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RESUMO GERAL

Oleos essenciais (OEs) sdo constituidos por compostos bioativos de ocorréncia natural, provenientes do
metabolismo secundério de algumas plantas. O OE Callistemon viminalis (OEC) é rico em componentes
quimicos com diversas propriedades biolégicas (antibacteriana, antifungica, inseticida, antitumoral, entre
outras). A utilizacdo de OEs tem crescido muito nos ultimos anos, porém sua utilizacdo em altas
concentracdes podem ser prejudiciais a saude do homem. A formacgdo de complexos de inclusdo (Cls) de
OEs com ciclodextrinas (CDs) esta sendo cada vez mais estudados, a fim de reduzir algumas
caracteristicas indesejaveis, como a alta volatilidade e baixa solubilidade dos OEs. Com isso, 0 objetivo
deste estudo foi preparar o Cl entre 0 OEC e a B-CD pelos métodos malaxagem (MA) e co-precipitacdo
(CO-P). Caracterizar a formacdo do CIl por técnicas espectroscopicas, calorimétricas, microscopia
eletronica de varredura (MEV), difragdo de raio-x (DRX) e modelagem molecular (MM). Observar as
mudangas ocorridas nas propriedades do OEC como (solubilidade, volatilidade, atividade antibacteriana,
antifungica e a toxicidade fosfolipasica e sobre sementes de alface), ap6s a formacdo dos Cls. A
solubilidade em agua do OEC foi aumentada 8 vezes. A taxa de liberagdo do OEC nos Cls foi melhorada
com uma média de 72% de liberacdo apds oito dias, contra 83% de liberagdo do OEC puro em dois dias.
Os resultados espectroscopicos e calorimétricos demonstraram que o ClI OEC/B-CD possui diferentes
caracteristicas fisico-quimicas do OEC livre. As mudancas estruturais e morfoldgicas observadas por
MEV e DRX também confirmaram a formag&o do ClI, pela redugdo no grau de cristalinidade. A atividade
antibacteriana e antifungica do OEC foi melhorada apds a complexacdo, apresentando um redugdo da
concentra¢do minina inibitéria (CMI) de 250 para 125 pug mL™* para S. aureus nos Cls preparados por MA
e CO-P. Para a L.monocytogens a reducdo no CMI foi de 250 para 62,5 pug mL* no CI preparado por MA.
Para o fungo A. flavus o0 CMI 125 pg mL™* reduziu para 62,5 pg mL™* para o Cl preparado por MA e para
o fungo A. ochraceus o CMI de 62,5 ug mL™* foi reduzido para 15,62 pg mL™* nos Cls preparados por MA
e CO-P. A toxicidade do OEC no Cls foi reduzida no teste com sementes de alface, apresentando
porcentagem de germinagdo (%GR) para a MA de 91,3% e de 75,3% para CO-P. Os Cls inibiram a agédo
das fosfolipases A2 da pegonha de Bothrops atrox, de forma mais pronunciada nos CI preparado por MA.
Os componentes majoritarios encontrados no OEC foram o 1,8-cineol (67,70%), a-pineno (15,01%) e a-
terpineol (7,72%). A modelagem molecular (MM), revelou que esses componentes formam Cls
energeticamente favoraveis, porém o terpineol na posi¢do ‘up’ a-aa (axial-anti, anti), e o Cl mais estavel
com um AE = -69,42 kJ mol*?, quando comparado com os outros componentes complexados isoladamente.
A formacéo do CI entre o OEC/B-CD € uma boa alternativa para melhorar a solubilidade e volatilidade
que este OE apresenta, mantendo suas propriedades bioldgicas. Reduz sua toxicidade e prolonga sua acao,
ampliando assim suas formas de utilizagdo, de maneira mais segura para 0 homem e a0 meio ambiente.

Palavras-chave: Monoterpenos. Ciclodextrinas. Complexagdo. Antibacteriana. Antiflngica.



GENERAL ABSTRACT

Essential oils (EOs) are composed of naturally occurring bioactive compounds from the secondary
metabolism of some plants. EO of Callistemon viminalis (EOC) is rich in chemical components with diverse
biological properties (antibacterial, antifungal, insecticide, antitumor, among others). The use of EOs has
grown greatly in recent years, but their use in high concentrations can be harmful to human health. The
formation of inclusion complexes (ICs) of EOs with cyclodextrins (CDs) are being increasingly studied in
order to reduce some undesirable characteristics such as high volatility and low solubility of EOs. Therefore,
the objective of this study was to prepare the IC between EOC and 3-CD by the methods of kneading (KN)
and co-precipitation (CO-P). Characterization of IC formation by spectroscopic techniques, calorimetric,
scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and molecular modeling (MM) were
performed. To observe the changes in the EOC properties as (solubility, volatility, antibacterial activity,
antifungal and phospholipase toxicity, hemolytic and lettuce seeds) after the formation of ICs. The water
solubility of the EOC was increased 8-fold. The release rate of EOC in the ICs was improved with an
average of 72% release after eight days, versus 83% release of pure EOC in two days. The spectroscopic and
calorimetric results demonstrated that the EOC/B-CD IC has different physicochemical characteristics from
the free EOC. The structural and morphological changes observed by SEM and XRD also confirmed the
formation of IC by reducing the degree of crystallinity. The antibacterial and antifungal activity of EOC was
improved after complexation, with a reduction of inhibitory minimum concentration (IMC) from 250 to 125
ug mL* for S. aureus in ICs prepared by KN and CO-P respectively. For L. monocytogens the reduction in
IMC was from 250 to 62.5 pg mL? in IC prepared by KN. For the fungus A. flavus the IMC of 125 ug mL*
reduced to 62.5 ug mL* for the IC prepared by KN and for the A. ochraceus fungus the IMC of 62.5 pg mL™*
was reduced to 15, 62 ug mL™in ICs prepared by KN and CO-P. The toxicity of EOC in ICs was reduced in
the test with lettuce seeds, presenting germination percentage (% GR) for KN of 91.3% and of 75.3% for
CO-P. Cls inhibited the action of both phospholipases A2 from Bothrops atrox venom, more pronounced on
IC prepared by KN. The major components found in the EOC were 1,8-cineole (67.70%), a-pinene (15.01%)
and a-terpineol (7.72%). Molecular modeling (MM) revealed that these components formed energetically
favorable ICs, but the up-to-aa (axial-anti, anti) position terpineol and the more stable IC with a AE = -69.42
kJ mol* when compared to the other complexed components alone. The formation of IC between EOC/B-CD
is a good alternative to improve the solubility and volatility that this EO presents, maintaining its biological
properties. It reduces its toxicity and prolongs its action, thus increasing its use, in a way that is safer for man
and the environment.

Keywords: Monoterpenes. Cyclodextrins. Complexation. Antibacterial. Antifungal.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

Os 6leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos organicos encontrados
em diversos tipos de plantas, sua extracdo pode obtida por diversas partes da planta, como as
flores, cascas, frutos, raizes, sementes e folhas. Sua composi¢do quimica varia, sendo afetada por
diversos fatores externos, como clima, solo, local de plantio, horario da colheita. S&o substancias
liquidas, hidrofébicas e apresenta como principal caracteristica a volatilidade. S0 muito
sensiveis e podem sofrer degradacdo sob a acdo da luz, oxigénio e temperaturas. Sendo assim,
para certas aplicacOes, verifica-se a necessidade da incorporacdo em sistemas carreadores pode
modificar tais caracteristicas.

Os OEs obtidos de diferentes partes da planta tém sido amplamente utilizados na industria
de alimentos, cosméticos, inseticidas, entre outras. Quimicamente, sdo constituidos
principalmente de terpenoides, em particular monoterpenos e sesquiterpenos. Os monoterpenos
constituem 90% dos OEs e apresentam propriedades farmacoldgicas relevantes, tais como:
antimicrobiana, hipotensiva, antiflngica, anti-inflamatoria, alelopética, repelente, e antitumoral
(CALDAS et al., 2016).

