extensao (Fig. 10a). Isso foi observado em outros trabalhos que
realizaram a microscopia da HPBCD (GAO et al, 2019a; PINHEIRO et al.,
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2017b). Apos a formacgdo dos Cls, o OE entra nas cavidades do hospedeiro
formando esferas irregulares com aparéncia e forma semelhantes para KN e FD,
porém, com tamanho distinto (Fig. 10c e 6d). O diametro do CI obtido por KN e
FD, observado nas imagens, foi de cerca de 80 e 40 nm, respectivamente. Na
analise de DLS, verificou-se que o diametro dos Cls foi aproximadamente 400
nm, porém os tamanhos observados nas imagens de microscopia foram bem
menores, o que confirma que os Cls, em solucao aquosa, apresentam tendéncia
de aglomeracéao, o que nao foi observado pela TEM (Fig. 10b). Babaoglu et al.
(2017) também verificaram menor diametro do Cl, utilizando HPBCD, medido por
TEM do que por DLS. Isso ocorre porque a medida por DLS considera nao
apenas o tamanho fisico da particula, mas também como ela interage com o
liquido ao seu redor.

.

Figura 10. Morfologia por microscopia eletrénica de transmissdo: a) HPBCD; b
e c¢) complexo de inclusédo obtido por liofilizagdo; d) complexo de inclusdo obtido
por maceragao.

Através das variacoes das tonalidades de cinza é possivel identificar o OE
dentro da HPBCD. As regides mais escuras podem representar o feixe de
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elétrons sendo barrado e regiées mais claras mostram onde ha maior quantidade
de elétrons transmitidos. Assim, pode-se concluir que existem diferentes
materiais nos Cls (PIRES et al, 2019b). Tons mais claros podem estar
relacionados ao OE e cores mais escuras a HPBCD, confirmando que o OE esta
dentro das cavidades e que os Cls produzidos estdo em nanoescala.

3.2. Atividade larvicida

Os resultados encontrados para a atividade larvicida do OE sem solvente
foram aleatorios, sem consisténcia, pois baixas concentracées eliminaram mais
larvas do que as maiores. Além disso, cada réplica experimental apresentou
diferencas marcantes em termos de valores de mortalidade. Esses resultados
podem ser explicados pela baixa solubilidade aquosa do OE da cultivar SEC,
fazendo com que o OE nao se misture em solucado. Isso significa que o contato
direto do OE com as larvas nao foi eficiente. Assim, esse contato € uma condicao
importante para que o OE exerga sua agao toxica. Logo, a presenca de um
solvente organico é necessaria.

A atividade larvicida do OE em DMSOQO apresentou valores de CLso e CLgo
de 51,49 e 64,51 ug mL", respectivamente (Tabela 6). Entretanto, para o Cl
obtido por KN, a toxicidade foi de 77,54 e 107,29 ug mL" para CLso e CLoo,
respectivamente. Os OEs que exibem CLso inferior a 100 ug mL™, sob avaliagdo
apods 24 h, podem ser classificados como produtos promissores, pois possuem
efeito larvicida significativo (RAVI KIRAN et al., 2006). De acordo com este
critério, tanto o OE em DMSO quanto o ClI obtido por KN sado muito eficientes
para matar as larvas de A. aegypti. Por outro lado, o experimento com o Cl obtido
pelo método de FD demonstrou acao téxica com valores de concentracao acima
de 600 ug mL", eliminando completamente as larvas a 1000 ug mL™'. Portanto,
o método FD nao foi tao eficiente para complexar compostos bioativos muito
significativos para a atividade larvicida em A. aegypti.

As curvas de atividade larvicida do OE em DMSO e do Cl obtido por KN
sao apresentadas na Figura 11. Os controles negativos, solucdo aquosa de
DMSO 1% (v v'') e HPBCD, néo tiveram efeito toxico nas larvas.

Na literatura ndo existem trabalhos publicados utilizando o Cl do OE em
HPBCD com atividade larvicida em A. aegypti. Em comparagcao com um estudo
que utilizou o Cl de BCD com o OE de Citrus sinensis contra larvas de A. aegypti,
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o OE em solvente também teve acédo tdxica superior ao Cl, ou seja, o OE
apresentou valor de CLso inferior (GALVAQ et al., 2015). Por outro lado, outros
estudos verificaram que o OE complexado com BCD teve toxicidade superior ao
OE. Isso ocorreu para o OE de Lippia gracilis e da mistura dos OEs de /llicium
verum e Trachyspermum ammi, € os autores justificaram esse resultado como

uma melhora na solubilidade aquosa do OE complexado (GALVAO et al., 2019;
PANDIYAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019).

Tabela 6. Toxicidade do 6leo essencial da cultivar SEC de Psidium guajava e do

complexo de inclusao obtido por maceragéo (KN) em larvas de Aedes aegypti.

n2 CLso (ug mL-")b CLoo (ug mL-")e p-valord

OE em
DMSO 1%

KN 1500 77,54 (75,31-79,76) 107,29 (104,08-110,97) <0,001

aNumero de larvas utilizadas. °Concentragdo letal média necesséaria para matar 50% da

1000 51,49 (50,02-52,97) 64,51 (62,44-67,06) <0,001

populagédo com intervalo de confianga. “Concentracao letal média necesséria para matar 90% da
populacdo com intervalo de confianga. %p<0,05.
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Figura 11. Curvas de mortalidade das larvas apos 24 h de exposicao ao 6leo
essencial da cultivar Século XXI| da espécie Psidium guajava (OE) e do complexo
de inclusao obtido por maceracdo (KN). Os pontos pretos representam os
valores de CLso (concentracdo letal média necessaria para matar 50% da
populacéo) (ug mL™).
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Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que o Cl do OE da
cultivar SEC por KN teve acao téxica em larvas de A. aegypti inferior ao OE em
DMSO. Isso pode ter ocorrido pelo fato do OE estar protegido sendo necessario
a ingestao do produto pelas larvas, como se fosse um “cavalo de Troia”, em que
as larvas se alimentam e se intoxicam (FERREIRA et al., 2019). Outra hipétese
sugerida é que alguns compostos bioativos ndo foram complexados ou foram
complexados em menores quantidades do que estariam presentes no OE. No
entanto, devido a instabilidade do OE a luz e ao calor, ele ndo pode ser aplicado
em recipientes contendo agua, que sao potenciais criadouros de larvas, € nem
fora das casas, portanto, o Cl € mais adequado. Além disso, € importante
considerar que o OE sem solvente ndo pode ser utilizado, ndo podendo assim
ter sua toxicidade comparada com o Cl, sendo o Cl, seja por KN ou FD, eficiente

para matar larvas de A. aegypti.
4. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos por diferentes técnicas analiticas, pode-se
concluir que a complexag¢ao do OE da cultivar SEC da espécie P. guajava em
HPBCD empregando os métodos de KN e FD foi bem-sucedida. Porém, o
método por KN apresentou maior EC e melhor atividade larvicida em A. aegypti
quando comparado ao método FD. Os Cls obtidos apresentaram diametro em
nanoescala, com estabilidade térmica superior ao OE. A atividade larvicida do
OE com solvente em A. aegypti foi a que mais se destacou, apresentando menor
valor de CLso, seguida pelo Cl obtido por KN e FD. Entretanto, o OE sem solvente
nao pode ser aplicado para essa finalidade, devido a sua baixa solubilidade em
agua e ineficiéncia como larvicida. Dessa forma, os Cls apresentam-se como
produtos com potencial aplicacdo e comercializagdo por serem ambientalmente

seguros e ecologicamente corretos.
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CAPITULO 3

Otimizacao no preparo do complexo de inclusao do 6leo
essencial de Psidium cattleyanum S. em 2-hidroxipropil--
ciclodextrina pelo delineamento composto central rotacional

para aplicacao como larvicida em Aedes aegypti L.

Complexation efficiency / %
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RESUMO

Descreve-se na presente investigacdo a preparacao do complexo de inclusao
(Cl) do bleo essencial (OE) de Psidium cattleyanum (CAT) em 2-hidroxipropil-g-
ciclodextrina (HPBCD) e a avaliagdo larvicida do OE e do Cl em Aedes aegypti.
O OE foi extraido das folhas de CAT com rendimento de 0,79% (m m) e é
constituido majoritariamente por sesquiterpenos, sendo o pB-cariofileno o
principal componente (34,2%). Para obter condicOes otimizadas para a
preparacdo do Cl, através do método fisico de maceracao, foram variados os
parametros razao molar OE/HPBCD e o tempo de maceragédo. A melhor razdo
molar de OE:HPBCD foi de 1:1,14 e o tempo de maceracao correspondeu a 30
min. A eficiéncia de complexacao utilizando as condi¢gdes otimizadas foi de (94,9
+ 1,7)%. O CI preparado foi caracterizado por espectroscopia na regiao UV-Vis,
FTIR, TGA, DLS e XRD para comprovar a interagdo do OE com a HPBCD. A
liberagdo do OE no CI foi avaliada em meio aquoso utilizando DMSO 1% (v v*)
e acetonitrila. O OE foi liberado lentamente no meio aquoso, que foi utilizado
para simular o ambiente aquatico em que as larvas de A. aegypti se
desenvolvem. A atividade larvicida do OE da CAT em DMSO foi de 81,73 e
102,50 ug mL" para CLso e CLoo, respectivamente. Para o Cl, a toxicidade foi de
134,44 e 168,69 ug mL" para CLso e CLso, respectivamente. Embora a atividade
larvicida do OE seja maior em relacdo ao ClI, este ultimo apresenta grande
estabilidade térmica e alta solubilidade em agua. Em conjunto, os resultados
obtidos neste estudo apontam para o fato de que o Cl preparado a partir do OE
da CAT pode representar uma boa alternativa para o controle de larvas de A.

aegypti.

Palavras-chave: Complexo de inclus&o. Araga. Oleo essencial. Dengue.
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1. INTRODUCAO

Dengue, chikungunya e Zika sdo arboviroses transmitidas pelo mosquito
Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae), que é uma espécie invasora de maior
sucesso no mundo (COSME et al., 2020). Por impactar a saude de muitas
pessoas, representando um énus social e econdmico, tentativas de erradicacao
desse vetor sdo realizadas ao longo dos anos (NDII et al., 2021). O controle do
A. aegyptina fase larval € uma ferramenta importante para diminuir as infeccoes
transmitidas por este vetor. Para isso, produtos quimicos sintéticos, como os
piretroides, tém sido utilizados como principal estratégia para controlar a
disseminagao de larvas e mosquitos (YANG et al., 2020). No entanto, apesar de
sua eficacia no combate ao A. aegypti, estudos tém demonstrado que o uso
continuo desses agentes quimicos tem gerado insetos resistentes, sendo
necessaria a utilizacdo de métodos alternativos, como o emprego de Oleos
essenciais (OEs) com efeito larvicida (AZEEM et al., 2019; MENDES et al., 2017;
SMITH et al., 2016).

A espécie Psidium cattleyanum S. (CAT) pertence a familia Myrtaceae e
€ conhecida popularmente como aragazeiro, produzindo frutos denominados
como goiaba morango ou aragd (CASTRO et al., 2015). Essa espécie é nativa
do Brasil e possui importancia comercial, que é atribuida aos seus frutos
utilizados na industria alimenticia (PEREIRA et al., 2018; SANTOS et al., 2007).

Além disso, CAT apresenta atividades antioxidantes, antifungicas e
antimicrobianas (CASTRO et al., 2015; MEDINA et al., 2011; SCUR et al., 2016).
Essas bioatividades tém sido atribuidas principalmente aos altos niveis de
compostos fendlicos, minerais, acidos graxos, agucares, carotenoides e aos OEs
(PEREIRA et al., 2018). Embora ndo existam publicagées sobre a atividade
larvicida da CAT em A. aegypti, o OE de suas folhas provavelmente apresenta
esse efeito, uma vez que outras espécies do mesmo género, como Psidium
guajava L., possuem atividade larvicida promissora (MENDES et al., 2017).

Apesar do efeito larvicida em A. aegypti estar presente em diversos OEs,
eles tém baixa solubilidade em agua, sao volateis e instaveis na presenca de
calor, luz e oxigénio (MOSSA, 2016). Para superar essas limitagdes, tecnologias
tém sido desenvolvidas, ampliando assim suas potenciais aplicacées. Dessa
forma, € possivel produzir complexos de inclusdo (Cls) dos OEs com
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oligossacarideos ciclicos, sendo as ciclodextrinas as mais frequentemente
utilizadas (JANSOOK et al., 2018). A 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD),
gue € derivada do amido, possui alta solubilidade em agua e tém sido utilizada
para a preparacao de Cl contendo OE. A sintese do Cl pode ser otimizada para
alcancar niveis de eficiéncia de complexagao préximos a 100%. Logo, quase
todo o OE utilizado é incorporado as cavidades da HPBCD. Para isso pode ser
utilizado um planejamento estatistico multivariado, que é pouco utilizado na
literatura para essa finalidade, e pode proporcionar a economia de reagentes e
a sintese do Cl contendo mais OE.

Considerando as premissas, o objetivo desta investigacéao foi obter o Cl
do OE das folhas de CAT utilizando HPBCD e otimizar o processo de
complexacao. O Cl foi caracterizado por diferentes técnicas analiticas e teve sua
atividade larvicida avaliada em A. aegypti.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Padroes e reagentes

Os reagentes utilizados foram: 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD,
Oakwood Chemical, Estill, SC, USA), alcool etilico (C2HsOH, 95%, Didatica, Sao
Paulo, SP, Brasil), acetonitrila (C2HsN, 99,9%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), dimetilsulféxido (DMSO, 99,9%, Neon, Suzano, SP, Brasil) e acetona
(C3HeO, 99,5%, Alphatec).

No preparo das solucdes utilizou-se agua tipo 1, obtida pelos sistemas
Milli-Q (Millipore Corporation) e PURELAB (PURELAB Ultra MK2).

2.2. Coleta e extracao do 6leo essencial das folhas de P. cattleyanum

As plantas de P. cattleyanumfazem parte de uma colecao que se encontra
em campo no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCAE/UFES). As amostras vegetais foram coletadas
em julho de 2020 as 9h da manha no municipio de Alegre, no estado do Espirito
Santo, situado na latitude sul (20° 45’), longitude oeste (41° 31’) e altitude de 254

metros.
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A Psidium cattleyanum Sabine foi obtida de plantas adultas no Viveiro
Frucafé, certificado pelo Ministério da  Agricultura do  Brasil
(http://sistemas.agricultura.gov.br/). Uma amostra de P. cattleyanum foi coletada,
seca e depositada no herbario RB do Jardim Botanico do Rio de Janeiro
(RB00887264, encurtador.com.br/auwAO).

Foram realizadas coletas em torno da copa utilizando folhas que estavam
entre jovens e velhas. O material foi armazenado em sacos de papel e as folhas
foram secas a sombra e em temperatura ambiente (~25 °C) por cerca de uma
semana. Em seguida, as folhas foram armazenadas em freezer a -9 °C até a
extracao do OE.

O OE foi obtido através de hidrodestilagdo em aparelho Clevenger,
durante quatro horas de extracéo, de acordo com a metodologia recomendada
pela Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (SOUSA, 2019). Nas extracoes,
realizadas varias vezes, foram utilizadas cerca de 100 g de folhas secas em
aproximadamente 1500 mL de agua tipo 1 (PURELAB Ultra MK2) em baldo de
fundo redondo de 2000 mL. Os vapores de agua e OE se misturaram e, ap6s o
resfriamento, ocorreu a condensacédo das moléculas, que foram separadas por
diferenca de solubilidade e densidade. A mistura de OE e agua foi colocada em
eppendorf, centrifugada a 10000 rpm por 10 min e o OE foi removido com
micropipeta e armazenado em freezer a -20 °C, protegido de luminosidade.

2.3. Determinacao da densidade absoluta e rendimento da extracao do dleo

essencial

A densidade absoluta do OE foi determinada atraves do picnémetro de 10
mL. Foram pesadas as massas do picnémetro vazio e seco, contendo agua e
com o OE. O calculo da densidade foi realizado utilizando a Equacgéao 1.

d= e X (dégua - dar) + dar (Eq- 1)

m3 - my

Sendo: d = densidade absoluta do OE (g cm); ms = massa do picnémetro
seco e vazio (g); mz = massa do picnémetro com o OE (g); ms = massa do
picnbmetro com agua tipo 1 (Millipore Corporation) (g); digua = densidade da
4gua a 25 °C (9,97 x 10" g cm™®); dar = densidade do ar (1,18 x 10" g cm™3).
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O rendimento das extracées do OE foi determinado, em triplicata, pela
razao entre a massa do OE extraido e da massa da planta seca, de acordo com
a Equacéo 2. Foi utilizada balanca analitica (ATX224, Shimadzu, Sao Paulo) com

guatro casas decimais.

Rendimento (%) = TE= S 0298 9) x 100% (Eq. 2)

2.4. Perfil cromatografico do 6leo essencial

As anadlises qualitativa e semiquantitativa dos constituintes do OE das
folnas e do OE extraido do Cl otimizado foram realizadas utilizando a
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GCMS-QP2010
Ultra, Shimadzu, Kyoto, Japao) de acordo com a metodologia de Mendes et al.
(2017). Essas andlises foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Para essas caracterizagbes, as
seguintes condicdes foram adotadas: o gas arraste utilizado foi o He com fluxo
e velocidade linear de 1,80 mL min' e 48,40 cm seg’, respectivamente; a
temperatura do injetor foi de 220 °C na razao split de 1:10; coluna capilar de
silica fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionaria SLB®-5MS (0,25 um de
espessura do filme); a temperatura do forno teve a seguinte programacéo:
temperatura inicial de 40 °C, a qual permaneceu por 2 min e em seguida a
temperatura foi aumentada gradativamente a 3 °C min-' até atingir 240 °C, em
que permaneceu por 5 min, tendo um tempo total de analise de 73,67 min; a
temperatura utilizada no detector foi de 240 °C. A amostra utilizada foi retirada
do vial em um volume de 1 pL de uma solugédo de 1% de OE em acetonitrila.

Além disso, o OE extraido do CIl otimizado foi caracterizado por
cromatografia nas mesmas condicbes a fim de identificar os compostos
complexados.

A identificacdo dos componentes dos OEs foi realizada pela comparacao
dos espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de dados da
espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelo indice de retencéo (IR). Para
o célculo do IR, foi utilizada uma mistura de alcanos saturados C7-Cao (Supelco,
St. Louis, MO, Estados Unidos) submetida sob as mesmas condi¢des
cromatograficas do OE e foi obtido o tempo de retengdo ajustado de cada
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composto. Em seguida, os indices de retencao calculados foram comparados
com os da literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2019; LINSTROM; MALLARD,
2018).

O percentual relativo de cada composto do OE foi calculado através da
razdo entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes da

amostra com area relativa acima de 5%.
2.5. Preparacao dos complexos de inclusao

Os Cls foram obtidos pelo método de maceragéo seguindo a metodologia
de Mendes et al. (2022), com algumas adaptagdes. Os Cls foram obtidos pela
variagdo das proporcoes molares do OE e da HPBCD e dos tempos de
maceracao. Esses parametros foram obtidos através do delineamento composto
central rotacional (DCCR) com fatorial 22, contendo 4 pontos no cubo, 4 pontos
axiais e 5 pontos centrais para melhor estimativa de erro (Fig. 1). A distancia
entre cada ponto axial e o ponto central, ou seja, o alfa (a) é 1,41421. A Tabela
1 mostra os 13 experimentos obtidos a partir do DCCR, além dos fatores

codificados e decodificados (Eq. 3) em que k € o niumero de fatores.

oc = (2191 (Ea. 3)

©, +a)

(-1, +1) ’ : />(+1,+1)

«ohe——@ Ko

X, / (Tempo de maceragdo/ min)

O Q
-1,-1) *1.-1)
’ t ' Ponto central

© -a O Pontos fatoriais

* Pontos axiais

X, / (OE:HPBCD / mol)

Figura 1. Modelo de planejamento composto central rotacional (DCCR) com
fatorial 272 contendo 4 pontos no cubo, 4 pontos axiais e 5 pontos centrais.

Fonte: O autor.
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Tabela 1. Delineamento experimental realizado para otimizar a quantidade de
6leo essencial de Psidium cattleyanum complexado em HPBCD.