A utilizacdo de produtos naturais como os OEs em medicamentos ou em alimentos tem
crescido muito nos dltimos anos, porém sua utilizacdo em concentracbes elevadas pode
apresentar atividade toxica, hemolitica, citotoxica e até mutagénica para o ser humano,
provocando reacOes inesperadas durante ou apds seu uso (BORS et al., 2012). Além do mais,
suas caracteristicas como insolubilidade aquosa, volatilidade, instabilidade frente a luz,
temperatura, oxidagdo e hidrélise limitam a sua utilizagdo. Por isso € de extrema importancia
realizar estudos referentes a toxicidade de produtos naturais e buscar alternativas para contornar
essas caracteristicas indesejaveis que os OEs apresentam.

Vérias abordagens tém sido realizadas a fim de melhorar a utilizacao dos OEs e
compostos volateis. Nesse contexto, as ciclodextrinas (CDs) sdo amplamente utilizadas. As CDs
sdo polimeros ciclicos de glicose, unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, que possuem um
formato de cone truncado, com exterior hidrofilico e interior hidrofobico (TORRES et al., 2018).

Sédo sollveis em agua e capazes de formar complexos de inclusdo (Cl) com uma grande variedade
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de moléculas em solugdo, melhorando a solubilidade, estabilidade e disponibilidade da molécula
complexada (AGUIAR et al., 2014).

A formacdo dos Cls pode ser caracterizada através de metodologias analiticas que
permitem detectar as variacdes nas propriedades fisico-quimicas da molécula hdspede apés a
inclusdo na cavidade das CDs. A maioria dos estudos de caracteriza¢do de Cls com CDs sdo por
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Visivel, espectroscopia de infravermelho, técnica de
fluorescéncia, espectroscopia de RMN, difracdo de raios-x, microscopia eletrénica de varredura,
calorimetria exploratoria diferencial, termogravimetria, estudos de solubilidade e liberacédo
controlada.

A fim de estudar os modos de inclusdo de moléculas hospede na cavidade das CDs,
estudos tedricos como a dindmica molecular, vém sendo realizados e tem mostrado as diferentes
orientagcdes que essa molécula pode obter no processo de inclusdo, se tornado de grande valia

como suporte a trabalhos experimentais.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi preparar o Cl entre B-CD e o 0leo essencial de Callistemon
Viminalis (OEC), realizar sua caracterizacdo fisico-quimica e avaliar a atividade antibacteriana,
antifungica e fosfolipéasica, bem como o bioensaio in vivo de toxicidade com as sementes de

Lactuca Sativa L.

2.2 Objetivos especificos

- Preparar o complexo de inclusdo do 6leo essencial de Callistemon Viminalis (OEC) com -
ciclodextrina (B-CD) utilizando dois métodos de preparacdo: malaxagem (MA) e co-precipitacdo
(CO-P);

- Caracterizar os Cls, utilizando as técnicas espectroscopia do UV-visivel (UV-vis) e
infravermelho (IV), técnicas calorimétricas como a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e
termogravimetria (TG) e também as técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
difracdo de raios-x (DRX);

- Avaliar a solubilidade aquosa do OEC e realizar o teste de liberacdo controlada;
- Realizar testes in vitro da atividade antibacteriana dos complexos de incluséo frente a bactérias
gram-positivas: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e gram-negativas: Escherichia

coli, Salmonella Cholerasuis;

- Realizar testes in vitro da atividade antifungica frente aos fungos filamentosos Aspergillus

carbonarius, Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus;

- Realizar testes in vitro da atividade fosfolipasica Az induzida pelo veneno da cobra Bothrops

atrox;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12636310
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12636310
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12636310

19

- Realizar testes in vivo de toxicidade utilizando o bioensaio com Lactuca Sativa L;

- Realizar célculos tedricos utilizando modelagem molecular (MM) para observar a formacéo dos

complexos de inclusdo com 0s componentes majoritarios presentes no OEC.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Oleos essenciais

Os metabdlitos secundarios sdo substdncias de estrutura quimica e propriedades
biologicas variadas e diferentemente dos metabolitos primarios, apresentam-se em baixas
concentracdes e em determinados grupos de plantas. Além de desempenharem um papel
importante na adaptacdo das plantas aos seus ambientes, também representam uma importante
fonte de substancias farmacologicamente ativas que sdo utilizadas como matéria prima na
fabricagdo de cosméticos, medicamentos e quimica fina (ROSA et al., 2016).

Dentre a classe de metabolitos secundarios, temos os 6leos essenciais (OES), que sdo
compostos complexos naturais, volateis, caracterizados por um forte odor, geralmente incolores
ou ligeiramente amarelados e que sdo muito instaveis, principalmente na presenca de ar, luz,
calor, umidade e metais (JURADO et al., 2015). A I1SO (International Standard Organization)
define os OEs como produtos obtidos de partes de plantas por meio da destilagdo por arraste de
vapor d’adgua, bem como os produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos citricos.
Podendo também ser obtidos através de outros métodos, como extracdo por CO- supercritico e
por solventes organicos apolares. Sdo formados por inimeros compostos de origens biossintéticas
distintas, que vdo desde hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos,
perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, até compostos sulfurados (SIMOES et al., 2010).

Geralmente os OEs s@o encontrados em baixa concentragdo em diferentes partes das
plantas incluindo flores, brotos, cascas, ervas, madeira, frutos, raizes sementes, folhas e ramos
(PANDEY et al., 2017). Na mistura, 0s componentes presentes nos OEs podem apresentar-se em
diferentes concentragfes, porém, geralmente um, dois ou trés deles sdo encontrados em
proporcdes maiores, sendo denominados de compostos majoritarios. Possuem aplicagdes
variadas, especialmente na industria farmacéutica, cosmética, sanitaria, de alimentos e agricola,
podendo apresentar acdo bactericida, fungicida, antiviral, antiparasitaria, inseticida, anti-
inflamatdria, citotoxica, anestésica, moluscicida e larvicida (JURADO et al., 2015; PANDEY et
al., 2017).

A origem de todos os metabolitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo

da glicose. Primeiro a glicose é convertida em moléculas de acido pirdvico que podem seguir



21

duas vias diferentes. Na primeira via, moléculas de piruvato entram na via do &cido chiquimico
para formar os metabdlitos secundarios aromaticos, como os fenilpropanoides. Na segunda via, 0
piruvato continua sendo oxidado até a formacdo de moléculas de acetil-coA. Os derivados do
acetil-coA produzem os terpenoides, que podem ser formados tanto pela via do mevalonato
quanto pela via DXPS (Figura 1) (OOTANI et al., 2013).

Figura 1 - Rota biossintética dos metabdlitos secundarios
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Fonte: adaptado de Simdes et al. (2010).

OEs sdo constituidos por fenilpropanoides e por terpenoides. Os fenilpropanoides sédo
encontrados em menor quantidade e apresentam diferentes propriedades bioldgicas. Séo
compostos aromaticos com cadeia lateral de trés atomos de carbono ligados ao anel aromatico
(Figura 2a).

Os compostos terpénicos ocorrem em uma grande variedade de espécies vegetais e
compreendem uma classe de metabdlitos secundarios com uma grande variedade estrutural. Sdo
biossintetizados a partir do isopentenil difosfato (IPP) e seu isémero dimetilalil difosfato
(DMAPP) (SIMOES et al., 2010). Os terpenos sdo formados a partir de combinagdes de duas ou
mais moléculas de 2-metil-1,3-butadieno, conhecido como isopreno (unidade de cinco atomos de

carbono (C5)) (Figura 2b) e séo classificados pelo niUmero de unidades isoprénicas que possuem.
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Um monoterpeno (C10) é constituido por duas unidades de isopreno, um sesquiterpeno (C15) e
assim por diante. As unidades de isopreno podem ser ligadas de forma a originar cadeias lineares
ou moléculas ciclicas (SIMOES et al., 2010).

Figura 2 - Estrutura basica: A) fenilpropanoides e B) isopreno.

A B
= OH
w /K/

Fonte: Prépria autora

O IPP, precursor fundamental para a formacdo dos terpenos, é biossintetizado a partir de
duas vias, a via do mevalonato, sendo ativa no citosol e no reticulo endoplasmaético e a via DXPS,
ocorrendo nos plastidios. A rota do acido meval6nico (Figura 3) envolve a condensacao de trés
moléculas de acetil-CoA em dois passos, acetil-CoA catalisada por tiolase e hidroximetilglutaril-
CoA sintase, resultando no 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que é subsequentemente
reduzido por HMG-CoA redutase em duas reacdes acopladas obtendo o acido mevalénico. Duas
fosforilagbes sequenciais do &cido mevalonico dependem de ATP e uma subsequente
fosforilacdo/descarboxilacdo seguida por eliminacdo obtém-se entdo o IPP (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2015).
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Figura 3 - Via do mevalonato para a formagéo do isopentenil difosfato.
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Fonte: Buchanan, Gruissem e Jones (2015).

Na rota biossintética para a formacdo do IPP pela via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato

(DXPS) (Figura 4), o piruvato reage com tiamina pirofosfato (TPP), dando origem a um
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fragmento de dois carbonos, hidroxietil-TPP, que se condensa com gliceraldeido 3- fosfato por
transferéncias C2 da TPP catalisada pela transcetolase. TPP é liberado para formar um composto
de cinco atomos de carbono intermediario, 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato, o qual € rearranjado e
reduzido para formar 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato e, subsequentemente, transformado para se
obter o IPP (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015).

Figura 4 — Via DXPS para a formacéo do isopentenil difosfato.
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Fonte: Buchanan, Gruissem e Jones (2015).

As diferentes classes de terpenos sdo formadas por adigdes repetitivas do isopentenil
difosfato (Figura 5). O isopentenil difosfato e seu isémero, o dimetialil difosfato (DMAPP), sdo
as unidades penta carbonadas ativas na biossintese dos terpenos que se unem para formar
moléculas maiores. Primeiro o IPP e o DMAPP reagem para formar o trans-geranildifosfato
(GPP), uma molécula que possui 10 carbonos, onde sédo formados os monoterpenos. O GPP pode
se ligar a outra molécula de IPP, formando um composto de 15 carbonos, farnesil difosfato
(FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adicdo de outra molécula de IPP forma o
geranil geranil difosfato (GGPP), composto que contém 20 carbonos precursores dos diterpenos.
Assim, as moléculas de FPP e GGPP podem dimerizar para formar triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40), respectivamente (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015).
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Figura 5 - Biossintese dos terpenos
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Fonte: Buchanan, Gruissem e Jones (2015).

3.1.1 Oleo essencial de Callistemon Viminalis

A familia Myrtaceae inclui 80 géneros e 3.000 espécies distribuidas em regides tropicais e
subtropicais e & conhecida por apresentar um alto teor de terpenos na parte aérea. A maior parte
dos constituintes de OEs de Myrtaceae sdo monoterpenos, fenois e sesquiterpenos, que podem ser
obtidos por meio de destilagdo a vapor das partes aéreas das plantas. Um género da familia
Myrtaceae é o Callistemon, que engloba mais de 20 espécies de arvores e arbustos (ZANDI-
SOHANI, HOJJATI, CARBONELL-BARRACHINA, 2013).
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A espécie aromatica Callistemon Viminalis popularmente conhecida como escova-de-
garrafa, € uma arvore de porte arbustivo ou de arvoreta, alcangando de 3 a 7 metros de altura.
Suas folhas sdo em geral pequenas, lanceoladas a lineares, verdes, perenes e aromaticas. Na
inflorescéncia elas tém um formato cilindrico com numerosos estames. Sua nomenclatura popular
deve-se ao formato interessante da florescéncia, que se parece com uma escovinha (Figura 6).
Esta distribuida nos tropicos umidos como a Australia, América do Sul e na Asia tropical, e
atualmente esta espalhada em todo mundo (OYEDEJI et al., 2009; LIU et al., 2016).

Viminalis (escova de garrafa).

I (] 1 \‘ &4 l \i\\’

~ Fonte: Propria autora

O género Callistemon €é conhecido na medicina popular pela sua acgdo
anti-tosse, anti-bronquite e propriedades anti-tromboticas. O 6leo essencial obtido de C. viminalis
(OEC) exibiu propriedades antibacterianas, antifingicas, antioxidante e inseticida. Estudos
anteriores indicaram que os extratos foliares e 0 OEC sdo considerados como aleloquimicos. Os
aleloguimicos sdo substancias liberadas por algumas espécies vegetais que afetam o crescimento
de outras espécies. Esses compostos sdo potentes inibidores da germinacdo e podem ser
utilizados como bioherbicidas (BALI et al., 2017).

No estudo da composi¢do quimica do OEC diversos autores relatam os componentes
majoritarios como o 1,8 cineol (eucaliptol), a-pineno, a-terpineol e limoneno (Figura 7). Oliveira
et al. (2014) estudaram o OEC extraido das flores e obtiveram o 1,8-cineol (66,9%,), a-pineno
(16,0%) e limoneno (10,0%). Badawy e Abdelgaleil (2014) obteve para o0 OEC extraido das
folhas 1,8-cineol (71,7%), o-pineno (11,4%), o-terpineol (3,1%). Fall et al. (2017) também
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obteve o 1,8-cineol (57,2%), limoneno (10,04%) e a-terpineol (9,56%) para 0 OEC extraido das
folhas. Sales et al. (2017) para as folhas do OEC encontrou 1,8-cineol (84,60%), a-pineno
(10,28%) e a-terpineol (2,59%).

Figura 7 - Principais componentes majoritarios encontrados no OEC. A) 1,8-cineol; B) a-pineno; C)
limoneno e D) a-terpineol.

A B C D

OH

Fonte: Propria autora.

O 1,8-cineol, também chamado, eucaliptol ou 1,8-epoxi-p-metano, € um monoterpeno
liquido incolor com um ponto de ebulicdo de 175 °C, possui um odor fresco, difusivo, canforoso
e de baixa tenacidade, encontrado naturalmente nos OEs de muitas plantas, sendo considerado na
maioria dos casos como composto majoritario (BADU, SINGH, 2009). Este monoterpeno €
amplamente utilizado como agente aromatizante de varios alimentos, tais como produtos lacteos
e bebidas ndo alcodlicas, na industria farmacéutica e cosmética. Varias aplicacOes terapéuticas
também sdo atribuidas a esse composto, em particular no tratamento de doencas respiratorias, dor
muscular, neurose, reumatismo e calculos renais. Ha, portanto, um potencial significativo para a
exposicdo humana a este composto e apesar dos relatos das varias propriedades biologicas que
ele apresenta, ndo ha evidéncias suficientes sobre o perfil de seguranga da administracdo oral
desse monoterpeno (CALDAS et al., 2016).

Sales et al. (2017) estudando a atividade antifungica do OEC obtido das folhas, obteve a
inibicdo do crescimento dos fungos. F. oxysporum na concentracio de 250 pg L™ e B. cinerea na
concentragdo de100 pg L. Pires et al. (2013), estudando a atividade antimicrobiana do OEC

obtido das folhas e flores, obteve a inibicdo do crescimento bacteriano na concentracdo igual ou
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superior a 2000 pug mL™. Yadav et al. (2014) avaliaram a toxicidade larval e a alteracdo de
oviposi¢cdo do extrato vegetal de C. Viminalis contra o Aedes Ibopictus, vetor da dengue e
chikungunya, e concluiu que o extrato pode ser utilizado como insecticida natural no controle
desse vetor. Ndomo et al. (2009) relataram em seu trabalho que o OE e os extratos aquosos das
folhas de C. viminalis apresentou acdo anti-helmintica, antibacteriana e inseticida.

Um novo campo de aplicagdo dos OEs € na agricultura. Sua menor toxicidade para
mamiferos e menor risco ecolégico em comparacdo com substancias quimicas sintéticas,
incentivam sua utilizacdo como pesticida. Embora os OEs sejam uma alternativa adequada aos
pesticidas sintéticos tradicionalmente utilizados, o nimero de produtos disponiveis baseados em
extratos e OEs de plantas séo bastante limitados (HAC-WYDRO, SZYDLO, 2016).

Sendo assim, é importante estudar o modo de acdo e as possiveis utilizagdes do OEC
frente as mais diferentes linhas de atuacdo, como inseticida, antibacteriana, antifungica, larvicida,

entre outras.

3.2 Ciclodextrinas

Acredita-se que o primeiro relato da existéncia de ciclodextrinas (CDs) foi no final do
século XIX, quando Villiers (1891) isolou uma pequena quantidade de uma substancia cristalina
a partir de um meio de cultura de Bacillus contendo amido, e deu 0 nome a essa substancia de
celulosina, devido a sua semelhanca com a celulose. No entanto, foram necessarios mais de 50
anos para se confirmar a estrutura das CDs (VENTURINI et al., 2008).