Variaveis codificadas* Variaveis decodificadas

Tratamento OE:HPBCD Tempo de (,uL)b
X1 X2 a maceragdo ~ °2"
(mol) (min.)
1 +1 +1 1,4 :1 38,4 192
2 -1 +1 1:1,4 38,4 384
3 -1 -1 1:1,4 7,0 384
4 (+1,41) 0 2:1 225 136
5 0 0 1:1 22,5 272
6 (-1,41) 0 1:2 22,5 545
7 0 0 1:1 22,5 272
8 0 0 1:1 22,5 272
9 0 0 1:1 22,5 272
10 0 0 1:1 22,5 272
11 0 (+1,41) 1:1 45,0 272
12 0 (-1,41) 1:1 0,0 272
13 +1 -1 1,4 :1 7,0 192

aProporgdo molar de 6leo essencial e HPBCD, respectivamente; °Volume de etanol (95%)
correspondente a 2 mmol mL"' de HPBCD.

*(-1) = nivel inferior, (0) = nivel médio, (+1) = nivel superior e a = (+/-1,41); X1= OE:HPBCD (mol)
e Xz = tempo de maceragéo (min.).

Inicialmente a mistura de OE e HPBCD foi manualmente misturada sob
pressdo por 5 min utilizando almofariz e pistilo, em seguida foi adicionado o
etanol e macerado pelos tempos apresentados na Tabela 1. Para avaliar a
melhor condigcdo de preparo do Cl, a eficiéncia de complexacdo (EC) foi
determinada por espectroscopia na regido do UV-Vis, de acordo com a
metodologia descrita a seguir. A partir das respostas foi obtida uma superficie de
resposta através do software Desing-Expert®. O complexo ideal foi preparado
em triplicata a partir do resultado da otimiza¢ao da proporgéo molar e do tempo
de maceragao.
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2.6. Caracterizacao do complexo de inclusao
2.6.1. Curva analitica

Para determinar a eficiéncia de complexacdo foi obtida uma curva
analitica do OE utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis (Cary 8454, Agilent
Technologies, EUA). Essas andlises foram realizadas no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Vicosa (UFV). O equipamento utilizado
possui resolucao de 1 nm e foram utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm de
caminho 6ptico. As analises foram feitas no modo de varredura na faixa de 190
a 1100 nm.

Para essa analise foram preparadas, em triplicata, dez solucdes padrao
com concentragdes crescentes do OE em acetonitrila (2,03 a 20,3 yg mL™).
Foram obtidos os valores de absorbancias em 193 nm para construgéo da curva,
cujos pontos foram submetidos a regressao linear pelo Método dos Minimos
Quadrados. Foram realizadas leituras em duplicata no espectrofotdmetro.

A fim de quantificar a concentracao do OE removido dos Cls, 25 mg dos
materiais foram dissolvidos em 50 mL de acetonitrila 99,9% e o sistema foi
mantido ao abrigo de luz a 580 rpm em mesa agitadora (SL-90/6, Solab, Sédo
Paulo) por 48 h. Esse procedimento foi realizado em triplicata e adaptado de Hill;
Gomes; Taylor (2013). Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas em
centrifuga (206-R, Fanem, Sao Paulo) a 2857 rpm por 15 min a 25 °C para
decantar a HPBCD, deixando apenas o OE soluvel em acetonitrila. As solu¢des
contendo o éleo em solvente foram submetidas a andlise UV-Vis, monitorando-
se 193 nm. As concentragcdbes do OE (mg mL™") foram obtidas pela curva
analitica, sendo possivel determinar as massas de OE extraidas. As eficiéncias
de complexagao (ECs) foram determinadas utilizando a Equagéao 4:

EC (%) = (‘)’Edt—(g‘n%)) x 100% (Eq. 4)

Em que OEext € a massa do OE extraido do Cl (mg) e OEadic € a massa
do OE adicionada no inicio do processo de complexac¢éo (mg).

A partir dos resultados de EC, determinou-se como o Cl deveria ser
preparado a fim de obter um produto otimizado, e este foi preparado,
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caracterizado com as demais técnicas analiticas descritas a seguir e aplicado
contra larvas de A. aegypiti.

Também foi construida uma curva analitica do OE em solucdo aquosa de
DMSO 1% (v v'), para avaliagdo da liberacdo controlada. Para essa analise
foram preparadas, em triplicata, nove solugdes padrdo com concentragcdes
crescentes do OE em solugdo aquosa de DMSO 1% (1,00x10"" a 1,60 mg mL").
Foram obtidos os valores de absorbancias em 232 nm para construgéo da curva,
cujos pontos foram submetidos a regressao linear pelo Método dos Minimos
Quadrados. Foram realizadas leituras em duplicata no espectrofotdmetro.

2.6.2. Analise termogravimétrica

A medida da estabilidade térmica foi realizada por meio de andlise
termogravimétrica (TGA) com auxilio de um analisador térmico DTG (60H,
Shimadzu, Japédo). Cerca de 4 mg da HPBCD, do OE e do CI otimizado foram
pesados em microbalanca analitica (Mettler Toledo, XP26, Brasil). Em seguida,
as amostras foram colocadas, individualmente, em cadinho de alumina e
aquecidas na faixa de temperatura de 30 a 450 °C em uma razdo de
aquecimento de 10 °C min-', com tempo total de andlise de cerca de 45 min. Foi
utilizada atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL min-'. Essa andlise
foi realizada no Laboratério de Embalagens (LABEM) do Departamento de

Tecnologia de Alimentos da UFV.
2.6.3. Avaliacao da estabilidade térmica do complexo de inclusao

O Cl otimizado e o OE foram aquecidos, em uma placa de porcelana, em
um forno (42E, Philco) pré-aquecido por 30 min a 180 °C por 10 min.
Posteriormente foi realizada, em duplicata, a analise por FTIR do Cl e do OE e
espectroscopia UV-Vis do OE extraido do Cl para comprovar a protegao térmica.

2.6.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A HPBCD, o OE, o CI otimizado e o OE e Cl, ambos aquecidos
previamente a 180 °C (item 2.6.3), foram submetidos as analises de
espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
Essa andlise foi realizada no Departamento de Quimica da Universidade Federal
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de Vigosa (UFV). O OE aquecido foi volatilizado, gerou-se um residuo sélido e a
este foi adicionada uma gota de acetona. A solucgao foi levada ao FTIR e a apés
a volatilizagc&o do solvente foi realizada a leitura, com o branco sendo acetona.
Foi utilizado um espectrofotdmetro de reflectancia total atenuada (ATR)
com cristal de germanio (Nicolet 6700, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA)

na regido de 4000 a 700 cm', com 32 varreduras e resolucéo espectral de 4 cm-
]

2.6.5. Analise de tamanho, indice de polidispersao e potencial Zeta por DLS

Por meio da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foram
realizadas as medidas de tamanho, indice de polidispersao (PDI) e potencial
Zeta (PZ) da HPBCD e do ClI otimizado. Para isso, foi utilizado o Zetasizer Nano
ZS (Zen 3600, Malvern Instruments, Reino Unido), uma célula DTS 1070 com
dois eletrodos, sem a presenga de bolhas de ar e na temperatura de 25 °C. As
amostras foram diluidas em agua tipo 1 (Millipore Corporation), com pH igual a
6,0, até a concentragdo de 1 mg mL'. Essa andlise foi realizada no LABEM do

Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.
2.6.6. Difratometria de raios X

O padréao de difracédo de raios X (XRD) da HPBCD e do Cl otimizado foi
obtido a partir de um difratdmetro de raios X (D8-Discover, Bruker, Alemanha).
Foi utilizado um alvo de cobre com K4 com comprimento de onda de 1,5418 A,
tensdo de aceleragdo de 40 kV e corrente do filamento de 40 mA. A taxa de
varredura foi de 0,05 seg™ no intervalo de 5 a 60°. Essa analise foi realizada no
Laboratério de Difracao e Espalhamento de Raios X do Departamento de Fisica
da UFV.

2.7. Liberacao controlada

A liberacao in vitro do OE da CAT complexado na HPBCD foi realizada
utilizando uma membrana de didlise (14 kDa, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Alemanha), de acordo com a metodologia de Babaoglu et al. (2017). Os meios
de liberagdo foram solugido aquosa de DMSO 1% (v v'') e acetonitrila. Duas
avaliacoes foram realizadas: (1) 400 mg do CI foi disperso em 1,00 mL de
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solugdo aquosa de DMSO 1% (v v'') e (2) 100 mg do Cl foi solubilizado em 1,00
mL de &agua. Essas solucdes foram colocadas nas membranas, que foram
fechadas e submersas nos meios contendo 135 mL de uma solu¢do aquosa de
DMSO 1% (400 mg) para (1), e outro com 135 mL de acetonitrila (100 mg) para
(2). O sistema foi submetido a agitacdo de 200 rpm por 59 h a temperatura
ambiente (~28 °C). Em determinados intervalos, aliquotas de 2,00 mL foram
coletadas para medigdo espectrofotométrica e em seguida foram devolvidas a
solugéo original. Os comprimentos de onda de 232 e 193 nm foram monitorados,
respectivamente, nas solugdes aquosas de DMSO 1% para (1), e acetonitrila
para (2). Os experimentos foram realizados em duplicata.

Posteriormente, o CI retido no interior da membrana da solugdo de
acetonitrila foi colocado em 50 mL de acetonitrila para quantificar o OE removido

do Cl, conforme a metodologia do item 2.6.1.
2.8. Atividade larvicida

A atividade larvicida do OE da CAT e do ClI foi realizada com larvas de A.
aegypti de quarto instar (L4) (PPCampos strain, Campos dos Goytacazes, RJ)
obtidas a partir de uma colénia de sucessivas gera¢des mantidas no insetario do
Departamento de Biologia Geral da UFV. Os ovos foram eclodidos e as larvas
mantidas em agua declorada, sendo alimentadas diariamente com racao de
tartaruga (Reptolife, Alcon Pet, Camboriu, SC), sob temperatura controlada
(2813 °C) e fotoperiodo de 12 h até L4, sendo este o tamanho ideal para a
realizacao dos ensaios de acao larvicida, de acordo com Consoli; Oliveira (1994)
e WHO (2005).

Os experimentos larvicidas foram realizados com 25 larvas por
tratamento. Todos os ensaios foram feitos com cinco repeticées em incubadora,
sob condi¢des controladas (28+3 °C; fotoperiodo de 12 h).

Para os experimentos com o OE da CAT foram preparadas solucdes
aquosas com DMSO 1% (v v') nas concentragdes: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110 e 120 ug mL', com o total de 10 tratamentos. As larvas foram
separadas com auxilio da pipeta de Pasteur e, posteriormente, foram distribuidas
em recipientes de vidro contendo 50 mL das diluicdes. Nesse experimento, o
controle negativo foi com solugdo aquosa de DMSO 1% (v v').
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O experimento com o Cl foi realizado adicionando-o em agua e o controle
negativo foi somente HPBCD em agua. As concentracoes adotadas foram: 40,
60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 ug mL™', com o total de 9 tratamentos.

Os ensaios com o controle negativo foram realizados simultaneamente
com os experimentos, utilizando cinco repetigcdes. A verificagdo da mortalidade
foi realizada 24 h apés o inicio de cada ensaio. Foram consideradas mortas as
larvas que nao apresentaram movimento ou ndo responderam aos estimulos
com a pipeta de Pasteur.

2.9. Analise estatistica

A obtencdo dos parametros estatisticos, como: andlise de variancia,
regressao linear e delineamento experimental da otimizacdo no processo de
complexacao foi realizada utilizando o Programa Minitab, versdo 17. A superficie
de resposta foi obtida pelo Programa Design Expert, versdo 11. Para encontrar
os valores da concentracao letal média para matar 50% da populacéo (CLso) e
para matar 90% da populagédo (CLeo) das larvas de A. aegypti, foi utilizado o
modelo Probit com distribuicdo normal a 95% de significancia utilizando o
Programa SAS (“SAS Institute”, 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para caracterizagéao fisico-quimica do OE determinou-se o rendimento da
extragdo e densidade. O rendimento do OE obtido das folhas da CAT foi de
0,79% (m m™) e densidade de 0,9247 g cm=. Outros trabalhos encontraram
rendimentos similares para os OEs das folhas da mesma planta: 0,8% (ADAM et
al., 2011) e 0,51% (PINO et al., 2004). Ao comparar o rendimento do OE da CAT
com o da P. guajava, espécie com maior relevancia comercial do género,
percebe-se que P. cattleyanum possui maior quantidade de OE nas folhas. Os
rendimentos dos OEs das folhas da P. guajava sdo em torno de 0,3% (m m™)
dependendo da cultivar avaliada (MENDES et al., 2017; SOUZA et al., 2017). A
utilizacao de outras Psidium além da P. guajava é agronomicamente favoravel,
pois contribui para o desenvolvimento da espécie e exploracdo do OE,
agregando valor a cultura e tornando-a mais sustentavel. Isso porque pode-se
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aproveitar o material vegetal que, eventualmente, é desperdicado nas podas
para o0 manejo da producgao da planta no cultivo comercial.

Foram identificados seis compostos presentes no OE da CAT, sendo
mono e sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados (Fig. 2 e Tabela 2).
Majoritariamente foram encontrados sesquiterpenos (60,1%) e o principal
composto foi o B-cariofileno (34,2%). Outros autores que identificaram o perfil
cromatografico do OE das folhas da CAT também observaram
predominantemente sesquiterpenos (ADAM et al., 2011; ALVES et al., 2022;
CASTRO et al., 2015; CHALANNAVAR et al., 2013; PINO et al., 2004). Apesar
de pertencerem a mesma classe terpénica, os trabalhos, citados anteriormente,
demonstraram que os OEs da CAT tém compostos majoritarios bastante
distintos dos encontrados. Isso pode ser justificado pelas plantas apresentarem
variagoes intraespecificas, influenciadas por fatores fenolégicos, sua idade de
desenvolvimento, localizagao de plantio, condi¢ées de cultivo, tipo de extracédo
do OE, entre outros fatores (MENDES et al.,, 2018; SEFIDKON; ABBASI;
KHANIKI, 2006; SIFOLA; BARBIERI, 2006; SOUZA et al., 2017).
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Figura 2. Cromatograma do 6leo essencial da espécie Psidium cattleyanum com
as estruturas quimicas dos compostos identificados. 1) a-pineno; 2) limoneno; 3)

1,8-cineol; 4) B-cariofileno; 5) a-humuleno; 6) 6xido de cariofileno.
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De acordo com Tao et al. (2014), os Cls utilizando a B-ciclodextrina (8CD)
sdo comumente empregados na industria farmacéutica, pois devido ao seu
grande diametro interno e profundidade da cavidade, permite a complexacao de
medicamentos com massa molar entre 200 e 800 g mol'. Sendo assim, os
sesquiterpenos poderiam ser melhor complexados do que os monoterpenos
(Tabela 2).

Tabela 2. |dentificacdo dos compostos presentes no éleo essencial da espécie
Psidium cattleyanum.

Massa
Classificacao
n Composto? IRcal®  IRtab®  Avel (%) molar o
terpénica®
(g mol)
1 a-pineno 929 932 10,0 136,24 MH
2 limoneno 1024 1024 14,9 136,24 MH
3 1,8-cineol 1027 1026 9,7 154,25 MO
4 B-cariofileno 1419 1417 34,2 204,36 SH
5 a-humuleno 1452 1452 9,3 204,36 SH
Oxido de
6 o 1584 1582 16,6 220,36 SO
cariofileno
Total identificado 94,7

aCompostos majoritarios listados na ordem de eluigao utilizando coluna Rix®-5MS. Pindice de
retencdo calculado através de dados obtidos por amostra de n-alcanos saturados (C7-Cao).
°indice de retencao tabelado (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2016; NIST, 2011). “Compostos com
area relativa > 5% foram identificados. ¢Classificacao terpénica: Monoterpeno hidrocarboneto
(MH), monoterpeno oxigenado (MO), sesquiterpeno hidrocarboneto (SH), sesquiterpeno
oxigenado (SO).

Outro parametro que pode ser avaliado para inferir quais compostos
podem ter maior facilidade de complexagéo é o diametro do composto hospede
e da cavidade do hospedeiro. Considerando que as distancias das ligacoes C-
C, C=C e C=C sao 1,54; 1,33 e 1,20 A, respectivamente, é possivel calcular o
didmetro aproximado dos compostos presentes no OE da CAT (LEAL et al.,
2010). Os diametros encontrados para os compostos da Tabela 2 variam de 6,16
a 10,57 A, aproximadamente. Considerando que o didmetro da cavidade da
HPBCD esta entre 6,0 e 6,5 A, alguns compostos precisariam de mais uma

molécula de HPBCD para serem totalmente protegidos na cavidade e os
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monoterpenos teriam maior facilidade de complexacdo devido ao menor
tamanho (VARAN et al., 2017).

Além disso, outro parametro importante consiste na polaridade da
molécula héspede, que também deve ser considerada. A cavidade do
hospedeiro (HPBCD) € mais apolar do que a sua superficie, portanto, possui
maior afinidade por moléculas mais apolares. No entanto, é importante ressaltar
que apenas a parte lipofilica da molécula pode se encaixar na cavidade
(JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018; MARQUES, 2010).

Dessa forma, quanto menor a molécula héspede, melhor € a sua
complexagdo, desde que haja semelhanga entre a polaridade da molécula
complexada e a HPBCD.

3.1. Otimizacao do preparo de complexos de inclusao

O método de maceragao pode ser considerado o mais comum para formar
Cl, sendo bastante simples, fornece um bom rendimento e possui baixo custo de
producao (PATIL et al., 2010). Na Figura 3 sdo apresentados os resultados de
13 ensaios empregando o planejamento multivariado composto central
rotacional (Tabela 1). Os ensaios foram realizados baseados em razées molares
(OE:HPBCD) comumente utilizadas por outros autores. Porém, geralmente, a
estequiometria molar entre hdspede e hospedeiro utilizando ciclodextrina é de
1:1 (CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, 2013; FLORENCE; ATTWOOD, 2003;
GALVAO et al, 2019; HERRERA et al, 2019; KFOURY et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2020; MARRETO et al., 2008; PANDIYAN; MATHEW;
MUNUSAMY, 2019). Outro parametro avaliado foi o tempo de maceracao para
o processo de complexacdo. Nao ha registros de trabalhos que utilizem a
variacao desse paramtero, sendo geralmente utilizado o tempo em torno de 50
min (BABAOGLU et al., 2017; KAMIMURA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013).

Pode-se observar na Figura 3 que o tempo de maceracao é uma variavel
fundamental na otimizagdo do processo de producéo dos Cls, alcangando alta
EC, gerando economia de reagentes e tempo para obtencdo. Como observado
no ensaio 12, tanto ndo macerar (mistura fisica), quanto macerar por maior
tempo, como observado no ensaio 11, mantendo a proporcdo molar, séao
insuficientes para um processo com os mais altos valores de EC do OE da CAT
em HPBCD.
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Figura 3. Resultado do delineamento experimental realizado para otimizagéo da
eficiéncia de complexacdo do 6leo essencial de Psidium cattleyanum em

HPBCD.

1) OE:HPBCD (1,4:1), tempo de maceragdo: 38,4 min; 2) OE:HPBCD (1:1,4), tempo de
maceracgao: 38,4 min; 3) OE:HPBCD (1:1,4), tempo de maceragao: 7 min; 4) OE:HPBCD (2:1),
tempo de maceracado: 22,5 min; 5/7-10) OE:HPBCD (1:1), tempo de maceragéo: 22,5 min; 6)
OE:HPBCD (1:2), tempo de maceragao: 22,5 min; 11) OE:HPBCD (1:1), tempo de maceracéo:
45 min; 12) OE:HPBCD (1:1), tempo de maceracao: 0 min; 13) OE:HPBCD (1,4:1), tempo de

maceracao: 7 min.

Os ensaios 5, 7, 8, 9 e 10 sdo o ponto central com as repeticdes
(proporcdo molar 1:1 e tempo de maceragao 22,5 min) e geraram Cls com
eficiéncia de complexacéo superior a 80%. O ensaio 2, propor¢cao molar 1:1,4
(OE:HPBCD) e tempo de maceragdao 38,4 min, também apresentou alta
eficiéncia de complexacéao.