Os polissacarideos das CDs consistem em unidades de glicose unidas por ligacdes
glicosidicas a-1,4. Algumas amilases, como a enzima ciclodextrina glicosiltransferase, séo
capazes de decompor a estrutura polissacaridica e ligar as duas extremidades dos fragmentos
obtidos dando uma dextrina ciclica (IACOVINO et al., 2017).

As CDs naturais mais comuns sao as formadas por seis (a-CD), sete (B-CD) ou oito (y-
CD) unidades de glicose (Figura 8). As ligagOes e a conformagdo em cadeia das unidades de
glicose permitem que as CDs apresentem uma forma tronco conica ou de cilindro oco. As
hidroxilas primérias (C6) estdo localizadas na parte inferior e elas apresentam rotacao livre, isso
reduz o diametro efetivo da cavidade das CDs. Ja na parte superior encontram-se as hidroxilas
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secundarias (C2 e C3), as quais apresentam uma cadeia relativamente rigida e sem rotacao
(Figura 9) (MIRANDA et al., 2011; GIDWANI, VYAS, 2015).

Figura 8 - Representacdo esquematica das ciclodextrinas: a-ciclodextrina, B-ciclodextrina e y-
ciclodextrina.

Fonte: https://fi.pinterest.com/pin/424323596114669927/ acesso:09 jun. 2018.

Figura 9 - Estrutura da ciclodextrina.
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Fonte: WELLIVER et al., (2008).

Assim, a cavidade das CDs possui carater hidrofobico, enquanto a superficie tem carater
hidrofilico. Nesse contexto, verifica-se 0 aumento da solubilidade de moléculas hospedeiras
hidrofébicas quando complexadas com CDs. Das CDs naturais, a mais utilizada ¢ a p-CD, pois

sua cavidade interna pode hospedar moléculas de massa molecular compreendida entre 100 e 400
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g mol?, faixa de massa molecular da maioria das moléculas de interesse. Além disso, o preco
razodvel desta CD também propicia seu uso (LYRA et al., 2010; AGUIAR et al., 2014).
Atualmente, o interesse pelas CDs tem aumentado consideravelmente e o grande
investimento em pesquisas possibilitou reducéo no custo de producéo das mesmas, viabilizando
sua aplicagdo nas mais diversas areas. As CDs, além de aumentarem a solubilidade em &gua de
moléculas hidrofébicas, podem ser utilizadas para mascarar o sabor e odor desagradaveis, fixar
substancias volateis, proteger substancias sensiveis a luz ou oxigénio, transformar substancias
liquidas em po6, mascarar pigmentos ou cores de substancias, diminuir a irritagdo gastrica ou
ocultar e prevenir interacdes entre substancias. A baixa toxicidade das CDs € a base para sua
aplicacdo na area farmacéutica, agroquimica, alimenticia e de quimica fina, assim como na

industria de cosméticos e artigos de higiene pessoal (MURA, 2015).

3.3 Complexos de incluséo

O atributo mais notavel das CDs é a sua capacidade de formar complexos de inclusédo
(Cls) com uma ampla variedade de moléculas (s6lidas, liquidas e gasosas) ou suas por¢des por
complexacdo molecular. Tais complexos sdo denominados "hospedeiro-héspede”. A molécula
hospede é mantida dentro da cavidade da molécula hospedeira (CD), por um ajuste dimensional
entre as duas moléculas (WADHWA et al., 2017).

Em solucdo aquosa, a cavidade hidrofébica da CD é preenchida por moléculas de agua. A
adicdo de moléculas hidrofébicas, como farmacos e OEs, promove o deslocamento das moléculas
de agua, que se encontram originalmente no interior da cavidade da CD (Figura 10). Isto se d4,
pois, devido ao microambiente termodinamicamente desfavoravel (interacdo polar-apolar) da
cavidade, as moléculas de agua tendem a sair da cavidade da CD, pois tém mais liberdade
conformacional (isto é, menos ligacBes de hidrogénio), contribuindo também para um aumento
da entropia. Esse processo leva a encapsulacao total ou parcial da molécula héspede na cavidade
da CD, tornando-a soluvel em agua (MARQUES, 2010).
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Figura 10 - Representagdo esquematica da formagdo do complexo de incluséo.

5

Fonte: MURA, (2014).

As forgas envolvidas no processo de formacdo dos Cls séo interagdes de van der Waals e
ligacGes de hidrogénio. A maioria dessas interacdes € do tipo hospedeiro-hospede. Todas estas
interagdes podem ser consideradas relativamente “fracas”, mas proporcionam efeitos sinérgicos
quando em conjunto. Desta forma, as moléculas interagem umas com as outras, resultando na
formagdo de Cls com estabilidade suficiente para garantir seu isolamento (KURKOV,
LOFTSSON, 2013).

A complexacdo em meio aquoso pode ser caracterizada pela constante de associacdo (Ka)
do CI Essa constante é diretamente proporcional ao grau de associacdo da molécula hospede na
cavidade da CD, sendo que Cls pouco estaveis liberam rapidamente a molécula hdspede e 0s
muito estaveis o liberam com dificuldade. Os valores de Ka indicam como a CD influencia na
mudanca de algumas propriedades da molécula hospede, como a solubilidade, a estabilizacao
quimica e fisica de compostos labeis e controle da volatilidade. Seus valores podem ser obtidos
através de métodos que dependem das alteracdes fisico-quimicas da molécula hospede em
diferentes concentragbes de CD, fornecendo resultados por ressonancia quimica, medidas de
solubilidade de fase, absortividade molar e outras propriedades dpticas (IACOVINO et al., 2017).

Kfoury et al. (2016) estudaram o efeito da complexacdo de CDs sobre a solubilidade,
fotoestabilidade e atividade antifungica de alguns fenilpropanoides (PPs). Os melhores resultados
referentes a0 aumento da solubilidade e estabilidade frente a luz UV apds a complexacéo foi
observado para os PPs trans-anetol e estragol. Para o trans-anetol a solubilidade foi aumentada de
3 para 17 vezes e a estabilidade de 18 para 44 vezes. Para o estragol a solubilidade foi aumentada

3 para 12 vezes e a estabilidade de 6 para 18 vezes Os Cls apresentaram atividade antifingica,
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porém de forma reduzida, quando comparado com os PPs, porém sua utilizacdo pode ser Gtil para
resolver os problemas de solubilidade e estabilidade que esses PPS apresentam.

Rakmai et al. (2017) complexaram o OE de Achillea millefolium L. com a HPB-CD e
observou que a atividade antibacteriana contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli foi melhorada ap6s a complexacdo. O OE puro apresentou uma concentragdo minima
inibitoria (CMI) de 250 pg mL* para Staphylococcus aureus e 500 pg mL™* para Escherichia coli
e ap6s a complexacdo a CMI passou para 62,5 pg mL™ para ambas as bactérias testadas.

Songko et al. (2012) avaliaram a atividade repelente e liberacdo controlada do OE de
citronela contra 0 mosquito Aedes aegypti quando este foi complexado com a 3-CD. Nos testes in
vitro os resultados demonstraram que nas lo¢Bes preparadas com os Cls, a taxa de liberacdo do
6leo, foi estatisticamente menor do que a logdo preparada contendo apenas o OE. O teste in vivo
contra mosquito Aedes aegypti revelou que a logéo preparada com o Cl na proporgéo 1:1 (OE:B-
CD), teve um tempo de protecdo menor que 2 horas, no entanto foi maior que o tempo de
protecdo dos produtos comerciais testados.

Gong et al. (2016) estudaram a atividade antifingica de um CI entre eugenol e -CD, em
frutos frescos de lichia e verificaram que tanto nos ensaios in vitro, contra fungos, quanto nos in

vivo, nos frutos, houve uma inibicéo significativa do crescimento das colbnias.

3.3.1 Preparo dos complexos de inclusao

O método de preparacdo do Cl pode ter uma grande influéncia sobre as propriedades
fisico-quimicas do CI formado. A maioria dos métodos de preparacdo de CI solido inclui
diferentes graus de solubilizacdo como etapa intermediaria do seu processo de obtengdo. A
presenca da agua solubiliza os componentes e favorece a interacdo hidrofdbica entre a molécula
hospede e a CD. Em alguns casos, a &gua fomenta a formacéo de ligacbes de hidrogénio entre os
grupos hidroxilicos e auxilia a captacdo e manutencdo do farmaco na cavidade da CD, fazendo
parte da estrutura cristalina do Cl no estado s6lido (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007).

Diferentes fatores tais como a temperatura e a misturas de solventes, podem influenciar na
complexacdo. O aquecimento aumenta a solubilidade tanto da CD como da molécula hospede,
aumentando assim a possibilidade de formacdo do Cl. Ao mesmo tempo, pode desestabilizar o

Cl, porque varias moléculas hospedes sdo menos estaveis em temperaturas mais altas. Quando a
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molécula hospede ndo é prontamente solivel em agua, o uso de solventes orgénicos é necessario,
tais como alcoois de cadeia curta (metanol, etanol e isoprapanol) que podem ser facilmente
removidos por evaporacdo (SZEJTLI, 1988; IACOVINO et al., 2017).

Para a maioria dos substratos, as técnicas de complexacdo utilizadas sdo procedimentos
simples e a escolha do método experimental, depende fundamentalmente das caracteristicas do
substrato. Dentre os métodos para a preparacdo dos Cls, pode-se citar a malaxagem (pasta) e a
co-precipitacdo (LIN, KAO, 1989).

A malaxagem (MA) caracteriza-se por ser um método de preparacdo em fase semissolida,
aplicavel a moléculas que possuem como caracteristica a baixa solubilidade em agua. E um
processo bastante utilizado devido a sua facilidade, ser répido e processar-se em baixas
temperaturas (ideal para compostos volateis) (VEIGA, PECORELLI, RIBEIRO; 2006).
Utilizando pequenas quantidades de agua ou solvente, prepara-se uma pasta de CD. Geralmente,
pequenas quantidades de etanol é adicionado a pasta preparada. O solvente evapora e o ClI
formado vai sair como um pd. A quantidade de 4gua e o tempo necessario para obter o0 po
dependem da molécula héspede (IACOVINO et al., 2017).

No método de co-precipitacdo (CO-P), a molécula hospede é dissolvida em éter dietilico,
cloroférmio, benzeno, ou em outro solvente orgéanico, e a quantidade apropriada de CD
dissolvida em &gua é adicionada com agitacdo e aquecimento. Durante o resfriamento ocorre a
cristalizacdo. Os cristais séo lavados e o precipitado formado pode ser recolhido por decantacéo,
centrifugacdo, filtracdo ou seco a 50 °C para se obter uma amostra em pd. O método € util para
substancias que ndo sdo sollveis em agua, mas resulta em rendimentos baixos uma vez que 0s
solventes organicos utilizados como precipitante podem inibir competitivamente a incluséo.
Apesar disso, este método produz Cls com alto grau de pureza. (IACOVINO et al., 2017).

Lima, Alves e Santana, (2012), em sua revisdo, explicam que quando um CI com OEs é
preparado pelo método de CO-P, ha indicios de que o CI formado apresenta baixa retencdo do
oleo, sendo este de apenas cerca de 63% do valor teorico, enquanto no Cl preparado por MA a
retencdo do Oleo é de aproximadamente 99,8%. Esse fato pode ser explicado pela diferenca que o
processo de aquecimento proporciona durante o procedimento de obtencdo da suspenséo na co-
precipitacdo, bem como o tempo mais prolongado utilizado no processo de complexacdo e das
etapas de secagem, que podem conduzir a uma relevante evaporagdo dos componentes volateis
do OE.
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A mistura fisica (MF) ndo chega a ser considerada um CI, pois se baseia na simples
mistura dos componentes sem adicdo de agua, sendo preparado para ser utilizado como controle.
A quantidade de tempo requerida para a mistura é variavel e depende da molécula hdspede,

geralmente este método é realizado a temperatura ambiente (VALLE, 2004).

3.4 Caracterizacao dos complexos de incluséao

Uma das principais caracteristicas das CDs é o fato de formarem Cls em solucéo, e
também no estado sélido. As fracas interacdes que ocorrem entre a molécula hospede e a CD,
caracteristica intrinseca do sistema molecular, dificultam a utilizacdo de algumas técnicas
analiticas aplicadas a solucdo (LYRA et al., 2010).

As propriedades fisico-quimicas da molécula hospede e da CD livre sdo relativamente
diferentes das que possuem estes compostos quando estdo complexados. Partindo deste conceito,
qualquer metodologia que tenha sensibilidade suficiente para medir estas diferencas pode ser
utilizada para caracterizar os Cl sob diferentes pontos de vista, possibilitando completar este
complexo quebra-cabeca e permitindo direcionar os fenémenos de inclusdo de acordo com as
necessidades (CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

A caracterizacdo analitica de Cls de CD tanto em solu¢do como no estado sélido ndo é
uma tarefa simples e envolve o uso de varias técnicas, cujos resultados quando avaliados em
conjunto ddo uma maior confiabilidade da formacdo do ClI, visto que cada método explora uma
caracteristica particular do CI (LIMA et al., 2016).

34.1 Diagrama de solubilidade de fase

O diagrama de solubilidade de fase é o mais utilizado para o estudo de complexacéo,
sendo considerada a primeira verificacdo de Cls em solucdo. Dentre as propriedades das
moléculas hospedes que se pretende alterar, a solubilidade é a mais evidente. Compostos
organicos que sao pouco soluveis em agua, frequentemente exibem uma solubilidade em agua
aumentada na presenca de CDs (MARQUES, 2010).

De acordo com o modelo proposto por Higuchi e Connors (1965), os diagramas podem

ser do tipo A e tipo B (Figura 11). Os diagramas do tipo A, podem ser subdivididos em AL
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(linear), Ap (isotermas de desvio positivo) e tipo An (isotermas de desvio negativo). As curvas do
tipo AL, a solubilidade da molécula héspede aumenta conforme o aumento da concentragdo da
CD, indicando a formacao de Cls soltveis. Os diagramas do tipo B podem ser subdivididos em gs
e Bi. Sugerem a formacdo de Cls com baixa solubilidade. A curva do tipo Bs denota ClI sollvel
com solubilidade limitada. Inicialmente, hd um aumento da concentracdo da molécula hdspede e,
ao atingir o limite de solubilidade, ocorre a precipita¢cdo, diminuindo a concentragcdo. Os
diagramas do tipo B; séo obtidos quando o CI é insoluvel e ha um equilibrio inicial, porém, apos

uma determinada concentracgdo, ocorre a precipitacdo do CI (MARQUES, 2010).

Figura 11 - Perfis de solubilidade de fases e classificacdo do complexo de incluséo (Higuchi e Connors,
1965).
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Fonte: MARQUES, (2010).

Estudos de solubilidade de fase geralmente sdo realizados de acordo com o método
descrito por Higuchi e Connors, (1965). A fim de explorar a associa¢gdo molecular da CD com a
molécula hospede (Ka), uma quantidade excessiva da molécula hospede é adicionada a uma
concentracdo variavel de uma solucdo aquosa de CD. A suspensdo € agitada até que o equilibrio
seja atingido e as amostras sdo centrifugadas e filtradas. A solucéo filtrada é entdo analisada
espectroscopicamente e o diagrama de solubilidade de fase pode ser obtido com a solubilidade da

molécula hospede em fungéo da concentragdo de CD, de acordo com a equag&o:

Ka = inclinag&o / So (1-inclinacéo)

onde So é definida como sendo a solubilidade intrinseca da molécula héspede em meio aquoso na
auséncia da CD (WADHWA et al., 2017).
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3.4.2 Espectroscopia ultravioleta-visivel

A técnica de espectroscopia na regido do UV-visivel (UV-vis) é uma das mais utilizadas
nas determinacdes analiticas em diversas areas. E aplicada para determinagbes de compostos
organicos e inorganicos. Este fato pode ser explicado pelo baixo custo e pela praticidade da
técnica quando comparada a outras. Quando um composto é analisado por espectrofotometria ele
absorve luz e essa absorcéo € o que ird determinar sua concentracdo, pois a absorbancia medida é
diretamente proporcional a concentracdo. Assim, de acordo com a lei de Lambert-Beer, que é a

base matematica para medidas de radiacdo temos:
A=E.b.c
Onde:

A: absorbancia;
¢: absortividade molar da amostra;
b: caminho Optico percorrido;

C: concentragdo da amostra.