Trabalhos que utilizaram a maceragao para formar Cl do analito com a
HPBCD, obtiveram eficiéncia de 78% (KAMIMURA et al., 2014; TEIXEIRA et al.,
2013) e 97% (BABAOGLU et al., 2017) no processo de preparagao. No entanto,
apesar da alta eficiéncia obtida pelos autores, 0 método pode ser otimizado
através da variacao dos parametros avaliados neste trabalho.
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Através dos resultados de EC obtidos, foi possivel construir a superficie
de resposta (Fig. 4). A equacao da regressdo do modelo quadrético foi Y = 33,31
+ 3,94P + 4,003T - 3,615P? - 0,06882T2, com RZ3justado = 0,9393 e Fajuste = 0,010.
Todos os coeficientes (B) foram significativos (Bproporcao = 0,010; Btempo = 0,000;
Brroporgao x proporcao = 0,004; Btempo x tempo = 0,000) & a = 0,05.
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Figura 4. Superficie de resposta da otimizacdo da eficiéncia de complexagao
com a equacao do modelo de regressao e coeficientes a a = 0,05.

Os maiores valores de eficiéncia apresentam coloracdo vermelha e os
menores azul. As condi¢des para obter a melhor EC na preparagao do Cl a partir
do OE da CAT foram preditas pelo software Minitab. A otimizacao obtida foi de
utilizar a razdo molar OE:HPBCD de 1:1,14 e macerar por 30 min. Os Cls foram
produzidos nessas condicbes e caracterizados com as técnicas analiticas
descritas a seguir.

3.2. Eficiéncia de complexacao

Para verificar a eficiéncia de complexacéo, foi obtida a curva analitica do
OE da CAT a partir de um espectrofotdmetro UV-Vis (Fig. 5). Os grupos de
atomos que absorvem na regiao do UV-Vis em espectroscopia sdo chamados



103

de cromoforos. Considerando que o OE é formado por uma mistura complexa de
compostos, a absorbancia dos compostos presentes no OE da CAT foi
quantificada por essa técnica analitica. O comprimento de onda de maxima de
absorcao ocorre em 193 nm e este foi adotado para identificar e quantificar o OE
extraido do Cl. A curva analitica é mostrada como insert da Fig. 5 e a equacao
da regresséo linear obtida foi y = 53,024x + 0,03732, com R?Zajustado = 0,9976 €
Fajuste = 0,591 (p<0,05). A EC do Cl otimizado foi de (94,9 + 1,7)%. A alta
eficiéncia esta relacionada a proporcao de OE da CAT e HPBCD otimizada, além
do tempo ideal de maceracdo, pois considerando a alta volatilidade e
instabilidade do OE, macerar por muito tempo pode contribuir para a degradagao

dos compostos.
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Figura 5. Espectro de absorcéao no UV-Vis de solugdes padrao do éleo essencial
(OE) da Psidium cattleyanum em acetonitrila (2,03 a 20,3 yg mL") e do OE
removido do complexo de inclusdo. Como insert esta a curva analitica do OE em

acetonitrila (Amax = 193 nm).

O OE extraido do Cl otimizado também foi submetido a andlise
cromatografica para caracterizacdo dos compostos complexados (Fig. 6). Ao
comparar a Fig. 6 com a Fig. 2, observa-se que 0os compostos majoritarios do

OE estao presentes no Cl. Do ponto de vista qualitativo, a similaridade dos
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cromatogramas do OE e do OE extraido do Cl evidenciam a capacidade da
HPBCD em aprisionar compostos hidrofébicos nas cavidades.
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Figura 6. Cromatograma do éleo essencial da espécie Psidium cattleyanum
extraido do complexo de inclusdao com a HPBCD. 1) a-pineno; 2) limoneno; 3)
1,8-cineol; 4) B-cariofileno; 5) a-humuleno; 6) 6xido de cariofileno.

Marreto et al. (2008) fizeram a extracdo dos compostos complexados em
HPBCD e também observaram semelhancas entre os cromatogramas do OE
(Lippia gracilis) e do OE extraido do Cl. No trabalho citado anteriormente foi dado
destaque a eficiéncia do oligossacarideo HPBCD em complexar os compostos

terpénicos.
3.3. Caracterizacao dos complexos de inclusao

3.3.1. Estabilidade térmica

As curvas termogravimétricas para o OE, HPBCD e Cl sdo apresentadas
na Fig. 7. A curva do OE apresenta perda de massa em um evento continuo com
a volatilizagdo e degradacao ocorrendo a partir de 30 °C, tendo 0 maximo de
degradagdo em 142 °C. Em 170 °C, o OE é totalmente degradado (Fig. 8b).
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Pode-se ver na Tabela 3 as perdas de massa da HPBCD (Fig. 8a) e do Cl
(Fig. 8c) que foram divididas em dois eventos: O primeiro pode ser atribuido a
perda de agua que esta na superficie e nas cavidades do material (Am1) e o
segundo com grande perda de massa, representando a decomposi¢cdo completa
do material (Amz2).
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Figura 7. Curvas termogravimétricas da HPBCD, do éleo essencial da espécie
Psidium cattleyanum (OE) e do complexo de incluséo (Cl).

O CI nao apresentou perda de massa entre 110 e 170 °C, o que sugere
gue compostos do OE nao foram complexados na parte externa. O maximo de
degradacao da HPBCD e do Cl foi 349 e 357 °C, respectivamente, apresentando
grande estabilidade térmica do oligossacarideo e protecao do OE no CI. A perda
de massa da agua (Am+) é um pouco maior para HPBCD em comparacéao ao Cl,
0 que sugere que houve a substituicdo das moléculas de agua dentro da
cavidade HPBCD por um material hidrofébico, como o OE.

Outra avaliacao da estabilidade térmica do OE complexado foi verificada
através do aquecimento do Cl a 180 °C e quantificacdo por espectroscopia no
UV-Vis (Fig. 9). Essa temperatura foi selecionada a partir do resultado da TGA,
para garantir a completa volatilizacao do OE.

Apo6s o aquecimento do Cl a 180 °C, o OE foi totalmente protegido pela

HPBCD, pois a curva do OE removido se sobrepbs a curva representada em
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vermelho na Figura 10. Segundo HILL; GOMES; TAYLOR (2013) a HPBCD
apresenta um pico endotérmico em torno de 300 °C referente a fusdo e
decomposicdo térmica da ciclodextrina. Assim, o aquecimento utilizado nao
ultrapassa a temperatura de degradacao da HPBCD, que consegue proteger o
OE. Por outro lado, o OE aquecido a 180 °C foi volatilizado restando apenas um

residuo no fundo da placa de porcelana.
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Figura 8. Curva termogravimétrica com derivada: a) HPBCD; b) 6leo essencial

da espécie Psidium cattleyanum; c) complexo de incluséo.

Tabela 3. Perda de massa da HPBCD e do complexo de inclusao otimizado (Cl).

Amy (%)? Amz (%)P
Amostra
0-110 °C 180-400 °C
HPBCD 6,9 79,4
Cl 6,7 84,1

Variagdo de massa: ?perda de agua e Pdegradacao da HPBCD ou do complexo de inclus&o.
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Figura 9. Placa de porcelana antes e depois de ser aquecida a 180 °C por 10
min. contendo o 6leo essencial da espécie P. cattleyanum e o complexo de

inclusao.

Fonte: O autor.

Os resultados obtidos demonstram que para superar a limitacdo da
volatilizagdo e degradacdo do OE a baixas temperaturas, o OE deve ser
complexado em HPBCD, ampliando assim seu uso potencial.
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Figura 10. Espectro de absorgédo no UV-Vis do OE removido do complexo de

inclusédo (Cl) e do Cl aquecido a 180 °C.
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3.3.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de FTIR da HPBCD, do OE, do Cl, do OE e do Cl, ambos
aquecidos a 180 °C sao mostrados na Fig. 11.

Essa técnica contribui para a verificagcdo da formacao do Cl através da
visualizacdo de bandas pertencentes ao OE e a HPBCD que se apresentam

simultaneamente no ClI, indicando a interacao entre hospede e hospedeiro.
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Figura 11. Espectros de FTIR para a HPBCD, 6leo essencial da espécie Psidium
cattleyanum (OE), do complexo de inclusdo (Cl) e do Cl e OE, ambos apds

aquecimento a 180 °C.

Em todos os espectros, observa-se a presenca de uma banda larga
representada por a, que possui numero de onda de aproximadamente 3400 cm-
' e pode ser atribuida ao estiramento da ligagdo O-H (BARBOSA, 2007). A
diminuicao da banda a no Cl submetido ao aquecimento (180 °C) se refere a
eliminacao da agua presente na amostra.

A banda em 2925 cm, presente em todos os espectros, se refere ao
estiramento assimétrico de CHz2. As bandas em 2860 e 2950 cm™', observadas
principalmente no OE, pertencem ao estiramento simétrico e assimétrico da
ligacdo CHs, respectivamente (BARBOSA, 2007). As bandas em 2860, 2925 e
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2950 cm™' do OE submetido ao aguecimento (180 °C) tiveram maior intensidade
quando comparado ao OE (Fig. 11). Isso pode indicar que existem maiores
qguantidades de vibracdes das ligacdes quimicas no OE aquecido do que no OE.
Assim, devido a degradacédo do OE quando € aquecido outros compostos podem
ter sido formados.

A banda b, em 1740 cm™', apesar de ser uma banda fraca, possivelmente
se refere ao estiramento da carbonila C=0. Sua baixa intensidade pode ser
devido a sua presenca ser minoritaria no OE, pois este nado foi identificado por
analise cromatografica (BARBOSA, 2007). Para o espectro do OE aquecido, a
banda b possui nimero de onda em 1712 cm™' e também se refere a banda de
carbonila. Porém, esta banda pode ser atribuida a carbonila de outro composto
organico e evidencia que houve degradacdo de compostos presentes no OE
guando é aquecido.

A banda ¢ em 1640 cm™' aparece devido a deformacgéo angular da H20
presente tanto no OE quanto no Cl em pequena quantidade (BARBOSA, 2007).
A banda ¢ no Cl submetido ao aquecimento foi suprimida, pois a agua foi
evaporada durante o processo.

A banda d, com nimero de onda de 1378 cm™' representa a frequéncia
vibracional da deformagdo angular simétrica de CHs e estd presente,
principalmente, no OE e nos Cls (BARBOSA, 2007).

A banda e em 1030 cm' representa o estiramento da ligagdo C-O de éter
ciclico e esta presente no espectro da HPBCD e dos Cls. O espectro do OE néao
apresenta a banda e sugerindo que 1,8-cineol e 6xido de cariofileno podem ter
sido degradados ou volatilizados do Cl, no entanto, esses compostos foram
observados no cromatograma do OE removido do CI (Fig. 6). Assim, a técnica
de FTIR néo foi suficiente para mostrar bandas carateristicas desses compostos
ou eles foram complexados em menores quantidades na HPBCD e nao puderam
ser evidenciados pelo FTIR. O espectro do OE aquecido apresenta uma banda
larga entre 900 e 1300 cm™', representando a formag&o de novos compostos.

As bandas b, d e e confirmaram que houve interacdo entre o OE e a
HPBCD. As bandas destacadas na HPBCD também foram observadas nos
espectros de outros autores (MAGALHAES et al., 2020; PINHEIRO et al., 2017b;
RAKMAI et al., 2018). Apesar da menor intensidade das bandas presentes no Cl
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aquecido a 180 °C em comparagédo ao Cl, o OE extraido foi quantificado por
espectroscopia do UV-Vis e o resultado foi mostrado anteriormente.

3.3.3. Analise de tamanho, indice de polidispersao e potencial Zeta por DLS

O tamanho hidrodinamico médio e a distribuicdo de tamanho (PDI - indice
de polidispersidade) do Cl e da HPBCD foram apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Diametro hidrodinamico da particula, potencial Zeta e indice de
polidispersao da HPBCD e do complexo de inclusao.

Diametro médio da . Indice de
Amostra ] Potencial Zeta (mV) . B
particula (nm) polidispersao (PDI)
HPBCD 431,92+ 18,8 -25,1°+ 0,9 0,382 + 0,06
Cl 440,12+ 13,9 -40,92 £ 2,2 0,23 + 0,01

Letras iguais entre colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05.

O didmetro hidrodindmico do Cl e da HPBCD foram iguais entre si e acima
de 400 nm. Em solugdo aquosa esses materiais apresentaram tendéncia de
agregacao, como observado por outro autor (MENDES et al., 2022). Geralmente,
os aglomerados nao ocorrem de maneira uniforme, podendo gerar variabilidade
no tamanho dos Cls, o que justifica os valores de PDI obtidos (HILL; GOMES;
TAYLOR, 2013; KOTRONIA et al., 2017; MIRANDA et al., 2019). Sabe-se que
um sistema com PDI < 0,1 é considerado altamente monodisperso, valores entre
0,1 e 0,4 sdo moderadamente polidispersos e > 0,4 sdo altamente polidispersos
(BHATTACHARJEE, 2016). Dessa forma, o Cl e a HPBCD podem ser
classificados como moderadamente e altamente polidispersos, respectivamente.
A maior uniformidade dos tamanhos do CI é favoravel, pois ele pode conter
quantidades semelhantes do agente bioativo, como o OE, o que leva a uma
liberagao mais uniforme (KOTRONIA et al., 2017).

O potencial Zeta é um indicador da estabilidade dos Cls em suspensao.
Particulas com valores mais elevados em maodulo (>|30] mV) representam uma
repulsdo eletrostatica mais forte e, portanto, melhor estabilidade das particulas
(MIRANDA et al., 2019). Sendo assim, o Cl pode ser classificado como maior
estabilidade em suspensao aquosa em comparag¢ao com a HPBCD.
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3.3.4. Difratometria de raios X

Os resultados das andlises de XRD corroboram para a confirmagédo da
formacéao do Cl e foram apresentados na Fig. 12. Quando ocorre a complexagao,
certos picos podem se deslocar e/ou aumentar a nitidez de outros ja existentes,
uma vez que a maioria das moléculas liquidas, como os OEs, ndo apresentam
padroes de difracdo (WADHWA et al., 2017).

O difratograma da HPBCD e do Cl apresenta as principais bandas com 26
em 10° e 19°. As bandas largas sao caracteristicas de compostos amorfos,
semelhante ao que foi encontrado por outros trabalhos (GAO et al., 2019b;
MAGALHAES et al., 2020). No entanto, o Cl exibiu um pequeno estreitamento
da banda em torno de 19° em comparagao com a HPBCD, o que pode ser devido
a formacao do Cl. Dessa forma, para que haja a complexacéao do OE deve haver
uma organizagao do Cl justificando a alteragdo no difratograma (MAGALHAES
et al., 2020).
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Figura 12. Difratograma da HPBCD e do complexo de inclusdo da espécie

Psidium cattleyanum (Cl).
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3.4. Liberacao controlada

O estudo do perfil de liberagao do OE da CAT a partir do Cl foi realizado
para estimar o tempo de liberagcdo do OE em solugcdo aquosa de DMSO 1% e
em acetonitrila. O meio aquoso simula as condicbes empregadas no
experimento larvicida com A. aegypti, pois previamente o Cl é solubilizado em
agua e posteriormente as larvas séo adicionadas. Este experimento foi realizado

em uma mesa agitadora (Fig. 13).

Figura 13. Mesa agitadora em que foi realizado o experimento de liberacao in
vitro do 6leo essencial de P. cattleyanum do complexo de inclusdao nos meios

acetonitrila e solugao aquosa de DMSO 1%.

Fonte: O autor.

O ClI foi colocado em uma membrana de dialise que permitiu a migragao
do OE para o meio externo através do processo de osmose até atingir o
equilibrio. Para quantificar o OE liberado do ClI foi utilizada a curva analitica do
OE em acetonitrila (Fig. 5) e do OE em solucao aquosa de DMSO 1% (Fig. 14).

A curva analitica do OE em solugdo aquosa de DMSO 1% é mostrada
como insert da Figura 14. O comprimento de onda de maxima de absorcao
ocorre em 232 nm e este foi adotado para identificar e quantificar o OE extraido
do CI. A equacéao da regressao linear obtida foi y = 0,5011x + 0,0856, com
R2ajustado = 0,9759 € Fajuste = 0,392 (p<0,05).

Como pode ser observado na Fig. 15, a liberacdo do OE da CAT em
acetonitrila é caracterizada por duas fases: a primeira sendo uma liberagao inicial
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relativamente rapida, entre 0 e 6 h, que é chamada de “burst effect’, em que
cerca de 30% do OE foi liberado; a segunda fase (apds 6 h) de liberacao
sustentada é mais lenta e constante, sendo liberado mais aproximadamente
15%. Apds 51 h, a liberagdo acumulada de 45% foi alcancada. A liberagao inicial
mais rapida normalmente é atribuida ao OE adsorvido na superficie do ClI
(BABAOGLU et al., 2017), o que nao foi observado pela TGA.
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Figura 14. Espectro de absorcdo no UV-Vis de solugdes padrdao do 6leo
essencial da espécie Psidium cattleyanum em agua e DMSO 1% (1,00x10" a
1,60 mg mL"). Como insert esté a curva analitica do 6leo essencial em dgua e
DMSO 1% (Amax = 232 nm).

Em relacéo a liberacao do OE em acetonitrila, tais resultados podem ser
devido a grande afinidade do OE pelo meio mais apolar, fazendo com que uma
fracdo migre rapidamente para a solucao devido ao gradiente de concentracao.
Na segunda etapa, pode estar havendo o ressecamento da membrana, causado
pela acetonitrila, ndo permitindo o equilibrio do OE nos meios interno e externo.
Uma outra hipétese sugerida € que os poros da membrana de didlise sé&o
fechados e/ou obstruidos pela HPBCD, que € insoluvel em acetonitrila, deixando
a liberacdo mais lenta e incompleta. A Figura 16a e 16b apresentam as

membranas em meio aquoso e em acetonitrila, respectivamente, apds o
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experimento de liberacdo controlada. Percebe-se o aspecto da membrana em
acetonitrila mais ressecado, o que pode tem impedido a migracao do OE para o
meio externo. Babaoglu et al. (2017) utilizaram a mesma membrana para avaliar
a liberagéo controlada do OE de cravo no Cl com a HPBCD. Os autores

obtiveram uma liberagdo acumulada de apenas 30% em solvente organico.
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Figura 15. Perfil de liberacao in vitro do éleo essencial de Psidium cattleyanum
do complexo de inclusdo com a HPBCD nos meios acetonitrila e solugao aquosa
de DMSO 1%.

O CI, em acetonitrila, que ficou retido na membrana foi quantificado por
espectrofotometria na regiao do UV-Vis e apresentou 45% de massa acumulada
do OE. Ou seja, apenas metade da quantidade de OE presente no Cl foi liberado,
justificando a baixa quantidade atingida.

Por outro lado, a liberacdo do OE em solucdo aquosa de DMSO 1%
apresentou um perfil diferente do Cl em acetonitrila. Ap6s cerca de 4 h de
agitacdo, o OE ficou bastante retido, porém, entre 4 e 27 h a liberagao foi
aumentando gradativamente até aproximadamente 90%. Apds 27 h a taxa de
liberacao diminuiu e estabilizou. Apds 59 h a liberacdo acumulada de 98% foi
alcangada. Em solugao aquosa de DMSO 1% ocorre o equilibrio osmético do OE

complexado entre o interior e o exterior da membrana, permitindo a migracao do
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OE para a parte externa. Considerando que a agua solubiliza a HPBCD, néo
ocorre obstrugcao dos poros da membrana, permitindo a liberagdo completa do
OE. Em meio aquoso sem DMSO, a liberagdo do OE deve ser ainda mais lenta,
pois o OE tem forte interacdo com a cavidade apolar do HPBCD, impedindo a
liberacdo no meio aquoso no qual possui pouca afinidade.

Figura 16. Membranas de didlise ap6s o experimento com liberagcédo controlada.
A) Solugao aquosa com DMSO 1%; B) Acetonitrila.

Fonte: O autor.

3.5. Atividade larvicida

As atividades larvicidas do OE da CAT em DMSO e do CI foram
apresentadas na Tabela 5. Os valores de ClLso e CLoo do OE s&o menores do
que do Cl, assim, o OE € mais toxico que o complexo formado. Na literatura nao
ha trabalhos publicados com acgao toxica do Cl feito com HPBCD. Um estudo que
avaliou a atividade larvicida do Cl do OE com B-ciclodextrina também verificou
que o OE é mais téxico do que o Cl (GALVAO et al., 2015). Outro trabalho,
entretanto, observou o contrario (GALVAO et al., 2019).

O perfil de liberagcao acumulada do OE em solug¢do aquosa de DMSO (Fig.
15) mostra que a liberagéo total do OE no meio ocorre somente apds 27 h. Logo,
a liberacdo do OE no CI é lenta e, provavelmente, muito menor em agua sem
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DMSO (meio utilizado no experimento larvicida em A. aegypti). Assim, uma
hipétese sugerida € que como a liberacao do OE é lenta, pode nao haver tempo
de contato suficiente para que maior quantidade de larvas sejam mortas. Dessa
forma, no experimento com o OE, as larvas ficam em contato direto com o 6leo
durante 24 h, o que nao ocorre com o OE que esté protegido na HPBCD. Além
disso, outra possibilidade € que o composto mais téxico tenha a taxa de liberagao
do CI mais lenta, logo, apresentara menor atividade larvicida em comparacao

com o OE.