A absorcdo molecular pode ser realizada na regido do visivel, infravermelho e
ultravioleta. As andlises na regido do visivel sdo chamadas colorimétricas, isto porque quando a
luz é transmitida através do composto a por¢do que é absorvida é caracteristica de sua cor
(HARRIS, 2012).

No processo de absorcdo da radiagdo, a energia dos fotons é transferida para as moléculas
do meio em analise para provocar transicdes eletrdnicas associadas a transi¢fes vibracionais e
rotacionais. As mudancas que ocorrem no espectro de UV-vis, devido a formacdo do CI, sdo
geralmente identificadas pelos deslocamentos batocrdmicos (maior comprimento de onda) ou
hipocrémicos (menor comprimento de onda), aumento ou diminui¢do na intensidade dos picos e
alargamento de bandas (MURA, 2014).

Essa técnica € um metodo simples, econdémico e rapido para estudar a formacao de Cl em
solucdo. ModificacBes no espectro UV-vis de uma molécula hospede na presenca de CDs, pode
evidenciar a formagdo de um CI. No entanto, essa técnica ndo € especifica e sofre com a presenca
de substancias interferentes (MURA, 2014).
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3.4.3 Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho (1V) trata das variacGes de energia molecular
associadas as transicdes vibracionais devido a absorcdo ou emissdo de um foton, que ndo é
suficientemente energético para causar uma transicdo eletronica. A regido espectral do
infravermelho compreende a radiacdo com numeros de onda no intervalo de aproximadamente
12800 a 10 cm™. Do ponto de vista de aplicagdo, como também de instrumentagdo, o espectro no
IV é convenientemente dividido em infravermelho préximo (780 a 2500 nm), médio (2500 a
50000 nm) e distante (50000 a 10° nm) (LIMA et al., 2009).

Em moléculas, os elétrons sofrem efeitos de &tomos ou grupos vizinhos, influenciando o
estiramento, o comprimento da ligacdo, o angulo de ligacéo e, portanto, a frequéncia de vibracao
das ligacdes quimicas. As diferencas especificas geradas por estas interacdes possibilitam que
cada substdncia tenha um espectro caracteristico. Alteracbes nas bandas caracteristicas da
molécula hdspede tais como desaparecimento, alargamento, variagdes na intensidade e/ou
mudancas no seu numero de onda, podem ser indicativos da formacéo de CI (LIMA et al., 2009;
MURA, 2015).

As bandas dos Cls geralmente sdo deslocadas ou suas intensidades sdo alteradas.
Entretanto, a massa da molécula hospede ndo pode exceder 5-15% da massa do Cl, tais alteragdes
sdo normalmente ofuscadas pelo espectro do hospedeiro (CD) (MARQUES, 2010).

3.4.4 Calorimetria exploratéria diferencial

Os métodos térmicos sdo amplamente utilizados na caracterizagdo das CDs e dos Cls,
principalmente pela rapidez das andlises. Dentre os mais utilizados, tem-se a calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), uma poderosa ferramenta analitica na caracterizacdo em estado
solido de substancias. Através das curvas de DSC, é possivel mensurar a diferenga de energia
fornecida a uma substancia e a um material de referéncia em funcdo da temperatura, tanto em
condigdes de aquecimento quanto de resfriamento. A formacédo do Cls pode ser identificada nos
perfis de DSC, pelo desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e variacoes

relevantes na entalpia da molécula hospede pura ou complexada (AGUIAR et al., 2014).
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A comparagdo dos perfis térmicos da MF, da molécula hdspede e CD com perfis dos
respectivos Cls é realizada a fim de evidenciar a ocorréncia ou ndo da inclusdo da molécula
hospede na cavidade da CD. Na auséncia de qualquer tipo de interacdo entre a molécula hdspede
e a CD, as curvas de DSC resultantes deverdo corresponder ao somatério das curvas de DSC dos
componentes individuais. No caso da formagdo do Cl, as curvas de DSC deverdo apresentar um
perfil ndo coincidente com o somatério dos efeitos observados nos termogramas dos
componentes isolados (MARQUES, HADGRAFT, KLLAWAY, 1990).

A analise de DSC fornece evidéncias da formacdo de Cl alterando a temperatura de fusao,
volatilizagdo ou sublimag&o, de forma a deslocar estes eventos para diferentes temperaturas ou
promover o0 seu desaparecimento, a depender do material estudado, principalmente na
diferenciacdo da complexacao ou apenas formacao de MF (MENEZES et al., 2016).

345 Termogravimetria

A termogravimetria (TG) de Cls é frequentemente usada em combinacdo com a anélise de
DSC, para apoiar e ajudar na interpretacdo dos resultados. A TG permite determinar as alteracdes
na massa da amostra em relacdo a mudanca de temperatura, enquanto a amostra ¢ submetida a
uma programacédo controlada de temperatura. A derivada correspondente (DTG) transforma os
eventos de perda de massa em picos para melhor visualizacdo destes eventos (MURA, 2015). As
CDs naturais, quando analisadas por TG sob atmosfera de nitrogénio, apresentam uma primeira
perda de massa que ocorre em temperaturas ao redor de 100 °C, correspondente a evaporacgao da
agua adsorvida e de cristalizacdo e uma segunda perda de massa correspondente a degradacéo,
que ocorre de 250 a 400 °C, atribuida a decomposi¢do dos macrociclos, onde h& diminuicéo de
70 a 80% da massa (TROTTA, ZANETTI, CAMINO, 2000).

A deteccdo dos Cls formados baseia-se em comparar a temperatura de inicio da
degradacdo da molécula hospede sozinha com o suposto Cl formado. Parte-se do principio que,
se houve complexacdo, a degradacdo da molécula hospede ocorrerd em temperaturas mais

elevadas, pois estara protegida pela CD (MURA, 2015).
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3.4.6 Difratometria de raios-x

A difratometria de raios-X (DRX) de cristal € uma técnica que fornece dados detalhados
que permitem obter a estrutura cristalina de amostras, posi¢cdes dos atomos dentro da rede
cristalina, os comprimentos de ligacdo e os angulos de ligagio (MURA, 2015). E uma técnica
usada para determinar a estrutura atbmica e molecular de um cristal, na qual os atomos cristalinos
fazem com que um feixe de raios X incidentes difrate em muitas direcBes especificas. Medindo
osangulose as intensidades dos feixes difratados, pode produzir uma imagem
tridimensional da densidade de elétrons dentro do cristal. A partir desta densidade de elétrons, as
posicdes médias dos atomos no cristal podem ser determinadas, bem como suas ligagdes
quimicas, sua desordem e varias outras informacdes (EWALD, 1962).

Tem como vantagem ser uma técnica ndo destrutiva. Usando esta técnica, a estrutura
tridimensional de uma molécula pode ser obtida (MURA, 2015). Ao analisar um material em po,
o gréafico obtido equivale a uma impressdo digital da estrutura cristalina, podendo ser utilizada
para comparar com um padrdo cristalografico. Quando o material for cristalino, havera picos
especificos indicativos das reflexdes dos planos atdmicos, enquanto que uma amostra amorfa

exibira uma protuberéncia larga, chamado de halo amorfo (ARAUJO, 2016).

3.4.7 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletréonica de varredura (MEV) é uma ferramenta versatil e
rapida para geracdo de imagens, analise de composicdo, analise de orientacdo e
identificacdo de fase de materiais, podendo trabalhar com amostras orgénicas e
inorganicas com uma ampla faixa de tamanho, desde nanoparticulas até materiais
a granel (XING, 2016).

E um aparelho que pode fornecer rapidamente informagbes sobre a morfologia e
identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida. O MEV utiliza um feixe de elétrons,
de pequeno diametro, para explorar a superficie de uma amostra, por linhas sucessivas e
transmitir o sinal do detector a uma tela catodica cuja varredura estd perfeitamente sincronizada

com aquela do feixe incidente. O sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a
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superficie da amostra. O sinal recolhido pelo detector é utilizado para modular o brilho do
monitor, permitindo a observagdo. O feixe interagindo com a amostra produz elétrons e fotons
que podem ser coletadas por detectores adequados e convertidas em um sinal de video. A
imagem formada a partir do sinal captado na varredura eletrdnica de uma superficie pode
apresentar diferentes caracteristicas, uma vez que a imagem resulta da amplificacdo de um sinal
obtido de uma interagéo entre o feixe eletronico e o material da amostra (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007).