Tabela 5. Toxicidade do 6leo essencial da Psidium cattleyanum e do complexo

de inclusdo em larvas de Aedes aegypti.

Clso (ug mL")2 Cloo (ug mL )b X2°
OE em
81,73 (80,14-83,32) 102,50 (99,82-105,73) 0,4761
DMSO 1%
Cl 134,44 (130,93-137,62) 168,69 (163,80-174,98) 0,3028

aConcentracgao letal média necessaria para matar 50% da populagao com intervalo de confianga.
bConcentragéo letal média necessaria para matar 90% da populagdo com intervalo de confianga.

°Qui-quadrado de Pearson com a = 0,05.

De forma geral, pode-se observar que os compostos majoritarios e
minoritarios do OE da CAT foram complexados na HPBCD (Fig. 6). Sendo assim,
a menor toxicidade do Cl em comparacao ao OE nao pode ser atribuida a nao
complexacao de algum composto potencialmente toxico.

Os compostos quimicos presentes no OE sdo responsaveis por sua
bioatividade. Alguns trabalhos avaliaram a toxicidade do SB-cariofileno, principal
composto do OE da CAT, em larvas de A. aegypti. Para o B-cariofileno a CLso foi
de 88,30 ug mL' (PERUMALSAMY;; KIM; AHN, 2009) e 1202 ug mL" (SILVA et
al., 2008). O 6xido de cariofileno, segundo composto principal do OE da CAT,
apresenta ClLso de 125 ug mL" (SILVA et al., 2008). Enquanto o limoneno, que
€ o terceiro composto majoritario do OE da CAT, apresentou CLso em larvas de
A. aegyptiigual a 17,8 ug mL' (ROCHA et al., 2015), 26,8 ug mL' (GALVAO et
al., 2015), 30 ug mL" (SANTOS et al., 2011) e 37 ug mL" (SILVA et al., 2008).
Dessa forma, estes compostos isolados possuem toxicidade em larvas de A.

aegypti, sendo o limoneno o mais toxico.
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No entanto, deve-se considerar que 0s compostos majoritarios
encontrados nos OEs nem sempre sdo 0s principais responsaveis pelas
propriedades que esses demonstram. Em alguns casos, a bioatividade da
mistura é mais elevada do que dos compostos isolados (ROSA et al., 2016). Isto
pode ser explicado pelo sinergismo entre os constituintes presentes nos OEs e
a presenca de compostos minoritarios, que podem ser biologicamente ativos.

Apesar do Cl ser menos téxico do que o OE em DMSO, a formagéo do ClI
€ capaz de melhorar a solubilidade aquosa e estabilidade térmica dos OEs. Além
disso, permite sua utilizacdo em recipientes contendo agua, que sao potenciais

criadouros de larvas, sendo o Cl mais adequado do que o OE.
4. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a espécie P.
cattleyanum possui conteudo significativo de OE nas folhas e apresenta
atividade larvicida. O processo de produgéao do Cl, formado a partir do OE da
CAT com a HPBCD, foi otimizado e apresentou alta eficiéncia de complexacao.
O estudo das variaveis tempo de maceragdo e propor¢gdo molar foram
parametros imprescindiveis para a obtengcdo de Cl com alta eficiéncia de
complexacao. O Cl obtido foi caracterizado por técnicas analiticas comprovando
que o OE foi complexado na cavidade da HPBCD. Devido a alta solubilidade
aquosa do ClI, este foi avaliado para o controle de larvas de A. aegypti e sua
toxicidade foi comparada com o OE em DMSO. Apesar da toxicidade do Cl ser
inferior ao do OE, as vantagens que possui sao superiores, pois sao produtos
termicamente estaveis e que nao necessitam de solvente para serem
solubilizados em agua. Assim, os Cls da espécie CAT sao produtos
potencialmente tdxicos as larvas de A. aegypti e podem ser comercializados para

essa finalidade.
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CAPITULO 4

Atividade herbicida e citogenotéxica de complexos de inclusao
do dleo essencial das folhas de Psidium gaudichaudianum e (-

cariofileno em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

¢

Lolium multiflorum Bidens pilosa

Lactuca sativa
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RESUMO

O uso de produtos naturais, como os 6leos essenciais (OEs), para o controle
de plantas invasoras em sistemas agricolas, vem despertando grande
interesse. O género Psidium é conhecido por conter plantas com OEs.
Destaque € dado ao OE de Psidium gaudichaudianum (GAU) e seu
composto majoritario S-cariofileno (8-CAR), que foram alvos deste trabalho.
Apesar do OE GAU e do B-CAR serem promissores para utilizacdo em
plantas invasoras, eles sdo muito volateis e facilmente biodegradados.
Dessa forma, uma maneira de evitar ou diminuir essas caracteristicas, sao
os métodos de protecao, como a formacao de complexos de inclusao (Cls)
com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD). Assim, o objetivo deste
trabalho foi obter Cls a partir do OE GAU e do B-CAR e avaliar suas
atividades herbicida e citogenotoxica. Os Cls obtidos foram caracterizados
pelas técnicas analiticas: UV-Vis, GC, TGA e FTIR, e estes foram utilizados
como herbicidas nas plantas invasoras Lolium multiflorum e Bidens pilosa.
Os Cls obtidos apresentaram eficiéncia de complexacao de 91,5 e 83,9%,
para o OE GAU e o B-CAR, respectivamente. Os Cls produzidos foram
capazes de proteger o OE e o 8-CAR da volatilidade e degradacao, com alta
estabilidade térmica, além de solubilizarem o OE e B-CAR em agua sem a
adicao de solvente organico. O OE, o B-CAR e seus respectivos complexos
foram utilizados quanto a atividade herbicida nas concentracdes de 187,5 a
3000 pg mL", avaliando as varidveis germinagdo, crescimento radicular e
crescimento da parte aérea. De forma geral, o Cl GAU foi mais téxico que o
Cl B-CAR. Na maioria das concentragdes avaliadas, o OE e o B-CAR
apresentaram toxicidade igual ou maior que os respectivos Cls. O Cl GAU
na concentragdo de 3000 ug mL"' é indicado para uso em B. pilosa e L.
multiflorum, pois apresentou maior toxicidade, logo, houve efeito dose
dependente. O Cl B-CAR na concentragdo de 3000 ug mL"' poderia ser
indicado principalmente para aplicacdo em L. multiflorum. A
citogenotoxicidade foi avaliada em células meristematicas da raiz da planta
modelo Lactuca sativa, sendo verificado uma influéncia dos OEs e Cls na
normalidade do ciclo celular. Verificou-se a reducéo do indice mitético e o

aumento de anormalidades cromossdmicas, evidenciando acao aneugénica
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e clastogénica do OE, do B-CAR e dos Cls. Os resultados evidenciaram que
os Cls podem ser utilizados em plantas invasoras, pois em termos de agao
herbicida e citogenotoxica foi eficiente. Além disso, € possivel indicar os
produtos obtidos como potenciais a serem explorados comercialmente, pois
os Cls permitem que o OE complexado apresente constituicao quimica mais
estavel do que o OE puro, diante das condigdes de armazenamento. Ainda,
este trabalho contribui para o desenvolvimento da GAU, uma espécie nativa
do Brasil, com potencial para a bioeconomia.

Palavras-chave: Produtos naturais. Araga. Atividade bioldgica. Bioherbicida.
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1. INTRODUCAO

A preocupagédo com a escassez de alimentos nos ultimos anos tornou
necessario o desenvolvimento da agricultura sustentavel, visando preservar
o0 meio ambiente, reduzir custos e elevar a produtividade (KAUR et al., 2021).
No entanto, em grandes culturas como trigo, milho, entre outras, as plantas
invasoras crescem de forma espontanea e indesejada, causando perda da
produtividade da cultura, colocando em risco a integridade de sistemas
agricolas e causando prejuizo econémico (PAINI et al. 2016; EL-ALAM et al.
2020). Esforcos continuos séo realizados para proteger as lavouras de
plantas invasoras, que vao desde o controle mecanico até o quimico (XIE et
al., 2019). Sendo este ultimo o mais utilizado na agricultura moderna,
juntamente com praticas de manejo integrado (DABA; BERECHA;
TADESSE, 2021). No entanto, o uso excessivo e inadequado de herbicidas
sintéticos, como o glifosato, para o controle de plantas invasoras, favorece a
selecao de gendtipos resistentes, além de causar danos ambientais, a saude
humana e animal (BENCHAA et al., 2019; IBANEZ; BLAZQUEZ, 2018;
PINHEIRO et al., 2017a; ZHANG et al., 2016).

Dessa forma, para superar as desvantagens dos herbicidas sintéticos,
os produtos naturais obtidos a partir de plantas, sdo uma alternativa viavel,
eficiente e segura para os agricultores (MAES et al, 2021). Os o6leos
essenciais (OEs) foliares podem possuir atividade herbicida para plantas
invasoras, como a Lolium multiflorum (azevém) (IBANEZ; BLAZQUEZ,
2019a) e a Bidens pilosa (picao preto) (ALVES et al.,, 2014). O género
Psidium (Myrtaceae) contém espécies que produzem OEs, em geral ricos
em sesquiterpenos, 0os quais podem ser inibidores da germinacao de
sementes e interferirem no desenvolvimento de diferentes espécies vegetais
(SILVA et al, 2021). Recentemente, o OE das folhas de Psidium
gaudichaudianum Proencga & Faria (GAU), rico em B-cariofileno, foi relatado
por suas propriedades fitotoxicas sobre o crescimento radicular e aéreo de
Lactuca sativa L. (alface), apresentando resultados estatisticamente
semelhantes ao herbicida pés-emergente glifosato (VASCONCELQOS et al.,
2019). No entanto, ndo ha na literatura trabalhos com espécies de Psidium

avaliados em plantas invasoras.
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A espécie GAU é uma angiosperma conhecida popularmente como
araca. Apesar do género Psidium possuir ampla diversidade genética de
forma interespecifica, GAU pode ser considerada uma espécie nativa pouco
conhecida (SILVA et al., 2021). Investigar espécies pouco estudadas é
imprescindivel para o seu uso sustentavel. As plantas invasoras L.
multiflorum e B. pilosa sdo anuais e possuem diferentes preferéncias de
habitat. B. pilosa (Asteraceae) é originaria da América do Sul e comum em
todas as areas tropicais e subtropicais do mundo, que possuem clima quente
e umido (ARTHUR; NAIDOO; COOPOOSAMY, 2012). L. multiflorum
(Poaceae) é uma graminea de origem europeia e comum em regides mais
frias (FIRESTONE; JASIENIUK, 2012).

Embora os OEs tenham potencial para uso no controle de plantas
invasoras, eles sao muito volateis e facilmente degradados quando expostos
a luz, calor e oxigénio (MOSSA, 2016). Assim, a utilizacdo de métodos de
protecdo de OEs quanto ao aumento da estabilidade térmica e solubilidade
em agua, permitem ampliar as suas aplicacées. Um desses métodos utiliza
a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), que é um oligossacarideo
derivado do amido, para produzir complexos de inclusdo (Cls) com os OEs.
Os Cls formados pela HPBCD possuem a superficie polar e cavidade apolar,
assim a HPBCD aprisiona moléculas hidrofébicas, como os compostos
presentes nos OEs e sdo soluveis em meio aquoso (JANSOOK; OGAWA,;
LOFTSSON, 2018).

Com afinalidade de ampliar o conhecimento dos OEs, suas potenciais
aplicacdes e criar um produto bioherbicida, foi utilizado o OE da espécie P.
gaudichaudianum e do composto majoritario B-cariofileno para este estudo.
A partir deles foram obtidos os Cls, caracterizados por diferentes técnicas
analiticas e avaliados quanto a germinacao e crescimento radicular e aéreo
de sementes de L. multifforum e B. pilosa. Ainda, foi verificada a acao
citogenotéxica dos produtos obtidos no ciclo celular de células
meristematicas radiculares de L. sativa. A L. sativa foi utilizada por ser
considerada uma planta modelo, pois possui um baixo numero de
cromossomos (2n = 18) e estes sao relativamente longos (2,8 a 5,5 um), o
que facilita a visualizagdo microscépica das alteragdes citogenéticas, além
de alta sensibilidade (SANTIAGO et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Padroes e reagentes

Os reagentes utilizados foram p-cariofileno (96,2%, Quinari, lote
CAR76HG, Ponta Grossa, PR, Brasil), 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina
(HPBCD, Oakwood Chemical, Estill, SC, EUA), etanol (95%, Didatica, Sao
Paulo, SP, Brasil), acetonitrila (99,9%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
acetona (99,5%, Dinamica, Indaiatuba, SP, Brasil), tween 80 (Exodo
Cientifica, Hortolandia, SP, Brasil), glifosato (Roundup, S&o José dos
Campos, SP, Brasil), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (98%, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), &cido cloridrico (37%, Neon, Suzano, SP,
Brasil), metanossulfonato de metila (MMS) (99%, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), aceto-orceina (Dinamica, Indaiatuba, SP, Brasil) e acido acético
(99,7%, Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para a preparacéo das solu¢des
foi utilizada agua tipo 1, obtida pelo sistema PURELAB (PURELAB Ultra
MK2).

2.2. Coleta e extracao de oOleo essencial das folhas de P.
gaudichaudianum

As plantas de Psidium gaudichaudianum estao localizadas no Centro
de Ciéncias Agrarias e Engenharia da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCAE/UFES). Amostras foliares de plantas foram coletadas em julho
de 2021 as 8 horas da manha em Alegre, Espirito Santo, Brasil, localizada
na latitude sul (20° 45'), longitude oeste (41° 31') e altitude de 254 metros.

Uma amostra de P. gaudichaudianum foi coletada, seca e depositada
no herbario RB do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (RB00774107).

As amostras foliares foram coletadas ao redor da copa das arvores.
O material foi armazenado em sacos de papel e as folhas foram secas a
sombra e a temperatura ambiente (~25 °C) por cerca de uma semana. Em
seguida, as folhas foram armazenadas em freezer a -9 °C até a extragao do
OE.

O OE foi obtido por hidrodestilacao via aparelho Clevenger, durante
quatro horas de extiracdo, conforme metodologia recomendada pela
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Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (SOUSA, 2019). Nas extragdes,
realizadas varias vezes, foram utilizados cerca de 100 g de folhas secas em
aproximadamente 1500 mL de agua tipo 1 em um baldo de fundo redondo
de 2000 mL. O OE foi removido com micropipeta e armazenado em freezer
a -20 °C, protegido da luz até o uso.

2.3. Determinacao da densidade absoluta e rendimento de extracao de
6leo essencial

A densidade absoluta do OE e do B-cariofileno foi determinada
usando um picnémetro (RBR vidros, Sdo Paulo, Brasil) de 5 mL. As massas
do picnémetro vazio e seco, contendo agua e com o OE, foram pesadas. O
calculo de densidade foi realizado usando a Equacao 1.

d= 2220 X (dagua - dar) + dar (Eq. 1)

mg - my

Onde: d = densidade absoluta do OE (g cm?); mi = massa do
picnbmetro seco e vazio (g); m2 = massa do picnémetro com o OE (g); m3 =
massa do picnémetro com agua tipo 1 (g); dagua = densidade da agua a 25
°C (9,97 x 10" g cm3); dar = densidade do ar (1,18 x 101 g cm'3).

O rendimento da extracdo do OE foi determinado, em triplicata, pela
razao entre a massa do OE extraido e a massa da planta seca, conforme a
Equacao 2.

Rendimento (%) = m::;:Z:t;ﬁ;szgzl:l(éf) x 100% (Eq. 2)

2.4. Perfil cromatografico do 6leo essencial

A identificagdo e a semiquantificagcdo dos constituintes do OE das
folhas e do B-cariofileno foram realizadas utilizando a cromatografia a gas
com detector de ionizacdo de chama (GC-FID QP2010SE, Shimadzu,
Japéao) e cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS
QP2010SE, Shimadzu, Japao) de acordo com a metodologia de Mendes et
al. (2017). Essas andlises foram realizadas na Central Analitica do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal do Espirito Santo

(UFES). Para essas caracterizagbes, as seguintes condigdes foram
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adotadas: o gas arraste utilizado foi o He para os dois detectores com fluxo
e velocidade linear de 2,80 mL min' e 50,80 cm seg™ (GC-FID) e 1,98 mL
min' e 50,90 cm seg' (GC-MS), respectivamente; a temperatura do injetor
foi de 220 °C na razao split de 1:30; coluna capilar de silica fundida (30 m x
0,25 mm); fase estacionaria Rtx®-5MS (0,25 um de espessura do fiime); a
temperatura do forno teve a seguinte programacéao: temperatura inicial de 40
°C, a qual permaneceu por 3 minutos e em seguida a temperatura foi
aumentada gradativamente a 3 °C min' até atingir 180 °C, em que
permaneceu por 10 minutos, tendo um tempo total de analise de 59,67 min;
as temperaturas que foram utilizadas nos detectores FID e MS sao de 240 e
200 °C, respectivamente (SOUZA et al.,, 2017). A amostra utilizada foi
retirada do vial em um volume de 1 uL de uma solucao de 3% de OE em
acetonitrila 99,9%.

As andlises por GC-MS foram realizadas em um equipamento
utilizando ionizagao por impacto eletrénico com energia de 70 eV; velocidade
de varredura de 1000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos seg™' e
fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As analises por GC-FID foram
realizadas por uma chama formada por Hz e ar atmosférico com temperatura
de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL min' e 400 mL min"! para Hze
ar, respectivamente.

A identificacdo dos componentes do OE e do pB-cariofileno foi
realizada pela comparacdo dos espectros de massas obtidos com os
disponiveis no banco de dados da espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST
05s) e pelo indice de retencao (IR). Para o calculo do IR, foi utilizada uma
mistura de alcanos saturados C7-Ca4o (Supelco, Estados Unidos) submetida
sob as mesmas condigdes cromatograficas do OE e do B-cariofileno, e foi
obtido o tempo de retencéo ajustado de cada composto através do GC-FID.
Em seguida, os valores calculados para cada composto foram comparados
com os da literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2019; LINSTROM,;
MALLARD, 2018).

O percentual relativo de cada composto presente no OE GAU e no G-
cariofileno foi determinado pelo célculo da razdo entre a area do pico
integrado e a area total de todos os constituintes da amostra, desde que a
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area relativa fosse superior a 2%. Esses dados foram obtidos pelas analises

realizadas em GC-FID.
2.5. Preparacao dos complexos de inclusao

Os Cls foram obtidos pelo método de maceracdo seguindo a
metodologia de Mendes et al. (2023). Os Cls contendo o OE foram
preparados da seguinte maneira: utilizou-se a propor¢do molar do OE e
HPBCD de 1:1 e o tempo de maceracgao total de 35 min. Cerca de 3,9 g de
HPBCD (1460 g mol") e 0,5 g do OE (187,47 g mol') foram pesados em um
almofariz. A massa molar média do OE foi obtida considerando a massa
molar de cada composto e suas respectivas porcentagens de area relativa
obtidas a partir da andlise cromatografica. Os experimentos foram realizados
em ftriplicata. A mistura foi manualmente misturada sob press&o por 5 min
utilizando almofariz e pistilo. Em seguida, adicionou-se o volume de etanol a
95% correspondente a 2 mmol mL' de HPBCD para formar uma pasta
homogénea e logo apds a mistura foi macerada por 30 min. De forma similar,
o CI contendo o B-cariofileno foi preparado em triplicata, variando apenas as
massas pesadas de HPBCD e de B-cariofileno (204,36 g mol™), que foram
3,6 € 0,5 g, respectivamente. Os Cls produzidos foram mantidos a 5 °C em
dessecador sob vacuo por 72 horas. Posteriormente, os Cls foram

armazenados em frascos ambar a -20 °C.
2.6. Caracterizacao dos complexos de inclusao
2.6.1. Curva analitica

Para determinar a eficiéncia da complexacdo (EC), uma curva
analitica do OE e do B-cariofileno foi obtida usando um espectrofotémetro
NanoDrop UV-Vis (Thermo Scientific, Nanodrop One, Waltham,
Massachusetts, EUA). O equipamento utilizado possui resolugdo de 0,5 nm
e foram utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm de caminho éptico. As
analises foram realizadas em modo de varredura na faixa de 190 a 850 nm.
Essas andlises foram realizadas na Central Analitica do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
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Para esta analise, dez solugbes padrao foram preparadas em
triplicata com concentragdes crescentes de OE em acetonitrila (1,9 a 19,0 ug
mL™). A curva analitica do B-cariofileno foi preparada com concentragdes
crescentes em acetonitrila (1,0 a 20,4 ug mL"). Os valores de absorbancia
em 195 e 197 nm, para o OE GAU e B-cariofileno, respectivamente, foram
obtidos para a construgao da curva, cujos pontos foram submetidos a
regressao linear pelo Método dos Minimos Quadrados.