O wuso desta técnica fornece informacdes detalhadas do estado de
cristalizacdo de ClIs obtidos por diferentes técnicas de complexacdo. O

conhecimento detalhado da microestrutura dos materiais permite o entendimento e, em muitos
casos, até a previsdo das suas propriedades e respostas gquimicas. Com a MEV, avalia-se a
diminuicdo da cristalinidade das particulas obtidas com diversos métodos para a formacao dos
Cls no estado solido, a medida que permite a visualizacdo e diferenciacdo das particulas de
ciclodextrina e dos cristais da molécula hospede (LYRA et al., 2010).

Em geral, as particulas de CDs sdo globulares, medindo de 1 a 180 um, enquanto que 0s
farmacos apresentam-se nas formas cristalinas menores, de formatos irregulares, porém com uma
distribuicdo de tamanho de particula mais homogénea (RIBEIRO et al., 2003). Nas misturas
fisicas € possivel distinguir as particulas dos farmacos das particulas de CDs. Porém, quando um
complexo é formado, o estado cristalino resultante é diferente do obtido pela simples mistura da

molécula hospede com as CDs (LYRA et al., 2010).

3.4.8 Modelagem molecular

A aplicacdo da quimica computacional na simulacdo molecular ao nivel atdbmico esta
bastante desenvolvida e possui varias aplicacdes em quimica. Esta aproximacéo teorica permite
racionalizar e complementar a observacdo experimental com um enfoque molecular. Sua
aplicacdo no estudo dos fendmenos de incluséo e relativamente recente e esta limitada devido ao
tamanho e flexibilidade das moléculas de CD e da multiplicidade de interagbes em meio aquoso,
0 que obriga a introduzir um grande numero de restricbes aos modelos matematicos utilizados

pelos programas de computador. Em geral, uma boa correlagdo com os dados experimentais é
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conseguida, possibilitando a representacdo da conformacgdo tridimensional mais estdvel do
complexo de inclusio (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007).

O estudo de modelagem molecular (MM) analisa a formacéo dos Cls e a orientacdo da
molécula hospede na cavidade da CD (LYRA et al., 2010). Estudos tedricos incluindo a MM em
fase gasosa e em meio aquoso, vem sendo apresentados para a investigacdo dos modos de
inclusdo de moléculas hdspede na cavidade das CDs, e tem mostrado as diferentes orientaces
que essa molécula pode obter no processo de inclusdo (BANERJEE et al., 2006).

Os diferentes modos de inclusdo dessas moléculas na cavidade da CD podem ser
atribuidos a forgas dirigentes incluindo as forgas de van der Waals, fatores estéricos e interacoes
dipolo-dipolo que governam o processo de complexacao. Em geral, h& acordo sobre o fato de que
essas forcas desempenham um papel importante dirigindo a formacdo do complexo e
estabilizacdo. Assim, o tamanho, forma e graus de liberdade conformacionais da cavidade da CD
€ um recurso essencial para se obter uma complexacdo (QUEVEDO; ZOPPI, 2018). Essas forcas
tém sido estudadas teoricamente e tais resultados mostram que este processo é geralmente
acompanhado por mudancas conformacionais nos anéis glicosidicos das CDs (HAPIOT,
TILLOY, MONFLIER, 2006).
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PREPARACAO, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO OLEO ESSENCIAL DE
CALLISTEMON VIMINALIS E B-CICLODEXTRINA
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Resumo: O Oleo essencial de Callistemon viminalis (OEC) é rico em monoterpenos, que
apresentam uma ampla variedade de propriedades bioldgicas, dando destaque para a atividade
antimicrobiana. No entanto, as aplicacdes da OEC sao limitadas devido a sua volatilidade e baixa
solubilidade em &gua. A formacdo de complexos de inclusdo (Cls) com ciclodextrinas (CDs) é
uma alternativa para melhorar as caracteristicas de moléculas instaveis como o OEC. Assim, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar e quantificar o OEC e complexar com B-ciclodextrina (B-
CD). Os Cls foram obtidos a partir de duas metodologias e a mistura fisica (MF) foi preparada
para ser utiliza como base de comparagédo com os Cls. A formacéo dos Cls foi observada pelas
técnicas UV-visivel (UV-vis), infravermelho (IV), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
isoterma de solubilidade. A atividade antimicrobiana foi analisada a partir do teste de difusdo em
agar. A constante de associacdo (Ka) calculada do ClI OEC/B -CD foi de 1052,2 L.mol?,
indicando a forte interagdo entre o OEC/B-CD. A solubilidade em &gua do OEC foi
significativamente melhorada em 5 vezes pelo estudo de solubilidade de fase. Os resultados de
espectroscopia UV-vis e IV e DSC, demonstraram que o ClI OEC/B-CD possui diferentes
caracteristicas fisico-quimicas quando comparado com o OEC livre. A atividade antibacteriana
do OEC foi melhorada apés a complexacdo, apresentando um reducdo na concentracdo minima
inibitoria (CMI) de 250 para 125 pg.mL? para S. aureus e de 250 para 62,5 pg.mL™? para a
L.monocytogens. A complexa¢do do OEC/B-CD é uma alternativa adequada que pode ser
utilizada para melhorar a solubilidade deste 6leo em sistemas aquosos e reduzir a concentracao

para ser utilizado em sistemas antimicrobianos.

Palavras-chave: Complexo de incluséo. Solubilidade. Atividade bioldgica. Monoterpenos.
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1. INTRODUCAO

A arvore Callistemon viminalis, conhecida popularmente como "escova de garrafa™ devido ao
formato de suas flores em forma de escova vermelha, possui porte arbustivo, alcancando de 3 a 8
metros de altura, sendo originaria da Australia, mais atualmente é encontrada em todas as regides
tropicais e subtropicais. Suas folhas sdo em geral pequenas, lanceoladas a lineares, verdes,
perenes e aromaticas, com alto contetdo de 0leos essenciais (OEs) (AHMAD; ATHAR, 2017).

A composicdo quimica do OE das folhas de C. viminalis (OEC) ja foi relatado
anteriormente, tendo como constituinte majoritario o 1,8-cineol (47,9 - 82,0%) e outros
componentes significativos como o a-pineno, a-terpineol e o p-cimeno (OYEDEJI et al., 2009).

Os efeitos bioldgicos do OEC, bem como dos compostos isolados, é relatado na literatura,
sendo que o mesmo possui atividade antibacteriana, alelopética, antiviral, anti-helmintica,
inseticida além de sua utilizagdo na inddstria alimenticia e de cosméticos (AHMAD; ATHAR,
2017).

A atividade antimicrobiana do OEC contra varias bactérias patogénicas e uma levedura
(Candida albicans), foi avaliado por Ernawita, (2013). 0 OEC apresentou boa atividade
antibacteriana contra todas as bactérias testadas e contra a levedura a
atividade antibacteriana foi satisfatéria, com uma concentracdo minima
inibitéria (CMI) de 25 ul mL™'. Oyedeji et al. (2009), também observaram que o OEC
apresentou uma boa atividade antimicrobiana contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Bacillus cereus e Bacillus pumilus quando comparado com antibidticos
padrédo (gentamicina e tetraciclina).

A aplicacdo de OEs na industria pode ser limitada devido a sua alta volatilidade, forte
odor, insolubilidade em &gua e baixa estabilidade fisico-quimica. Sendo assim, a complexagao
com ciclodextrinas (CDs) pode ser uma alternativa para contornar essas dificuldades e melhorar
as caracteristicas de OEs (GONG et al., 2016).