Para quantificar a concentragéo de OE e o B-cariofileno removido dos
Cls, 25 mg dos materiais foram dissolvidos em 50 mL de acetonitrila 99,9%,
e o sistema foi mantido no escuro a 900 rpm em um agitador magnético
(Thermo Scientific, Cimerac, China) por 48 horas. Este procedimento foi
realizado em triplicata e adaptado de Hill et al. (2013). Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas em centrifuga (206-BL, Fanem, Sao Paulo,
Brasil) a 1900 rpm por 20 min a 25 °C para decantar a HPBCD, deixando
apenas o OE ou o B-cariofileno soluveis em acetonitrila. As solucdes
contendo o OE e B-cariofileno em solvente foram submetidas a analise UV-
Vis, monitorando 195 e 197 nm, respectivamente. As concentracbées do OE
e do B-cariofileno foram obtidas pela curva analitica, possibilitando a
determinacdo das massas de OE ou B-cariofileno extraidas. As eficiéncias
de complexagao foram determinadas usando a Equagéo 3:

EC (%) = 2 ™9 1009 (Eq. 3)

Madic (MY)

Onde a mext € a massa do OE ou g-cariofileno extraida do Cl (mg) e
Madic € @ massa do OE ou B-cariofileno adicionada no inicio do processo de

complexacao (mg).
2.6.2. Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica foi medida por analise termogravimeétrica (TGA)
com o auxilio de um analisador térmico DTG (60H, Shimadzu, Jap&o). Cerca
de 4 mg de HPBCD, OE, B-cariofileno e Cls foram pesados em uma
microbalanca analitica (Mettler Toledo, XP26, Sao Paulo, Brasil). Em
seguida, as amostras foram colocadas individualmente em um cadinho de

alumina e aquecidas na faixa de temperatura de 30 a 450 °C a uma taxa de
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aguecimento de 10 °C min'. Foi utilizada atmosfera inerte de nitrogénio com
fluxo de 50 mL min'. Essa andlise foi realizada no Laboratério de
Embalagens (LABEM) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
UFV.

2.6.3. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

O HPBCD, o OE, o B-cariofileno e os Cls foram submetidos a analise
de espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). Foi utilizado um espectrofotobmetro de refletancia total atenuada
(ATR) com cristal de germénio (Nicolet 6700, Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA) na regido de 4000 a 700 cm™', com 32 varreduras e resolugdo
espectral de 4 cm™'. Essa andlise foi realizada no Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Vigcosa (UFV).

2.7. Avaliacao da atividade herbicida

As emulsées do OE e do B-cariofileno foram preparadas utilizando
acetona (2% v v') e tween 80 (0,05% v v'') em meio aquoso, com as
seguintes concentragdes: 3000, 1500, 750, 375 e 187,5 ug mL™". As
solucdes dos Cls foram preparadas nas mesmas concentragdes, no entanto,
somente com agua. Os controles negativos foram: acetona (2% v v'') com
tween 80 (0,05% v v'') e HPBCD em &gua. Os controles positivos foram:
glifosato (1 mL L") e 2,4-D (3 mmol L7).

Para a avaliagdo da taxa de germinacédo (G), crescimento radicular
(CR) e crescimento aéreo (CA), foram adicionados 3 mL da solugao de cada
tratamento (incluindo os controles) em placas de Petri (9 cm de diametro),
contendo sementes de Bidens pilosa e Lolium multiflorum em papel de filtro.
Os tratamentos foram realizados com 25 sementes e cinco repeticées. As
placas foram vedadas com papel filme plastico e mantidas em camara de
germinacao (BOD) a (24 * 2) °C com fotoperiodo de 16 h no claro e 8 h no
escuro. O ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado.

A porcentagem de germinacgéao (%G), o CR e CA de B. pilosa e L.
multiflorum foram avaliados sete dias ap0s a exposicéo inicial das sementes

aos tratamentos. O crescimento aéreo e radicular foi medido com um
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paquimetro digital (Stainless Hardened, india). Essas analises foram
realizadas no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

2.8. Analise de citotoxicidade

A avaliacao citogenética foi realizada na planta modelo L. sativa para
visualizar alteragcdes mitéticas em seu ciclo celular, como anormalidades
cromossbémicas e envolvendo a presenca de micronucleos (SANTIAGO et
al., 2017). Esta espécie possui sementes com germinacao rapida e uniforme,
além de ser sensivel a acdo de agentes téxicos (TIGRE et al., 2012).

Para realizagdo dos experimentos, 2 mL da solucdo de cada
tratamento (OE GAU, CI GAU, B-CAR e Cl B-CAR) nas concentracbes de
3000, 1500, 750, 375 e 187,5 ug mL~" foram adicionados a placas de Petri
(9 cm de diametro), contendo 25 sementes de L. sativa em papel de filtro.
Os controles negativos foram: acetona (2% v v') com tween 80 (0,05% v v-
Y e HPBCD em agua. O metanossulfonato de metila (MMS) (4 mmol L) foi
usado como controle positivo, pois € um agente alquilante de DNA em testes
citogenotoxicos (SINGH et al., 2020). Ap6s 48 h de exposicao dos
tratamentos com as sementes, 10 raizes de cada repeticdo foram coletadas
e fixadas em solucdo de etanol:acido acético (3:1 v v'') e armazenadas em
freezer a -18 °C.

Para a avaliagdo microscopica, foram preparadas laminas com
células meristematicas radiculares. As raizes, previamente fixadas, foram
lavadas com &gua destilada e hidrolisadas em HCI 5 mol L' por 18 min a
temperatura ambiente. As laminas foram preparadas pela técnica de
compressdo e coradas com aceto-orceina (2% m v''). Em seguida, foram
cobertas com laminula, seladas e armazenadas em freezer a -18 °C para
conservagao do material e posterior andlise. Foram avaliadas mil células por
lamina, totalizando 5000 células por tratamento.

A citotoxicidade foi determinada pela razédo entre o total de células
em diviséo e o total de células avaliadas, medida pelo indice mitético (IM). A
genotoxicidade foi determinada usando a soma das frequéncias de células
com anormalidades cromossémicas (AC) (cromossomos ndo orientados,

cromossomos aderentes, c-metafases, pontes e quebras cromossémicas) e
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nucleares (AN) (comunicagao nuclear, broto nuclear, células multinucleadas
e nucleo condensado) obtida pela razao entre o numero total de células com
alteracdes e o numero total de células avaliadas. Ja a mutagenicidade foi
determinada pela frequéncia de células com micronucleos obtida pela razao
entre o numero total de células com micronucleos e o niumero total de células
avaliadas (SANTOS; SOMMAGGIO; MARIN-MORALES, 2022). A
porcentagem de cada alteragdo cromossdmica dentro do total de células em
divisdo também foi avaliada. Essas analises foram realizadas no Laboratério
de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES).

2.9. Analise estatistica

A regressao linear foi realizada por meio do Programa Minitab, versao
17. Os experimentos de fitotoxicidade (%G, CR e CA) foram realizados como
um fatorial triplo. O primeiro fator foram as espécies de plantas invasoras (B.
pilosae L. multiflorum). O segundo fator incluiu quatro tratamentos (OE GAU,
Cl GAU, B-CAR e CI B-CAR). O terceiro fator foram as cinco concentracoes
dos materiais citados anteriormente (3000, 1500, 750, 375 e 187,5 ug mL™").
Para os ensaios fitotoxicos e citotdxicos (IM, AN e AC), os dados foram
submetidos a ANOVA (anadlise de variancia) com delineamento inteiramente
casualizado. A comparacao estatistica dos dados entre os fatores foi
realizada usando o teste de Tukey e a comparagao com controles usando o
teste de Dunnett a 5% de significancia, utilizando o software R Studio versao
4.1.0 ("R Core Team”, 2021).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O OE da P. gaudichaudianum apresentou rendimento da extracao de
(0,58 + 0,02)% (m m™"). A densidade do OE GAU e do B-cariofileno foi de
0,9157 e 0,9005 g cm?3, respectivamente. E importante a obtencdo do
rendimento de extracdo do OE para observar se ha viabilidade econémica
na sua exploracdo em larga escala. Na literatura ndo estd relatado o
rendimento da extracao de OEs das folhas de P. gaudichaudianum, por esse

motivo, pode-se realizar a comparacao do valor obtido com outras plantas.
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Os OEs de Psidium mais estudados e registrados no mundo, sao: P.
guajava, P. guineense e P. cattleyanum; e estas apresentaram o OE das
folnas com rendimentos de 0,3% (MENDES et al, 2022), 0,1-0,9%
(FIGUEIREDO et al., 2018) e 0,8% (SAVOLDI et al., 2020), respectivamente
(SILVA et al., 2021). De forma geral, os OEs com utilizagdo comercial podem
apresentar rendimento de extracéo entre 0,30 e 3,86% (m m"), o que ocorre
para o OE GAU (FADEL et al., 2020). Ao comparar o rendimento do OE GAU
com as outras espécies do género, observa-se que ela pode ser considerada
uma planta contendo quantidade de OE de interesse comercial.

A composicao quimica do OE GAU, as estruturas quimicas e o
cromatograma foram apresentados na Tabela 1, Fig. 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial da

espécie Psidium gaudichaudianum.

Arelsiva  Massa molar  Classificagao

n Composto? tretencao .
(%)° (g mol™) terpénicad
1 a-pineno 8,549 9,2 136,24 MH
2 limoneno 12,833 9,8 136,24 MH
3 1,8-cineol 12,833 4,3 154,25 MO
4 y-terpineno 14,149 29 136,24 MH
5 B-cariofileno 30,646 53,3 204,36 SH
6 a-humuleno 32,003 12,0 204,36 SH
7  Oxido de cariofileno 37,519 5,0 220,36 SO
Total identificado 96,5

aCompostos majoritarios listados na ordem de eluigéo utilizando coluna Rix®-5MS. *Tempo
de retencdo. “Compostos com éarea relativa > 2% foram identificados. 9Classificacdo
terpénica: monoterpeno hidrocarboneto (MH), monoterpeno oxigenado (MO), sesquiterpeno

hidrocarboneto (SH) e sesquiterpeno oxigenado (SO).

S Q0K

7

AN

1 2

Figura 1. Estruturas quimicas dos compostos identificados no éleo essencial
da espécie Psidium gaudichaudianum. 1) a-pineno; 2) limoneno; 3) 1,8-
cineol; 4) y-terpineno; 5) B-cariofileno; 6) a-humuleno; 7) éxido de cariofileno.
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Apesar do cromatograma conter cerca de 100 compostos, apenas
sete deles foram identificados (Arelativa > 2%), correspondendo a 96,5% do
total da composicao do OE. Estes compostos foram agrupados em classes
terpénicas, sendo mono ou sesquiterpenos, podendo ser hidrocarbonetos ou
oxigenados (Tabela 1). Dentre estes 70,3% foram classificados como
sesquiterpenos e 26,2% monoterpenos, sendo predominantemente
hidrogenados. Os compostos majoritarios (Arelativa > 10%) presentes no OE
GAU foram: B-cariofileno (53,3%) e a-humuleno (12,0%). Para o OE da
espécie GAU, Vasconcelos et al. (2019) verificaram que o OE continha B-
cariofileno (17,0%) e a-humuleno (5,5%), além de limoneno (16,2%) e outros
compostos minoritarios. Este ultimo trabalho utilizou a mesma planta do
presente estudo, apesar das semelhancas qualitativas nas composicoes,
guantitativamente houve diferencas, que poderiam ser justificadas por
condicbes ambientais, como fatores climaticos e diferentes épocas de
coletas das folhas.
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Figura 2. Cromatograma do Oleo essencial da espécie Psidium

gaudichaudianum.

O perfil quimico do OE foliar de GAU apresentou compostos
semelhantes aos relatados em OEs de outras espécies do género em outras
regides do mundo (SILVA et al., 2021). Apesar da variacdo da composicao
dos OEs em espécies de Psidium, de forma geral, observa-se que o (-
cariofileno € um composto importante para o género. Portanto, a aplicacao
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do B-cariofileno de forma isolada ao ser comparada com o OE GAU permite
indicar sua potencialidade ou se esta ocorre de forma sinérgica com 0s
outros compostos. O cromatograma do OE B-cariofileno foi apresentado na
Fig. 3.
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Figura 3. Cromatograma do B-cariofileno (1) com a estrutura quimica.
3.1. Preparo dos complexos de inclusao e caracterizacoes

O método de preparo dos complexos de inclusdo foi realizado
utilizando a maceracao (MENDES et al., 2022). Esse método pode ser
considerado simples, de alta eficiéncia e escalonavel (CID-SAMAMED et al.,
2022). O héspede (OE ou B-cariofileno) é misturado com o hospedeiro
(HPBCD) e apés a adicao de etanol, forma-se uma pasta, que é macerada,
permitindo que o hdspede seja incorporado as cavidades do hospedeiro.
Para confirmar a formacdo dos complexos de inclusdo e determinar a
eficiéncia do processo, sua caracterizacdo com técnicas analiticas €
fundamental e estas se complementam. Isso é possivel devido as variagcbes
nas propriedades fisicas da molécula hospede devido a formagédo do
complexo de inclusdo. As técnicas analiticas selecionadas foram:
Espectroscopia na regiao do UV-Vis, GC, TGA e FTIR.

A quantidade de OE incluida na ciclodextrina (eficiéncia de
complexacdo) foi determinada espectrofotometricamente. Para isso, foi

obtida a curva analitica do OE GAU a partir de um espectrofotometro UV-Vis
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(Fig. 4). O comprimento de onda de maxima de absor¢édo ocorre em 195 nm
e este foi adotado para identificar e quantificar o OE extraido do CI. A curva
analitica € mostrada como insert da Fig. 4 e a equacao da regressao linear
obtida foi y = 51,453x + 0,0537, com RZjustado = 0,9913 e Fajuste = 0,871
(p<0,05). A eficiéncia de complexacéo foi de (91,5 £ 0,6)%.
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Figura 4. Espectro de absor¢cdo no UV-Vis de solugcbes padrao do 6leo
essencial (OE) da Psidium gaudichaudianum em acetonitrila (1,9 a 19,0 ug
mL) e do OE removido do complexo de inclusdo. Como insert esta a curva

analitica do OE em acetonitrila (Amax = 195 nm).

A verificacdo da eficiéncia de complexagdo do g-cariofileno foi
realizada selecionando os valores de absorbancia no comprimento de onda
de 197 nm (Fig. 5). Este foi adotado para identificar e quantificar o -
cariofileno extraido do CI. A curva analitica € mostrada como insert da Fig.
5 e a equacéao da regressao linear obtida foi y = 62,987x + 0,02119, com
R2ajustado = 0,9991 e Fajuste = 0,000 (p<0,05). A eficiéncia de complexagao foi
de (83,9 + 1,6)%.

O Cl GAU e o CI B-CAR alcangaram eficiéncia de complexagao
superior a 80%. Trabalhos que utilizaram a maceragao para formar complexo
de inclusdo do analito de interesse com a HPBCD, obtiveram eficiéncia de



140

78% (KAMIMURA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013) e 97% (BABAOGLU
et al., 2017) no processo de producédo. Para o complexo de inclusdo de
linalool com HPBCD, utilizando como método de preparo a agitacdo em
solucdo aquosa, a eficiéncia do processo foi de 32%
(POONPHATANAPRICHA et al.,, 2021). Logo, o processo de maceracao
para a formagdo de complexos de inclus&o, contendo compostos mais

apolares, € promissor.
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Figura 5. Espectro de absorcdo no UV-Vis de solugdes padrdo do -
cariofileno (8-CAR) em acetonitrila (1,0 a 20,4 ug mL") e do B-CAR removido
do complexo de inclusdo. Como insert esta a curva analitica do B-CAR em

acetonitrila (Amax = 197 nm).

O OE GAU e o B-cariofileno extraidos dos correspondentes Cls foram
caracterizados por cromatografia sob as mesmas condi¢gées das amostras
nao complexadas (Fig. 6 e 7). Ao comparar os cromatogramas, observa-se
gue os compostos majoritarios do OE estao presentes no ClI (Fig. 6) e o 3-
cariofileno foi encontrado no CI (Fig. 7). Assim, a similaridade dos
cromatogramas do OE nédo complexado e do OE extraido do CI
demonstraram qualitativamente a capacidade da HPBCD em aprisionar
compostos hidrofobicos. Do ponto de vista qualitativo, outros autores
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encontraram semelhancas ao comparar os cromatogramas de OEs nao
complexados com OEs extraidos de Cls (MARRETO et al., 2008).
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Figura 6. Cromatograma do éleo essencial. A: P. gaudichaudianum; B: P.
gaudichaudianum extraido do complexo de inclusdo. 1) a-pineno; 2)
limoneno; 3) 1,8-cineol; 4) y-terpineno; 5) B-cariofileno; 6) a-humuleno; 7)
oxido de cariofileno.
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Figura 7. Cromatograma do A: B-cariofileno; B: B-cariofileno extraido do
complexo de inclusao. 1) B-cariofileno.

Em relagio a andlise termogravimétrica, as  curvas
termogravimétricas foram apresentadas na Fig. 8 e a Tabela 2 contém as
perdas de massa calculadas para intervalos especificos de cada amostra
(Fig. 9). A TGA permite verificar a estabilidade térmica das amostras por
suas variacbes de massa, em funcdo da temperatura, e seu uso é
imprescindivel para a confirmacéo da formacao de complexos de incluséo.

A perdas de massa das amostras foram divididas em trés regides:

Am1 refere-se a perda das moléculas de &gua por evaporagcdo ou
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volatilizagdo do OE GAU e B-CAR (30-110 °C); Amz é a degradacéo da
amostra ou volatilizacdo do OE e B-CAR ou perda das moléculas de agua
que ficaram retidas na cavidade da HPBCD (110-200 °C); Ams a degradacao
da amostra (200-400 °C) (Tabela 2).
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Figura 8. Curvas termogravimétricas da HPBCD, do B-cariofileno (8-CAR),

da Psidium gaudichaudianum (GAU) e dos respectivos complexos de
inclusao (Cls).

Tabela 2. Perda de massa da HPBCD, da Psidium gaudichaudianum (GAU),
do B-cariofileno (B-CAR) e dos respectivos complexos de inclusao (Cls).

Am1 (%)? Amz (%)° Am3 (%)°
Amostra
30-110 °C 110-200 °C 200-400 °C
HPBCD 6,4 0,1 81,4
GAU 17,4 77,9
B-CAR 5,3 94,4
Cl GAU 7,9 1,6 76,5
Cl B-CAR 9,8 0,4 75,9

Variagdo de massa: ?perda de agua ou volatilizagdo, °degradagéo, volatilizagdo ou perda de
agua que ficou retida na cavidade da HPBCD e °degradacédo da amostra.
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Em relagdo a HPBCD, inicialmente ocorre a perda de massa de 6,4%
em temperaturas abaixo de 110 °C. Isso esta relacionado a liberagcdo da
agua adsorvida em sua estrutura, e até 300 °C a variacdo de massa é de
apenas 0,1%, quando entdo sua decomposicao foi iniciada. A terceira perda
de massa (Ams) da HPBCD foi a mais evidente e ocorreu com 0 maximo de
degradacao em 351 °C. Assim, esse oligossacarideo tem alta estabilidade
térmica quando comparado ao OE ou B-CAR.
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essencial da espécie Psidium gaudichaudianum; c) complexo de inclusao da
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cariofileno.
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O OE GAU apresentou a perda de massa em um unico evento, com
0 maximo de degradacgao ou volatilizagdo em 167 °C, sendo que na Amz a
perda de massa foi de 77,9%. O B-CAR teve perda de massa gradual com o
maximo teor de degradacao ou volatilizacdo em 166 °C, com Amzde 94,5%.
Assim, o0 OE e o B-CAR apresentam comportamentos semelhantes e sao
totalmente degradados até 200 °C. No entanto, os Cls da GAU e B-CAR
apresentam a perda de massa mais evidente somente na Ams, sendo 76,5 e
75,9%, respectivamente. Logo, os Cls com HPBCD permitem a protecao
térmica do OE e do B-CAR, pois o0 maximo de degradacédo ocorre somente
em cerca de 350 °C.

Na regiao de Amgz, ocorreu uma pequena perda de massa nos Cls,
confirmando uma caracteristica diferente da HPBCD, que praticamente nao
perdeu massa nesse intervalo de temperatura. Portanto, essa perda de
massa dos Cls pode estar associada a volatilizagdo de uma pequena fragao
do OE e B-CAR que esta adsorvida na superficie da HPBCD. Assim, estes
podem ter sido complexados na parte externa da HPBCD, o que também foi
observado por Piletti et al. (2019). Porém, Am2 do OE e B-CAR sao muito
superiores aos valores dos Cls, logo, as amostras complexadas na cavidade
da ciclodextrina proporcionam o aumento da estabilidade térmica. Devido a
capacidade da ciclodextrina de reter os compostos dos OEs para evitar sua
volatilizagdo, os complexos de inclusao podem complexar de forma eficiente
e estavel as moléculas hospedes (SU et al., 2019). Assim, essa vantagem
corrobora com a hipotese que o OE e o B-CAR foram protegidos da
degradacéao térmica e isso foi observado por outros autores (BABAOGLU et
al., 2017; GAO et al., 2019a; KOTRONIA et al., 2017; MARRETO et al.,
2008).

Apesar das curvas dos Cls serem semelhantes a HPBCD, entre 200
e 300 °C houve perda de massa dos Cls, o que ndo ocorreu para a curva da
HPBCD (Fig. 8). Logo, isso representa a perda de massa das amostras
complexadas, sendo uma evidéncia de que a complexacao ocorreu, pois 0
Cl tem propriedades térmicas diferentes da HPBCD. Outro trabalho verificou
que o OE de alho quando complexado em pB-ciclodextrina, apresentou
alteracao nas propriedades térmicas nessa regido do termograma e atribuiu
esse fendmeno a complexacao (PILETTI et al., 2019; PRABU et al., 2015).
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Dessa forma, esses resultados indicam que as propriedades térmicas foram
alteradas apos a formacao do complexo de inclusdo e essas mudangas sao
um forte indicativo da complexacédo do OE e do B-CAR.

Dessa forma, os experimentos com TGA corroboraram com o0s
resultados da eficiéncia de complexacdao do OE GAU e do B-CAR com
HPBCD, que nao foi ideal (100%).

A andlise por espectroscopia FTIR é uma ferramenta amplamente
utiizada para fornecer informagdes qualitativas na identificacao de
interacdes entre as moléculas complexadas e a HPBCD. Assim, é importante
observar bandas presentes no OE GAU e no B-CAR que estejam nos Cls,

bem como as bandas de HPBCD, indicando a complexacao. Os espectros
obtidos sao exibidos na Fig. 10.
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Figura 10. Espectros de FTIR para a HPBCD, B-cariofileno (B-CAR),
complexo de inclusdo do B-CAR (Cl B-CAR), dleo essencial da espécie
Psidium gaudichaudianum (GAU) e Cl GAU.

No espectro da HPBCD foi destacada a banda a em torno de 3400
cm', que se refere a vibragédo do estiramento da ligagdo O-H, e a banda d
em 1030 cm™', que representa o estiramento da ligagcdo C-O de éter ciclico
(BARBOSA, 2007). A banda a esta presente em todos os espectros com

excecao do B-CAR, como era esperado, por este conter apenas ligacoes
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carbono-carbono e carbono-hidrogénio. De forma semelhante, a banda d
esta presente apenas no espectro da HPBCD e dos Cls. O espectro da GAU
nao apresenta a banda d de forma evidente, sugere-se assim que 0s
compostos presentes no OE com a ligacao C-O de éter ciclico podem ter
sido degradados ou volatilizados do Cl. No entanto, todos os compostos
majoritarios foram observados no cromatograma do OE removido do ClI (Fig.
6b).

A banda b em 2925 cm', presente em todos os espectros, se refere
ao estiramento assimétrico da ligagdo C-H nos grupos CH2. Essa banda nao
é tao evidente no espectro da HPBCD, pois ele esta presente na estrutura
da molécula apenas na substituicao do grupamento 2-hidroxipropil (Fig. 11).
As bandas em 2860 e 2950 cm', observadas principalmente nos espectros
da GAU e do B-CAR, pertencem ao estiramento simétrico e assimétrico da
ligacdo C-H nos grupos CHs (BARBOSA, 2007). A banda ¢ em 1450 cm!
também representa a frequéncia vibracional da deformacdo angular
assimétrica nos grupos CHs e esta presente, principalmente, no OE GAU, no
B-CAR e nos Cls (BARBOSA, 2007). As bandas b e ¢ apresentam-se com
maior intensidade no espectro da GAU, pois esse OE é o que mais apresenta
compostos com ligagdo CHs.
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Figura 11. Estrutura da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

As bandas no espectro da GAU com numero de onda em torno de 900

a 1200 cm' foram suprimidas no ClI (entre as linhas verticais tracejadas). O
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desaparecimento dessas bandas no espectro do Cl pode estar relacionado
a complexacdo dos compostos com vibracbes nessa regidao, que foram
sobrepostas por bandas presentes na HPBCD (GAO et al., 2019b; RAKMAI
et al., 2018). Isso ocorre porque essas bandas ficaram evidentes nos Cls,
mesmo com tamanho reduzido, corroborando com a hipétese da presenca
de OE ou 3-CAR com HPBCD.

As bandas a, b, ¢ e d confirmaram que houve interacdo entre os
héspedes que sdo o OE e o B-CAR com o hospedeiro que é a HPBCD.
Outros trabalhos também relacionaram as mudangas das bandas nos
espectros como um indicativo de complexacgéo (Pinheiro et al., 2017; Pires
etal., 2019).

3.2. Atividade herbicida

O potencial herbicida do OE da P. gaudichaudianum, do 3-cariofileno
e dos respectivos Cls foram testados em diferentes concentracbes em
relacdo a germinacdo de sementes (G), crescimento radicular (CR) e
crescimento aéreo (CA) em B. pilosa e L. multiflorum. O glifosato (CP1) e o
2,4-D (CP2) foram usados como controles positivos. A mistura dos solventes
acetona (2%) e tween 80 (0,05%) em meio aquoso foi utilizada como controle
negativo (CN) para o OE ou B-CAR, e para os Cls, utilizou-se a HPBCD em
meio aquoso.

Inicialmente, para verificar a significaAncia e comparar as toxicidades
do OE, B-CAR e seus respectivos Cls, foi realizada a analise de variancia
com todos os resultados avaliados, que indicou que os tratamentos tiveram
efeito significativo na germinagéo, crescimento radicular e aéreo em B. pilosa
e L. multiflorum, com valor de p<0,001 (Tabela 3). Além disso, interacoes
bidirecionais e tridirecionais também mostraram significancia, exceto para a
interaca@o entre espécies e concentracao nas variaveis crescimento radicular
e aéreo. Logo, podemos comparar o efeito dos tratamentos nas plantas
invasoras e entre elas nas mesmas concentragdes sobre a germinacao,
crescimento radicular e aéreo (Tabela 4).

Comparando a resposta de cada planta invasora aos tratamentos
avaliados, os resultados mostram que a L. multiflorum foi uma planta mais

sensivel do que a B. pilosa (Tabela 4). Isso ocorreu, pois a L. multiflorum
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teve menor porcentagem de germinacéao e crescimento radicular em relagao
a B. pilosa na maioria dos tratamentos e concentragcdes. Com relacao ao
crescimento da parte aérea, os tratamentos tiveram efeitos semelhantes

sobre as plantas invasoras na maioria das concentragdes.

Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA) para o efeito do 6leo essencial da
P. gaudichaudianum, B-cariofileno e os respectivos complexos de incluséao

na germinagao e crescimento radicular e aéreo de Bidens pilosa e Lolium

multiflorum.
Fcalculado
o o Crescimento Crescimento
Fonte de variacdo df Germinacgao . i
radicular aéreo
(%)
(mm) (mm)
Espécie de planta
. 1 345,2801*** 160,437*** 4,9259*
invasora (A)
Tratamento (B) 3 63,6608 158,2757*** 219,206***
Concentragéao (C) 4  26,706*** 8,5239*** 26,9576***
AXB 3  27,9444** 58,5316*** 5,4023**
AXC 4 3,6755** 1,5868 2,1215
BXC 12 13,4208*** 10,8153*** 24,6083***
AXBXC 12 7,519*** 4,804 7,7438***
Coeficiente de
20,53% 23,69% 23,37%

variagao

df Graus de liberdade, numero de replicatas (n): 5. *Significancia a 5% de probabilidade
(p<0,05), **Significancia a 1% de probabilidade (p<0,01), ***SignificAncia a 0,1% de
probabilidade (p<0,001).

Além disso, de forma geral, percebe-se que o OE GAU é mais toxico
do que todos os outros tratamentos (Tabela 4). Assim, o efeito sinérgico do
OE é evidenciado, pois a mistura dos compostos é importante para sua
aplicagéo bioldgica. Outros trabalhos evidenciaram que os OEs constituidos
majoritariamente por compostos sesquiterpénicos podem contribuir para a
atividade fitotoxica (ANDRIANA et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2019).
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Tabela 4. Resultados da comparacao entre as médias dos efeitos dos tratamentos com 6leo essencial da P. gaudichaudianum, -

cariofileno e os respectivos complexos de inclusao e suas concentragdes na germinacao e crescimento radicular e aéreo em B.

pilosa e L. multiflorum.

Germinacao (G) (%)

Crescimento radicular (CR)

Crescimento aéreo (CA)

ey S Tratamentos (mm) (mm)

B. pilosa L. multiflorum B. pilosa L. multiflorum B. pilosa L. multiflorum

OE GAU 3,2+3,3Bc 23,2+ 15,8 Ab 2,3+2,6 Bc 9,3+5,7Ab 0,0 £0,0 Ad 5,1 +£3,0 Ac

3000 Cl GAU 52,8 + 18,8 Ab 19,2+4,4Bb 15,3 £2,4 Ab 13,2 £5,8 Aab 14,3 £0,7 Ac 13,0 £7,0 Ab
B-CAR 86,4 +10,4 Aa 44,8+ 15,6Ba 20,3+3,8 Ab 19,8 £6,2 Aa 22,3+5,1 Ab 21,9+6,8 Aa

Cl B-CAR 82,4+6,1Aa 288+11,8Bab | 40,3+1,8Aa 13,2 £3,9 Bab 31,1 +5,3 Aa 13,6 +4,1 Bb

OE GAU 4,0 £6,9Bb 30,4 +14,3 Ab 1,8+2,5Bc 8,1+£1,6 Ab 0,0 £0,0 Ac 53+1,7 Ac
1500 Cl GAU 79,2 +7,7 Aa 35,2+7,7Bab 19,2+1,1 Ab 17,1 £6,3 Aa 16,2 £4,3 Bb 22,1 +4,5 Aab
B-CAR 92,0 £5,7 Aa 49,6 + 8,8 Ba 24,1 £3,6 Ab 16,6 £5,4 Ba 26,4 +5,7 Aa 16,6 £ 7,3 Bb

Cl B-CAR 80,0+9,4Aa 448+156Bab | 41,6 +t4,2Aa 15,9 £ 3,0 Ba 28,3+7,9 Aa 27,4 +4,0 Aa

OE GAU 44,0 + 25,3 Ab 29,6 +4,6 Ab 6,1 £3,8 Ac 9,8 £3,0 Ab 4,4+41 Ac 55+1,1 Ac

250 Cl GAU 79,2+12,5 Aa 52 +11,0 Ba 24,4 £2.4 Ab 18,5 5,9 Ba 19,2+1,2 Ab 12,6 £3,3Bb
B-CAR 92,8 £8,2 Aa 48,8 12,1 Ba 27,9 £3,4 Ab 20,7 £ 3,3 Ba 29,4 £4,4 Aa 24,8 £ 3,2 Aa

Cl B-CAR 88,0 4,9 Aa 53,6 + 14,6 Ba 35,4 +3,3 Aa 17,5+5,9Ba 31,4 +4,6 Aa 27,7 +3,3 Aa

OE GAU 76,0 £7,5 Aa 45,6 + 6,7 Ba 12,2 £3,8 Ac 12,4 £6,2 Ab 8,429 Ab 9,9+2,3Ab

375 Cl GAU 81,6+122Aa 50,4+14,6Ba 27,0 £0,7 Ab 17,7 £6,2 Bab 26,5+ 3,3 Aa 16,4 £7,0 Bb
B-CAR 83,2+ 19,1 Aa 0,0 £0,0 Bb 13,0 £3,2 Ac 0,0 £0,0 Bc 0,0 £0,0 Ab 0,0+0,0 Ac

Cl B-CAR 87,2 £8,7 Aa 62,4 +9,2 Ba 35,4 + 3,3 Aa 24,1 +55Ba 29,4 +6,4 Ba 35,5+3,4 Aa

OE GAU 77,6 £ 8,8 Aa 42,4 + 18,5 Ba 16,4 £ 3,8 Ac 14,9 + 6,6 Abc 14,9 £3,4 Ab 14,2 +4,6 Ab

1875 Cl GAU 84,0+11,7Aa 52,8+11,1Ba 27,0+2,0 Ab 8,6 £1,8 Bc 25,9 +5,0 Aa 16,9 +£4,5Bb
’ B-CAR 84,8 +10,4 Aa 53,6 + 6,7 Ba 26,6 £5,9 Ab 18,9 £5,8 Bab 27,7 £3,6 Aa 29,7 £ 6,4 Aa

Cl B-CAR 80,0 +13,3 Aa 60,0 +7,5Ba 37,1 4,9 Aa 22,3+9,7 Ba 26,1 2,8 Ba 36,6 +1,5 Aa

As médias seguidas por letras diferentes, maiusculas nas colunas (plantas) e mindsculas nas linhas (tratamentos), diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Média + desvio padrao (n = 5).
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Pode-se ainda estabelecer uma resposta dose-dependente para essas plantas,
uma vez que a G, o CR e o CA diminuiram com o aumento das concentragdes.
Contudo, a concentragdo de 375 ug mL" do B-CAR é uma excecao, pois promoveu a
inibicao total da G, do CA e do CR em L. multiflorum e do CA em B. pilosa (Tabela 4).

A germinacado das sementes, 0s crescimentos radicular e aéreo das plantas
invasoras foram relacionados com todos os tratamentos e comparados aos controles
(Figura 12, 13 e 14).
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Figura 12. Atividade herbicida do (a) 6leo essencial de P. gaudichaudianum, (b)

Germinagdo / %
3
Germinagéo / %

complexo de inclusdo da P. gaudichaudianum, (c) 3-CAR e (d) complexo de inclusédo
do B-CAR; sobre a germinacao de Bidens pilosa e Lolium multiflorum. CN = controle
negativo; CP1 = controle positivo 1 (glifosato); CP2 = controle positivo 2 (2,4-D). Os
boxplots seguidos das mesmas letras dos controles (CN, CP1 e CP2) nao diferem
entre si pelo teste de Dunnett (p<0,05).

A taxa de germinagcdo das sementes das plantas invasoras utilizando os
tratamentos foi comparada aos controles (Figura 12). Em relacdo ao OE GAU,
observou-se que a germinacao em sementes de B. pilosa, nas maiores concentragdes
(21500 pg mL"), foi similar ao 2,4-D (CP2), em que nido houve germinacao (Fig. 15).
O ¢lifosato (CP1), por ser geralmente um herbicida pdés emergente, ndo afeta a
germinacdo de B. pilosa. Para o Cl GAU, somente a concentragdo de 3000 ug mL™

causou uma reducdo da taxa de germinacdo de B. pilosa, semelhante ao que foi
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observado em 750 ug mL' do OE GAU (Fig. 16). Para B. pilosa, o B-CAR e o Cl -
CAR nao influenciaram na variavel germinagdo, pois se assemelharam ao controle
negativo e ao glifosato (Fig. 17 e 18). No que diz respeito as sementes da planta L.
multiflorum, considerando a utilizacdo do OE GAU e do Cl GAU, destaca-se a
germinacdo em 3000 ug mL"' para ambos, que se assemelharam aos controles
positivos (Fig. 19 e 20). Na concentragcdo de 375 ug mL' o B-CAR, inibiu 100% a
germinacao de sementes de L. multiflorum (Fig. 21).
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Figura 13. Atividade herbicida do (a) 6leo essencial de P. gaudichaudianum, (b)
complexo de inclusdo da P. gaudichaudianum, (c) B-CAR e (d) complexo de incluséo
do B-CAR; sobre o crescimento radicular de Bidens pilosa e Lolium multiflorum. CN =
controle negativo; CP1 = controle positivo 1 (glifosato); CP2 = controle positivo 2 (2,4-
D). Os boxplots seguidos das mesmas letras dos controles (CN, CP1 e CP2) néo
diferem entre si pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Em relagdo ao crescimento radicular, tanto o OE GAU quanto o Cl GAU, em B.
pilosa, tiveram crescimentos inferiores ao controle negativo. No entanto, o OE GAU
apresentou inibicdo do alongamento das raizes igual ao glifosato em concentracoes
2750 ug mL'. Considerando o B-CAR e o Cl B-CAR, apenas a concentragdo de 375
tg mL" inibiu 0 alongamento das raizes de B. pilosa, ndo se assemelhando a nenhum
dos controles. Para a L. multiflorum, destaque € dado ao OE GAU na concentragao
de 1500 pug mL", pois o CR se assemelhou ao glifosato. Para o Cl GAU, houve

diminuicdo do CR em 187,5 e 3000 ug mL', sendo essas as concentragbes mais
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toxicas. Na concentragdo de 375 ug mL' o B-CAR, inibiu 100% o CR da L. multiflorum.
Para o Cl B-CAR, 3000 ug mL" foi a concentragdo que mais inibiu o CR de L.
multiflorum (Fig. 22).

Para a variavel crescimento aéreo em B. pilosa, no OE GAU, destacam-se as
concentragdes 2750 ug mL', em que nao houve desenvolvimento da parte aérea da
planta, pois se assemelharam ao 2,4-D. O Cl também apresentou os maiores valores
de inibigdo de CA com concentragbes 2750 ug mL", se assemelhando ao glifosato. O
CA de B. pilosa e L. multiflorum foi totalmente inibido utilizando 375 ug mL' de B-CAR.
A concentracdo de 3000 ug mL* do ClI B-CAR foi a que mais interferiu no CA de L.
multiflorum. Todas as concentragdes do OE GAU e do Cl GAU afetaram o CA de L.

multiflorum.
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Figura 14. Atividade herbicida do (a) 6leo essencial de P. gaudichaudianum, (b)
complexo de inclusdo da P. gaudichaudianum, (c) 3-CAR e (d) complexo de inclusédo
do B-CAR; sobre o crescimento aéreo de Bidens pilosa e Lolium multiflorum. CN =
controle negativo; CP1 = controle positivo 1 (glifosato); CP2 = controle positivo 2 (2,4-
D). Os boxplots seguidos das mesmas letras dos controles (CN, CP1 e CP2) nao

diferem entre si pelo teste de Dunnett (p<0,05).

De forma geral, a maioria dos tratamentos utilizados apresentaram atividade
herbicida, seja por inibir a germinacdao de sementes ou por afetar o crescimento das
raizes e da parte aérea. O OE GAU é um produto natural promissor, pois apresenta

potencial herbicida semelhante ao glifosato, que € um produto comercial,
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especialmente na concentragdo de 3000 ug mL"' ao avaliar o CR e CA. Ainda,
observa-se que os Cls apresentaram atividade herbicida igual ou menor do que o OE
ou 0 B-CAR. Apesar disso, a utilizagdo de complexos de inclusdo ao invés do OE
permite ampliar suas aplicacdes no setor agricola visto que os Cls melhoram suas
propriedades, como ja discutido anteriormente. Diante disso, pode-se recomendar a
utilizacao do ClI GAU na concentracédo de 3000 ug mL'em B. pilosa e L. multiflorum,
pois apresentou efeito negativo moderado na G, no CA e no CR. Em relagéo ao Cl -
CAR, a concentragdo mais indicada para ser utilizada em L. multiflorum é de 3000 ug

mL-', pois apresenta maior toxicidade.
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Figura 15. Efeito do dleo essencial de Psidium gaudichaudianum em Bidens pilosa.
1) 187,5 ug mL"; 2) 375 ug mL; 3) 750 ug mL"; 4) 1500 pug mL; 5) 3000 pg mL.
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Figura 16. Efeito do complexo de inclusdo do Oleo essencial de Psidium
gaudichaudianum em Bidens pilosa. 1) 187,5 ug mL; 2) 375 ug mL"; 3) 750 ug mL-
1:4) 1500 pug mL*; 5) 3000 pug mL™.
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Figura 17. Efeito do B-cariofileno em Bidens pilosa. 1) CN = controle negativo (acetona
e tween 80 em meio aquoso); 2) CP1 = controle positivo 1 (glifosato); 3) CP2 = controle
positivo 2 (2,4-D); 4) 187,5 ug mL"; 5) 375 ug mL"; 6) 750 ug mL'; 7) 1500 pg mL";

8) 3000 g mL™.
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Figura 18. Efeito do complexo de inclusao do B-cariofileno em Bidens pilosa. 1) CN =

controle negativo (HPBCD em meio aquoso); 2) CP1 = controle positivo 1 (glifosato);
3) CP2 = controle positivo 2 (2,4-D); 4) 187,5 ug mL™"; 5) 375 ug mL"; 6) 750 ug mL";

7) 1500 pug mL'; 8) 3000 g mL".

Figura 19. Efeito do dleo essencial de Psidium gaudichaudianum em Lolium

multiflorum. 1) 187,5 ug mL"; 2) 375 ug mL"; 3) 750 ug mL"; 4) 1500 ug mL; 5) 3000

g mL.
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Figura 20. Efeito do complexo de inclusdgo do 6éleo essencial de Psidium
gaudichaudianum em Lolium muiltiflorum. 1) 187,5 ug mL"; 2) 375 ug mL™"; 3) 750 ug
mL"; 4) 1500 ug mL; 5) 3000 g mL".

Figura 21. Efeito do B-cariofileno em Lolium multiflorum. 1) CN = controle negativo
(acetona e tween 80 em meio aquoso); 2) CP1 = controle positivo 1 (glifosato); 3) CP2
= controle positivo 2 (2,4-D); 4) 187,5 ug mL™"; 5) 375 ug mL'; 6) 750 ug mL"; 7) 1500
pg mL'; 8) 3000 pg mL™.

Figura 22. Efeito do complexo de inclusdo do B-cariofileno em Lolium multiflorum. 1)
CN = controle negativo (HPBCD em meio aquoso); 2) CP1 = controle positivo 1
(glifosato); 3) CP2 = controle positivo 2 (2,4-D); 4) 187,5 ug mL'; 5) 375 ug mL™"; 6)
750 pug mL1; 7) 1500 pug mL; 8) 3000 g mL™.
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Outro ponto que deve ser ressaltado € que a comparacao entre os tratamentos,
apresentada na Tabela 4, ndo leva em consideragéo os controles negativos utilizados.
Para solubilizar o OE GAU e o 8-CAR em meio aquoso foi utilizado o tween 80, que é
um surfactante considerado de baixa toxicidade ao ambiente: solo, plantas e ser
humano (CHENG et al., 2017). Além disso, o tween 80 é um surfactante n&o-i6nico,
economicamente viavel, um dos melhores e mais utilizados para solubilizar o OE em
agua (CAMPOLO et al., 2020; PENG; YIN; LI, 2012). No entanto, observa-se que o
controle negativo do OE GAU e do B-CAR, contendo acetona e tween 80 em agua, na
maioria das vezes, tem maior toxicidade no CR e no CA do que o controle negativo
dos Cls, que é a HPBCD. Isso significa que parte da toxicidade do OE GAU e do -
CAR se deve ao solvente e ndo somente ao OE.

A avaliagdo das propriedades herbicidas em plantas invasoras utilizando o OE
GAU e o B-CAR nao foram relatadas anteriormente na literatura. Porém, esse OE ja
foi testado em plantas modelo (alface e sorgo) (VASCONCELOS et al., 2019). Nesse
trabalho, o OE GAU afetou o crescimento da raiz de alface nas concentragdes =750
ug mL', se assemelhando ao glifosato, o que foi correspondente ao observado nas
plantas invasoras (VASCONCELOS et al., 2019). Outro trabalho que utilizou
complexos de inclusédo de nove OEs em HPBCD verificou que ndo houve melhora na
toxicidade de alface (L. sativa) e azevém (L. perenne), quando comparado aos OEs
nao complexados (EL-ALAM et al., 2020).

A nanoemulsao contendo OE de erva-doce (Foeniculum vulgare) é uma forma
de protegé-lo e foi utilizada para verificar a atividade herbicida em plantas invasoras
de trigo ( Triticum aestivum) (KAUR et al., 2021). Apesar da nanoemuls&o ndo ter sua
eficacia comparada com o OE, a nanoemulsao apresentou capacidade de inibir a G,
o CR e o CA (KAUR et al., 2021).

Idealmente o OE ou Cl OE devem ser toxicos em plantas invasoras sem afetar
as plantagées agricolas, isso porque o herbicida seria aplicado no ambiente em que
essas plantas estariam juntas. Neste contexto, M. |Ibafez and Blazquez (2019),
utiizaram OEs formados majoritariamente por compostos sesquiterpénicos e
verificaram atividade herbicida promissora em L. multiflorum e outras plantas
invasoras (IBANEZ; BLAZQUEZ, 2019b). Este trabalho utilizou as mesmas
concentragcbes dos OEs em plantas ndo alvo (tomate, pepino e arroz) e ndo foram
observados efeitos fitotoxicos significativos (IBANEZ; BLAZQUEZ, 2019b).
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3.3. Atividade citogenotoéxica

A analise da citogenotoxicidade foi realizada para verificar o efeito toxico do
6leo essencial de P. gaudichaudianum, do B-cariofileno e dos Cls sobre o ciclo celular
da planta modelo L. sativa, determinando assim, 0 modo de a¢ao envolvido na inibicao
da germinacao e crescimento radicular. As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados
das alteragdes induzidas sobre o indice mitético e o potencial genotoxico e
mutagénico observados.

Tabela 5. indice mitético, genotoxicidade e mutagénicidade observado em células
meristematicas de raizes de Lactuca sativa expostas ao 6leo essencial de Psidium
gaudichaudianum (OE GAU) e ao B-cariofileno (8-CAR).

Concentragdo Indice mitético Genotoxicidade Mutagenicidade
Tratamento
(ug mL™) (%) (%) (%)
CN - 8,16 + 1,08 a 2,14+0,32 a 0,00 + 0,00 a
CP - 8,57 +0,62b 2,88+0,25b 0,00 + 0,00 b
OE GAU 187,5 8,70+0,78ab 2,46+0,71ab 0,00 +0,00 ab
375 896+1,09ab 224+0,39ab 0,02+0,04ab
750 922+1,29ab 2,36+050ab 0,00 +0,00 ab
1500 8,92+057ab 2,38+0,29ab 0,04 +0,05ab
3000 7,88+1,13ab 2,30x+051ab 0,02+0,04ab
B-CAR 187.,5 8,64+084ab 2,16+055ab 0,00 +0,00 ab
375 4,82 +1,30 2,16 +0,46ab 0,04 £0,05ab
750 72+037ab 222+058ab  0,00+0,00ab
1500 722+1,18ab 1,96+0,42a 0,00 + 0,00 ab
3000 754+124ab 1,98+0,36a 0,00 + 0,00 ab

As médias com letras diferentes entre linhas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett
(p<0,05). CN = controle negativo (acetona e tween 80 em meio aquoso); CP = controle positivo

(metanossulfonato de metila).

A citotoxicidade foi estimada através da analise do indice mitético. O indice
mitético estd relacionado as células em divisdo e sua diminuicdo € causada pela
interrupcao de uma ou mais fases mitéticas ou pela desaceleracao da taxa de divisao
celular do meristema apical da raiz (YUET PING et al., 2012). A diminui¢cao da divisao
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celular tem como consequéncia a reducao do alongamento da raiz (HARASHIMA;
SCHNITTGER, 2010). As anormalidades cromossémicas e nucleares (efeito
genotdxico) também levam a alteragdes no indice mitético visto que interferem na
viabilidade celular (GONGCALVES et al., 2020). Dessa forma, compostos citotoxicos
também podem demonstrar genotoxicidade (BIANCHI; MANTOVANI; MARIN-
MORALES, 2015; GONGCALVES et al., 2020).

Tabela 6. indice mitdtico, genotéxico e mutagénico observado em células
meristematicas de raizes de Lactuca sativa expostas ao complexo de inclusao do
essencial de Psidium gaudichaudianum (Cl GAU) e do B-cariofileno (Cl B-CAR).

Concentragdo Indice mitdtico Genotoxicidade Mutagenicidade
Tratamento
(ug mL™") (%) (%) (%)
CN - 9,36 +0,62 a 1,96 £ 0,38 a 0,00 £ 0,00 a
CP - 8,57 +0,62 b 2,88+0,25b 0,00 +0,00 b
Cl GAU 187,5 8,78+0,61ab 2,02+0,30a 0,00 + 0,00 ab
375 9,10+0,16ab 1,88+0,38a 0,04 + 0,05 ab
750 7,90+0,80 b 1,48 £ 0,51 a 0,00 + 0,00 ab
1500 7,86 +0,82b 1,72+£0,04 a 0,00 + 0,00 ab
3000 7,52+0,49b 1,52 +£0,47 a 0,04 + 0,05 ab
Cl B-CAR 187,5 7,80+0,69 b 1,48 £ 0,38 a 0,00 £ 0,00 ab
375 854+049ab 1,82+0,29a 0,02 + 0,04 ab
750 880+1,19ab 1,82+0,21a 0,00 + 0,00 ab
1500 858+044ab 2,54+0,57ab 0,00 + 0,00 ab
3000 828+1,12ab 2,76 +£0,36b 0,00 + 0,00 ab

As médias com letras diferentes entre linhas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett
(p<0,05). CN = controle negativo (2-hidroxipropil-B-ciclodextrina em meio aquoso); CP = controle
positivo (metanossulfonato de metila).

Os efeitos genotéxicos podem ser causados pelos mecanismos de acao
aneugénico e clastogénico. Os agentes aneugénicos induzem a erros na ligacao dos
cromossomos ao fuso mitético, provocando anormalidades cromossGmicas como c-
metafase, perdas e aderéncias cromossémicas (LEME; MARIN-MORALES, 2009;

SILVEIRA et al., 2017). Os agentes clastogénicos interagem diretamente com o DNA
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provocando quebras cromossomicas e pontes (LEME; MARIN-MORALES, 2009;
SILVEIRA et al., 2017).

A mutagenicidade foi avaliada pela presenca de células com micronucleos.
Esta anormalidade nuclear é um marcador de toxicidade. Os micronucleos podem ter
origem de quebras cromossémicos causadas por agentes clastogénicos, ou através
de perdas cromossOmicas causadas por agentes aneugénicos (FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007, 2009; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Em relacdo ao indice mitético, o OE GAU e o B-CAR se assemelharam aos
controles, exceto na concentragdo de 375 ug mL"' do B-CAR (Tabela 5). Para essa
concentragdo, observou-se a inibicdo total da G, do CR e do CA de L. multiflorum
(Tabela 4). Assim, o efeito citotoxico do B-CAR justifica essas alteracdes herbicidas a
nivel macroscépico. Se o indice mitético foi baixo, significa que menor quantidade de
células esta se dividindo sendo mais dificil encontrar anormalidades cromossémicas
(genotoxicidade).

A porcentagem de cada alteracdo cromossdmica dentro do total de células em
divisdo foi avaliada (Fig. 23). As imagens das anormalidades cromossdémicas e
nucleares observadas no microscopio em células meristematicas de Lactuca sativa
expostas ao OE, B-CAR e seus respectivos Cls foram apresentadas na Figura 24.
Apesar dos controles ndo apresentarem muita diferenga no indice mitético (Tabela 5
e 6), o controle positivo exibiu maior genotoxicidade, com maior quantidade de
alteragdes cromossOmicas, principalmente de c-metafase (Fig. 23).

Em 375 ug mL" a genotoxicidade do B-CAR apesar de n&o ter sido muito
afetada, se assemelhando aos controles (Tabela 5), foi a concentracdo que
apresentou a maior frequéncia de anormalidades cromossémicas (Fig. 23b),
especialmente c-metafase e ponte (Fig. 24AE,F), em relacdo as demais
concentragdes. Logo, os mecanismos de acado do B-CAR sao por efeito clastogénico
e aneugénico. Nas concentracbes de 1500 e 3000 pg mL' do B-CAR, a
genotoxicidade foi menos afetada do que as demais. Em relacao a mutagenicidade,
apesar do OE GAU, B-CAR e Cls se assemelharem aos controles, em que nao houve
presenca de nucleo condensado ou micronucleo (Fig. 24H), eles estdo presentes nos
tratamentos, como em 375 ug mL' do B-CAR, sendo um indicativo de efeito
mutagénico (Tabela 5 e 6).

O OE GAU apresenta c-metafase e cromossomos aderentes (Fig. 24E-G) como
as principais anormalidades cromossémicas (Fig. 23a). Logo, o principal mecanismo
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de acéo do OE foi causado por agentes aneugénicos. Na concentracao de 375 ug mL-
' do OE GAU houve quebras cromossomicas (Fig. 23a). Além disso, ele apresentou a

presenca de nucleo condensado ou microntcleo em 375, 1500 e 3000 ug mL' (Tabela
5).
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Figura 23. Porcentagem de anormalidades cromossémicas observadas em células
meristematicas de raizes de Lactuca sativa expostas ao: a) 6leo essencial de Psidium
gaudichaudianum (OE GAU) e ao seu complexo de inclusdo (Cl GAU); b) B-cariofileno
(B-CAR) e ao seu complexo de inclusdo (Cl B-CAR). CN1 = controle negativo 1
(acetona e tween 80 em meio aquoso); CN2 = controle negativo 2 (HPBCD em meio
aquoso); CP = controle positivo (metanossulfonato de metila). As médias com letras
diferentes entre barras com as mesmas cores diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Dunnett (p<0,05).

O CI GAU apresentou citotoxicidade maior nas concentragdes igual ou acima
de 750 ug mL™", pois apresentaram os menores indices mitéticos (Tabela 6). Se o ciclo
celular foi afetado, a multiplicacao celular anormal pode contribuir para a diminuicao

da germinacédo e do crescimento radicular e aéreo. Isso foi observado na atividade



161

herbicida, uma vez que as maiores concentracées do Cl GAU foram as que mais
afetaram a G, o CR e o CA. Apesar do Cl GAU nao afetar a genotoxicidade, foram
verificadas c-metéfase, cromossomos aderentes e ponte como as principais
anormalidades cromossémicas (Fig. 23a). Por isso, os mecanismos de acao do ClI
GAU foram por efeito clastogénico e aneugénico. Em 375 e 3000 ug mL, houve
indicio de mutagenicidade visto que foram encontrados micronucleos utilizando o Cl
GAU (Tabela 6).

Figura 24. Anormalidades cromossémicas e nucleares observadas em células
meristematicas de Lactuca sativa expostas ao OE, B-CAR e seus Cls. A) ponte em
tel6fase; B) anafase com ponte e cromossomo perdido; C) metafase com cromossomo
perdido; D) intérfase com micronucleo; E) e F) c-metafase; G) aderéncia
cromossémica; H) nucleo condensado. Barra = 10 ym.

O Cl B-CAR apresentou indice mitético e genotoxicidade semelhante ao
controle positivo em 187,5 e 3000 ug mL", respectivamente. As principais
anormalidades cromossOmicas observadas foram c-metadfase e cromossomos
aderentes, evidenciando o efeito aneugénico (Fig. 23b). Em 375 ug mL", o Cl B-CAR
apresentou indicio de mutagenicidade.

De forma geral, as anormalidades cromossémicas menos observadas entre os
tratamentos foram quebra e perda (Fig. 23). As anormalidades mais observadas foram
c-metafase e cromossomos aderentes. A c-metafase esta associada ao mau
funcionamento do fuso ou sua inativagdo, paralisando o ciclo mitético em metéafase
(FREITAS et al., 2016; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Portanto, a presenca de c-
metafase indica que o fuso provavelmente estd sendo danificado por proteases
contidas no OE GAU ou B-CAR (PALMIERI et al., 2021). Os cromossomos aderentes
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levam a perda das caracteristicas normais de condensagdo, a formacao de
aglomerados e esta relacionada a efeito citotoxico (ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE,
2008; ANDRADE-VIEIRA et al., 2011).

Em OEs de Psidiumtambém foram observados anormalidades cromossémicas
principalmente do tipo c-metédfase e cromossomos aderentes em L. sativa
(VASCONCELQOS et al., 2021). Assim, os resultados obtidos nesse trabalho foram
semelhantes aos de Vasconcelos et al. (2019), que utilizaram o OE GAU e observaram
gue compostos com efeitos citotdxicos induziam anormalidades cromoss6micas em
L. sativa, logo, apresentaram efeito genotdxico. De acordo com Nishida et al. (2005),
de forma geral os OEs, além do 1,8-cineol e a-pineno, que estdo presentes no OE
GAU, tém a capacidade de inibir a sintese de DNA, o que impede que a célula entre
em mitose, tendo assim efeito aneugénico.

Foi possivel verificar que o OE GAU, o B-CAR e os respectivos Cls interferem
no ciclo celular de raizes de L. sativa e induzem a anormalidades cromossdémicas. Os
resultados permitiram estabelecer uma correlagcéo entre os parametros microscépicos

e macroscopicos, justificando a fitotoxicidade comprovada.
4. CONCLUSAO

O wuso de produtos naturais, como o Oleo essencial de Psidium
gaudichaudinum, o padrdo majoritario B-cariofileno e os complexos de inclusdo tém
um efeito promissor no manejo de plantas invasoras. Uma vez que os OEs sao
considerados produtos ecologicamente seguros e facilmente degradados na natureza,
podem ser uma alternativa para reduzir a quantidade de herbicidas comumente
utilizados. Os complexos de inclusdo produzidos foram capazes de proteger o OE e 0
B-CAR da volatilidade e degradacéao térmica, com alta eficiéncia de complexagao. Foi
estudada a comparacéao entre os efeitos médios dos tratamentos com éleo essencial
de P. gaudichaudianum, B-cariofileno e respectivos complexos de inclusdo e suas
concentracbes na germinacdo, crescimento radicular e aéreo em B. pilosa e L.
multiflorum. O Cl do OE GAU na maior concentragdo testada apresentou efeito
significativo contra as espécies de plantas invasoras B. pilosa e L. multiflorum. No
entanto, o Cl do B8-CAR na maior concentracao foi eficaz apenas em L. multiflorum.
Os Cls mantiveram ou diminuiram a atividade biol6gica em plantas invasoras quando
comparado ao OE GAU e 3-CAR n&o complexados, mas positivamente o Cl permite

a aplicacao do OE no campo, pois protege o OE da volatilizagdo enquanto aumenta
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sua solubilidade em agua. Estudos futuros com foco na toxicidade desses complexos
de inclusdo em culturas como trigo e milho s&o necessarios. Contudo, os avangos
alcangados neste trabalho fornecem um produto bioherbicida comercialmente viavel
para o controle de plantas invasoras.
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3. CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho foi desenvolvida uma tecnologia para produzir Cls a partir de
produtos naturais obtidos de fontes renovaveis. Os insumos utilizados na producao de
Cls sdo amigaveis ao ambiente, sendo o OE extraido das folhas da goiabeira e araga,
provenientes de culturas amplamente cultivadas no Brasil, podendo ser obtidas a
partir de processo de podas das plantacoes. A HPBCD, que é um derivado do amido,
também apresenta baixa toxicidade ao meio ambiente e ao ser humano. A
composicdo quimica dos OEs e os rendimentos de extracdo foram determinados,
sendo imprescindiveis para demonstrar a viabilidade de exploragdo das plantas
estudadas, visando seu potencial de aplicacdo em grande escala. O planejamento
experimental multivariado demonstrou ser uma ferramenta muito importante para
otimizar o processo de producéo dos Cls. Dessa forma, a partir do desenvolvimento
desse método é possivel complexar varios OEs com a HPBCD, obtendo alta eficiéncia
na producao.

Considerando que os OEs de P. guajava e P. cattleyanum apresentaram
atividade larvicida promissora em A. aegypti, acredita-se que o género Psidium seja
uma referéncia em possuir OEs com essa aplicagcao. Outra aplicacao com o OE de P.
gaudichaudianum e o B-cariofileno foi na producéo de bioherbicidas para aplicacao
em plantas invasoras que surgem em lavouras de forma indesejavel. Os produtos
aplicados apresentaram eficacia na atividade herbicida e citogenotoxica.

Devido a presenca marcante de 6leos essenciais foliares nas plantas do género
Psidium e suas multiplas aplicacbes, outras espécies devem ser estudadas. No
entanto, somente os OEs protegidos podem ser aplicados em possiveis criadouros de
larvas ou em campos agricolas, que estao expostos a variacdes climaticas. Assim, 0s
Cls, obtidos nesse trabalho, sdo um avanco cientifico que permitem o
desenvolvimento de plantas do género Psidium, a obtencdo de um produto

ambientalmente amigavel com potencial exploragdo e comercializagao.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Dada a relevancia cientifica do presente estudo, foi possivel a obtencédo de um
depédsito do pedido de patente de invencao intitulado "Processo de elaboracédo do
complexo de inclusdo pelo método de maceragdo, complexo de incluséo,
composic¢des e usos", protocolado no INPI em 29/08/2022, sob o numero definitivo de
protecdo BR 10 2022 017284-6 (Apéndice 1). Obtivemos a publicacdo de trés artigos
em revistas conceituadas como a Natural Product Research (fator de impacto 2,49), a
Industrial Crops and Products (fator de impacto 6,45) e a Molecules (fator de impacto
4,93), referentes ao conteudo dos capitulos 1, 2 e 3 da tese, respectivamente
(Apéndices 2-4). A revisao bibliografica da tese se transformou em um capitulo de livro
intitulado “Complexos de inclusdo de 6leos essenciais de Psidium para aplicacao
larvicida, herbicida e citogenotdxica” e publicado no livro “Tecnologia e Inovacdo em
Ciéncias Agrarias e Bioldgicas Avancos para a sociedade atual” da Editora Seven
(Apéndice 5). Os capitulos da tese e assuntos que envolviam aplicacao de 6leos
essenciais de Psidium e outros métodos de protecao foram apresentados no Simpésio
de Integracdo Académica da UFV (Apéndice 6-7), VI Encontro De Ciéncias Bioldgicas
do IFES (Apéndice 8-9) e em congresso internacional (Encontro Latino-Americano de
Pés-graduacao/INIC) (Apéndice 10-11), recebendo o prémio de melhor trabalho da
area (Apéndice 12). Neste ano, alguns trabalhos foram enviados ao INIC (Apéndice
13-16). O projeto com o tema “Desperdicio zero: Extracao de 6leos essenciais de
plantas para um mundo sustentavel” foi desenvolvido e orientado com os alunos do
ensino técnico e superior na 132 Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia do IFES
(Apéndice 17). Por final, almeja-se a publicacdo de mais um artigo, que esta sendo
redigido, com a otimizacao no preparo de nanoemulséo de 6leo essencial e aplicacao
fungicida.
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ARTICLEINPO ABSTRACT

Karwomis; The present nvestigation described the preparation of Z-hypdrosypropyl-froyclodextrin (HPECD) inclusion
Indusinn complex complex (1C) of the essential oil (BO) of Pridium catdeyemum (CAT) and the Aeder aegypt larvicidal evaluation of
"““_ . the BO and IC. The EO was extmacted from the leaves of CAT with 2 0.79% (m m ™'} wield. It is mainly composed
:Elmh.\[ ol of cecquiterpenes, with f-caryophyllene being the major component (34.2%). To achieve optimized conditions
G for the preparation of the 1C, through the phynical method of knsading, the paramestars malar ratis of EO/HPHCD
andd the kneading fime were evalnared The best molar rario of EQcHPHCD war 1:1.14 and the Ineading rims
correzporuled to 30 min. The amouns of essential oil loaded under optimized conditions waz (4.9 + 1.71%. The
prepared IC waz characrerized by spectoscopy in the UV-Viz region, FTIR, TGA, DLS, and XRD w0 prove the
interaction of the EQ with the HPFCD. The releage of EQ from the [C was evaluated in agueous media uzing 1%
DME0 (v v~ '3 and acesonisrile. The BO tlowly released into the aqueons medinm, which waz noed to cimulate the
aquatic environment in which A. gegypt larvae develop. The larvicidal activioy of CAT BO in DMS0 wasz 51.73
and 102.50 pg mL™" for Ly and Ly, recpectively. The IC's toxicity was 154.44 and 16869 sg mL™" for LiCe,
and LCan, respectively. Although the larvicidal activity of BD in higher as compared to the IC, the latter present
great thermal crahilisy and high warer solubility. Taking together, the described in this snudy point o the face

that IC prepared from CAT BO may represent a good alternative for A. oegypd larvae conmol

1. Introduction Howrever, despite the effectivenesz of chemical agents in combating
A. gegypti, studies have shown that the conbnuous use haz generated
resiztant insects, requiring the ublization of alternative methads, such as
the employimment of essential oils (EOQs) with larvicide effect (Azeem
etal | 2019; Mendez et al | 301 7; Smith et al., 2016

Dengue, Chikungunya, and Zika are arbovimizes tranzmitied by the
mosquite Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae), which iz the most sue-
ceszful invasive zpecies in the world (Comme et al | 2020). As it impaes

the health of many people. representing a sorcial and economic burden,
attempts to eradicate this vector have been carried out over the years
{Mdii et al . 2021). The control of A. acgypti at the larval stage iz an
impaortant approach to reducing infections mansminted by this vector. Tao
achiewve it, symrthetic chemicals, zuch az pyrethroids, have bean uzed az
the main somategy to conmol the spread of larvae and mosquitoer (¥Yang

etal 2020).

* Corresponding author.
E-mail addresz renata plopesi@uic br (RLP.L. Moreira).

hitpe//dotorg /10101 6,/f- inderop 20251 16333

The Pridizrm caficyanum 5. (CAT) species belongs to the Myrtaceae
family and iz popularly known as aragazeiro, producing fruits called
strawberry guava or araga (Castro =t al | 2015). This species is native to
Brarzil and has commereial importanee, which Is attributed to its fruits
used in the food industry (Pereira eral |, 2018; Sanos e al., Z007L

In addition, CAT dizplay: antioxidant, anrifungal, and anbmicrobial
activides (Cazoro et al., 2015; Medma et al., 2011; Scur et al |, 2018).
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Abstrack The present investigation aimed to develop inclusion complexes (1Cs) from Psidinms gan-
aicha i (GAL) essential ofl (EO} and its major compound f-caryophylens (8-CAR), and to
evaluate their herbicidal {against Loliem multiflorim and Hidens pilosa) and oy togenotode (on Lac wog
sabfon) motivibied The ICs were obtained ueing 2-hydrocy propyl-g-cydodaxtrin (HFECD) and they
wene prepated to avoid or reduce the volatility and degradation of GAU ED and §-CAE. The ICs
obtained showed a complexation ¢fficlency of 915 and B3.9% for GAU EO and B-CAR, mespectively.
The IC of GAL EQ at a concentration of 3000 pg o displayed 4 significant e ffect against weed
apecies B. pilost and L modtifloram. However, the §-CAR IC at a concentration of 3000 pg mL L wras
effective anly on L multifonem, In addition, the eytogenotodc activity evaluation revealed that there
was a reduction in the mitotic index and an increase In chromesomal abnermalities. The produced 10s
weate ohls to protect the B0 and £-CAR from volatility and degradation with a high thermal stability,
arud they also enabled the solubilization of the EO and F-CAR in water without the addition of an
organic solvent. Therefore, it is pessible to indicate the obtained products as potential candidates
for commerdal exploration since e 1Cs allow the complexed O toexhibit a mone stable chemical
constitution than pune EQ under stotage conditions.

Keywords: natural product; araca; inclusion complex; biological activity; bisherbicide

1. Introduction

The concern with food shortages in recent years resulted in a growing movement
towards sustainable agriculture in order to preserve the environment, reduce costs, and
increase productivity [1]. However, in large crops such as wheat and corn, invasive plants
grow spontaneously and undesirably, causing a loss of crop productivity, jeopardizing
the integrity of agricultural systems, and causing economic damage [2,3]. Continuous
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RESTMO

As plantas do génmere Psidnm (MMyttaceae)
dentre seus usos relevantes, atividades

biologicas relacionadas aos seus compostos ativos,

com destagque ao oleo essencial (OE} presente na

1INTRODUCAO
1.1 GOIABEIRA

folha Os OEs extraidos das folhas de Psidmm
goajava, Psidium cattlevamm e Psidhim
gaudichaudianum possuem aplicactes em larvas de
Aedes aegypll. herbicida e citogenotomica. Pam
ampliar as aplicacdes do OF, que € msolavel em
agua e faciimente degradado por fatores externos,
meétodos de protecio podem ser utilizades para
formar capsulas ou complexos de inclusdo (Cls).
Um oligossacaridec que pode ser utilizade para
complexar o OF é a 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina
(HPRCD), que & derivada do anude. Para produzir
oz Clz, os métodos fisicos como maceracio (KIV) e
hofilizacdo (FD) podem ser empregados. A fim de
comprovar se o3 Cls foram preparados
corretamente, técmicas  analiticas podem  ser
ufilizadas, como a espectroscopia na regido do UV-
Wis, FTIE. TGA, DLS e XFD. Os OEs e Cls de
Psidium produzidos podem ser aplicados em larvas
de Aedes aegyph, em 3 INVESOrAs COmo
Lol multiflorum e Bidens pilosa e em células
menstematicas da raiz de Lactuca sativa, sendo
verificado a influncia na nomalidade do ciclo
celular Considerande a importineia dos oleos
essencials, dos complexos de mclusio e de suas
potenciais aplicagdes, este capitulo aborda os
assuntos mails relevantes onma revisdo da literatura
sobre esse assunto.

Palavras-chave: Goiabeira, Araca, Produto
natural, Encapsulamento, Complexo de inclusdo,
Dengue. Plantas daninhas.

Az goiabeiras (FPsidium guajava Linnaeus) pertencem a familia Myrtaceae, que compreende

cerca de 120 géneros e 7000 espécies. que se distribnem predominantemente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (“WCSP”, 2020). As goiabeiras sfio classificadas como arvores de tamanho
meédio, perenes e frutiferas (Fig. 1). Suas folhas apresentam até cerca de 20 cm de comprimento, com

peciolo curtc e nervuras na parte inferior Possuem flores hermafroditas e geralmente brancas

Tecnolegia e Inovacio em Ciéncias Agrarias e Biologicas Avancos para a socisdade atual
Complexos de inclusde de oleos essenciaiz de Pridium para aplicapdo larvicida, hevbicida e
citogenotoxica
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ATIVIDADE LARVICIDA DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO OLEO ESSENCIAL
DE Psidium cattleyanum S. EM Aedes aegyptiL.

Luiza Alves Mendes', Rafael Resende Assis SilvaZ, Loren Cristina
Vasconcelos?, Rébson Ricardo Teixeira!, Marcia Flores da Silva Ferreira3,
Renata Pereira Lopes Moreira’.

Wniversidade Federal de Vigosa (UFV). Av. Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario, 36.570-000
Wigosa — MG, Brasil, luiza.alves@@ufv br (LA M), robsonr teixeira@ufy br(R.R.T.J,
renata.plopes@ufv briR.P.L.}
2Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar). Rod. Washington Luiz, s/n, 13565-905 S&o Carlos —
SP, Brasil, rafael resendeas@agmail.com (R.R.AS.).

SUniversidade Federal do Espirita Santo (UFES). Alto Universitario, s/n, Guararema, 29.500-000
Alegre — ES, Brasil, loren-vasconcelos@hotmail .com (L.C.V.), mfloressf@@gmail.com (M. F.SF ).

Resumo

Este trabalho utilizou o complexo de inclusédo (C1) do 6leo essencial (CE ) de Esigivm calffeyanum (CAT)
em 2-hidroxipropil-g-ciclodextina (HPACD), previamente preparado e caracterizado, na avaliagdo da
atividade larvicida em Aedes asgypli. Assim, tanto o OE quando o Cl faram aplicados e suas taxicidades
foram oomparadas para essa finalidade. O OE foi extraido das folhas de CAT com rendimento de 0,79%
m m') e & constituido majoritaiamente por sesquiternenos, sendo o Bearofilenn o principal
componente (34,2%). A atividade larvicida do OE da CAT em DMSO foide 81,73 ¢ 102,50 ugmL! para
Clso & Clen, respectivamente Para o Cl, atoxicidade foi de 134 44 e 168,69 tg mL-" para Clso e Clao,
respectivamente. Embora a atividade larvicida do OE seja maior em relagéo ac Cl, este ditimo
apresenta grande estabilidade térmica e alta solubilidade em agua. Em conjunto, os resultados obtidos
neste estudo apontam para o fato de que o Cl preparado a partir do OE da CAT pode representar uma
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OTIMIZAGAO NO PREPARO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO OLEO
ESSENCIAL DE Psidium cattleyanum S. EM HPSCD

Luiza Alves Mendes!, Rafael Resende Assis SilvaZ, Loren Cristina
Vasconcelos?, Rébson Ricardo Teixeira!, Marcia Flores da Silva Ferreira?,
Renata Pereira Lopes Moreira’.

Wniversidade Federal de Vigosa (UFV). Av. Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario, 36.570-000
Vigosa— MG, Brasil, luiza alves@ufy br (L A M), robsonr teixeira@ufy br(R R T ),
renata.plopes@ufy briR.P.L.).
2niversidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Rod. Washington Luiz, s/n, 13565-905 S&o Carlos —
SP, Brasil, rafael resendeas@gmail.com (R R.AS.)

IUniversidade Federal do Espirito Santo [UFES). Alto Universitario, s/n, Guararema, 29.500-000
Alegre — ES, Brasil, loren-vasconcelos @hotmail .com (L.C.W ), mfloressf@gmail.com (M.F.5F ).

Resumo

Descreve-se na presente investigagdo a preparagéo de complexos de inclusao (1) do dleo essencial
(OE) de Egidivym catfferanum (CAT ) em 2-hidraxipropil-S-giclodextina (HPBCD). © OE foi extraido das
folhas de CAT com rendimento de 0,79% (m m™) e é constituido majoritariamente por sesguiterpenas.
sendo o SB-canefilens o prncipal componente (34,2%). Para obter condigdes otimizadas para a
preparacgdo do Cl, através do método fisico de maceragéo, foram variados os pardmetros razéo molar
OE/MHPACD & o tempo de maceragao. A melhor razdo molar de OE:HPSCD foi de 1:1,14 & ¢ tempo de
maceragao correspondeu a 30 min. & eficiéncia de complexacao utilizando as condigdes otimizadas foi
de (94,9 £ 1,70% . O Cl| preparado foi caracterizado por espectroscopia na regigo UY-Vis, FTIR TGA e
DLS para comprovar a interagéo do OE com a HPSCD.
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ATIVIDADE DO COMPLEXO DE INCLUSAO COM OLEO ESSENCIAL DE
Psidium gaudichaudianum NO CICLO CELULAR DE ALFACE

Francisco Liviéte Arrais Mendes Oliveira', Loren Cristina Vasconcelos', Luiza
Alves Mendes?, Renata Pereira Lopes MoreiraZ, Marcia Flores da Silva
Ferreira', Milene Miranda Praga Fontes?

niversidade Federal do Espirito Santo, Alto Universitério, s/n, Guararema, Departamento de
Biologia- 20500-000 - &legre-ES, Brasil, livietearrais 18@gmail.com, lorenvasconcelos @hotmail .com,
mfloressf@gmail.com, milenemiranda@yahoo.com br.
Aniversidade Federal de Vigosa, Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario,
Departamento de Quimica - 36570-300 - Vigosa-MG, Brasil, luiza.alves@ufy br,
renata.plopes@@uty br.

Resumo

O dleo essencial (OE) de Psidivm gaudichaudianum (Myrtaceae) e uma alternativa sustentavel ao uso
de herbicidas sintéticos. Aformacio de complexos de incluséo (Cl) a partir do encapsulamento do OE
no composto 2-hidroxipropil-p-ciclodextnna (HPRCD ) tem se mostrado il para preservar a integridade
quimica e aumentar a solubilidade dos OEs em meio aguoso. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito do OE de P. gaudichaudianum e do Cl de HPRCD contendo OE, no ciclo celular de
células de Lactuca saliva. Para a analise, foram preparadas |1aminas citoldgicas das raizes de L sativa
tratadas com diferentes concentragdes do OE, Cl, dos controles positivo e negativo, e avaliado o indice
mitético e as alteragées cromossdmicas e nucleares. O Cl apresentou reducgées no indice mitdtico das
células de L. safivanas concentragdes de 375, 750, 1500 pgmL-1. OE puro ndo apresentou esse efeito
Tanto OE puro quanto os Cls n&o apresentaram efeito genotdxico. Esses resultados indicam que o CI
com o OE de F. gaudichaudianim apresentou atividade citotdxica nas celulas L safiva, & 0 complexo
de inclusdo em HPRCD preservou suas bioatividades

192




193

Apéndice 16

XXVII«Tinic XXI«"WEPg XVIlLMinicJr NaMENexun Xill«"Winid

A era digital e suas implicacdes sociais:
LI_E IC Desafios e contribuicoes

NANOEMULSOES DE OLEO ESSENCIAL DE Piper dilatatum PARA CONTROLE
SUSTENTAVEL DE ERVAS DANINHAS

Loren Cristina Vasconcelos', Luiza Alves Mendes?, Rafael Resende de Assis
Silva?, Taila Veloso de Oliveira!, Renata Pereira Lopes?, Tatiana Tavares
Carrijo!, Milene Miranda Praca Fontes'.
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4niversidade Federal de Vigosa, Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitério,
Departamento de Tecnologiade Alimentos - 36570-900 - Vigosa-MG, taila.oliveira@ufy br.

Resumo

A crescente preccupagio com os impactos ambientais & a resisténcia aos herbicidas sintaticos
impulsiona a busca por alternativas sustentaveis de controle de ervas daninhas. O éleo essencial (OE)
de Fiper difatafum se destaca como uma promissora opgéo para herbicidas naturais. Mo entanto, sua
aplicag&o enfrenta limitagdes devido & baixa solubilidade aquosa e rapida degradagéo. Para superar
esses desafios, as nancemulsdes (NEs)tém se destacado como eficazes métodos de protegao para
(QOEs. Meste estudo, formulamos NE do OE de P. difatatum através de homogeneizacdo ultrassdnicae
avaliamos sua atividade herbicida contra Bidens pilosa L. A ME apresentou goticulas em tamanho nano
(8,7 nm) e maior estabilidade térmica em comparacdo com o OE ndo encapsulado. A MNE causou uma
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DESPERDICIO ZERO: EXTRAGAQ DE OLEQS ESSENCIAIS DE PLANTAS PARA
UM MUNDO SUSTENTAVEL

MENDES, L. A7, JULIO, A. A7, VIANNA, L. S.7, SOUZA, T. S.7, MENINI, L7,
SOUZA, M. DE 0.7, MOREIRA.R. P.L2

Unstituto Federal do Espitito Santo - Campus de Alegre, Rua Principal, sén, Distrito de Rive, CEP:
29520-000, Alegre, ES, Brasil, luiza.mendes@ifes.edu.br, armand aji@grmail.com,
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Resumo — Os dlens essenciais s8o derivados do metabolismo secundario de espécies vegetais
arormaticas, e seus componentes guimicos possuern propriedades interessantes. O objetivo desse
projeto foi extrair dleos essenciais de varias plantas pelo método de hidrodestilagdo, e realizar uma
revisdo bibliografica, usando diferentes bases de dados, sobre as propriedades que vérios dleos
essenciais, obtidos de diferentes plantas, exibem. Além disso, os dleos essenciais, por serem
derivados vegetais, sdo produtos sustentdveis e gue tem importantes aplicagies em diversas dreas.

Palavras chave: Oleos essenciais, propriedades bioldgicas, sustentabilidade.
Introdugéo

A demanda por produtos gue sejam ecologicamente e ambientalmente aceitos € crescente: Nesse
contexto, os dleos essenciais (QFs) vém se destacando por sua versatilidade. Os QEs sdo
constituidos por uma mistura de substdncias odoriferas volateis, gue derivam do metabolismo
secundario de plantas aromaticas (BUNSE et al., 2022). Algumas familias de plantas apresentam
mais relevdncia quando se trata da produgdo de QFs, sendo relatadas na literatura as familias
Araceas. Asteraceae. Apiaceas. Appcvnaceas. Cupressaceae. Lamiaceae. Lauraceae. Liliaceae.