As CDs sdo polimeros ciclicos de glicose, unidas por ligagdes a-1,4. Possuem um formato
de cone truncado, com exterior hidrofilico e cavidade hidrofobica. As CDs naturais amplamente
utilizadas sdo a a, B e y-CD consistindo em 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente. Séo

produzidas a partir da hidrolise microbiana de amido pela acdo da enzima ciclodextrina
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glicosiltransferase. As CDs séo capazes de formar complexos de inclusdo (CI) com uma grande
variedade de moléculas a fim de modificar suas propriedades fisico-quimicas (TORRES et al.,
2018). Essas alteracbes nas propriedades fisico-quimicas ocorridas apos a complexacdo podem
melhorar a solubilidade e favorecer uma liberacdo mais lenta da molécula complexada
(CARVALHO et al., 2018). Dessa forma, podem representar uma possibilidade de modificar as
caracteristicas e propriedades de OEs.

Assim, o objetivo deste estudo foi extrair e caracterizar o OEC, preparar o Cl entre 0 OEC
e a B-CD por malaxagem (MA) e co-precipitacdo (CO-P), analisar a formacdo do CI pelas
técnicas analiticas de espectroscopia UV-visivel (UV-vis), espectroscopia de infravermelho (V)
e calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Além disso, avaliar a solubilidade e a atividade

antibacteriana do OEC e de seus respectivos Cls.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Solucdes e reagentes

Todas as solugbes foram preparadas utilizando agua ultrapura obtida por sistema Milli-Q
(Millipore®, Bedford, MA, EUA). A ciclodextrina utilizada foi a B-ciclodextrina da marca Sigma
Aldrich  (97%), etanol (grau HPLC 99,8%, Merck®), agar Mueller-Hinton (MH),
dimetilsulfoxido (DMSO) e antibiético cloranfenicol (CL).

2.2 Obtencéo e caracterizagéo do 0leo essencial de C. viminalis

As folhas da planta C. viminalis (Myrtaceae) foram coletadas no campus da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) localizado em Lavras, MG, Brasil. A espécie foi identificada no
Departamento de Biologia da UFLA, com exsicata de numero 26.624. O dleo essencial de C.
viminalis (OEC) foi extraido pela técnica de hidrodestilagdo usando um aparelho Clevenger
modificado, adaptado a um baldo de fundo redondo de 6 litros (ANVISA, 2010). A
caracterizagdo do OEC foi realizada em cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrémetro de
massa (GC/MS-Shimadzu, modelo GCMS-QP 2010), seguindo a metodologia descrita por Sales
etal. (2017).
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2.3 Preparacdo dos complexos de incluséo

Os complexos de inclusdo (Cls) foram preparados a partir de duas metodologias:
malaxagem e co-precipitacdo. A mistura fisica (MF) entre 0 OEC ¢ a p-CD foi utilizada como
controle. A preparagdo foi realizada com 500 mg da p-CD e 500 pL do OEC (1:1), sendo
misturados por 10 minutos em um gral. A mistura formada foi armazenada em microtubo até sua

utilizacéo.

2.3.1 Malaxagem

O CI foi preparado por malaxagem (MA) segundo a metodologia descrita por Menezes et
al. (2012) com modifica¢bes. 100 uL do OEC foi inicialmente misturado em um gral com 1000
mg de B-CD. Em seguida, 5 mL de uma solugdo &gua:etanol (3:1) foram adicionados e a mistura
foi homogeneizada manualmente com um pistilo por 20 minutos até formar uma pasta
homogénea. A pasta obtida foi deixada secando em dessecador a 25 °C por 24h. Posteriormente o

po obtido foi armazenado em microtubo até sua utilizacéo.

2.3.2 Co-precipitacao

O CI foi preparado pelo método de co-precipitagdo (CO-P) de acordo com Bhandari,
D’arcy e Bich (1998), com modificagoes. 15 g de B-CD foram dissolvidos em 150 mL de solugéo
agua:etanol (2:1). Essa mistura foi mantida sob aquecimento a 55 °C. 600 puL do OEC foram
dissolvidos em 60 mL de solucgéo etanol:agua (1:1). Aos poucos a solugdo de OEC foi adicionada
a solugdo de B-CD. A proporcao utilizada entre a solugao contendo OEC e a solug¢do contendo [3-
CD foi de (0,5:50). A mistura foi agitada por 4 horas em temperatura ambiente (25 °C) a 150
rpm. A solucéo final foi refrigerada a 4 °C por 24 horas. Apos esse periodo, o Cl formado foi
recuperado por filtragdo a vacuo e seco na estufa a 50 °C por um periodo de 24 horas. O po

resultante foi colocado em placas de Petri e deixado em repouso a temperatura ambiente (25 °C)
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por mais 24 horas. Apoés esse periodo o Cl formado foi armazenado em um dessecador até a sua

utilizagéo.

2.4 Isotermas de solubilidade

O estudo da solubilidade de fase foi realizado de acordo com o método descrito por
Higuchi e Connors (1965). O efeito de B-CD na solubilidade de OEC foi avaliado a 27 £ 1 °C
em agua ultrapura. Quantidades crescentes de B-CD (0 a 10 mM) foram adicionadas a solucdes
contendo OEC em excesso. Apds 24 h sob agitacdo constante, a suspensdo foi centrifugada,
filtrada em filtros de 0,22 um MillexGP e quantificada em espectrofotdometro (Varian, modelo
Cary Probe 50) em Amax = 276 nm. A constante de associacdo (Ka) foi calculada a partir da

inclinacdo e do intercepto no gréafico, de acordo com a equacéo 1:

Ka = inclinag&o / So.(1-inclinagao)

onde So é a solubilidade intrinseca da molécula hospede (OEC).

2.5 Espectroscopia ultravioleta-visivel

Os espectros de absor¢do na regido do UV-visivel foram registrados em um
espectrofotdbmetro da marca Varian, modelo Cary 50 Probe. Foram realizadas varreduras entre
200 e 400 nm para o OEC, a B-CD e os Cls preparados em solucéo de agua:etanol (1:1).

2.6 Infravermelho

Os espectros de infravermelho (1) foram obtidos na regi&o entre 4000 a 400 cm™, em um
espectrometro Iraffinity — Shimadzu, com resolugdo de 4 cm™ e nimero de acumulagGes igual a
64 scans. Cerca de 20 uL de OEC, 2 mg de B-CD, 2 mg dos ClI e 2 mg da MF foram utilizados.
Uma pastilha de KBr foi feita a partir de 198 mg de KBr e os materiais. Posteriormente, as
amostras foram levadas a prensa hidraulica, aplicando uma pressdo de 3 toneladas por 1 minuto

para promover um contato entre as amostras e 0s sélidos da superficie do cristal.
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2.7 Calorimetria exploratoria diferencial

As curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram registradas em um
equipamento DSC 60 Shimadzu. 5,5 mg das amostras foram pesadas com precisdo em panelas de
amostra DSC, que foram hermeticamente seladas e aquecidas a uma taxa de 10 °C min™, em um

intervalo de 30 a 300 °C, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min™,

2.8 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi determinada usando a técnica de difusdo em cavidade de
agar de acordo com o método descrito por Camargo et al. (2017). As bactérias avaliadas foram as
gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 13565, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e
gram-negativas: Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, da colecédo
de cultura de microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

As culturas foram enriquecidas em Caldo de Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI),
incubado a 37 °C por 24 horas e transferido para um tubo contendo 5 mL de caldo de soja triptica
(TSB), que foi novamente incubado nas mesmas condic¢des até atingir a turbidez de uma solucéo
padrdo de McFarland de 0,5, correspondente a concentragdo de 108 UFC mL?. Os in6culos
foram entéo diluidos para concentracdo de 106 UFC mL™ e incorporada ao Agar Mueller-Hinton
(MH). Uma camada fina de MH puro foi vertida nas placas de Petri e esferas de vidro estéreis
foram colocadas no gel. O &gar em que a bactéria foi inoculada foi derramado sobre a primeira
camada. Apos a solidificacdo, as esferas de vidro foram removidas e 10 pL. do OEC e dos Cls nas
concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90, 1,95 e 0 pg mL* em DMSO
foram adicionados a cada pogo. O experimento foi realizado em triplicata utilizando o antibidtico
cloranfenicol como padréo positivo e DMSO como padréo negativo. As placas foram incubadas
em BOD a 37 °C, e os diametros dos halos de inibi¢do foram medidos apds 24 horas.

A concentracdo minima inibitoria (CMI) foi definida como a menor concentracdo capaz

de promover a inibicdo das bactérias em estudo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao e quantificacao do 6leo essencial de C.viminalis
A composi¢do quimica do OEC estd apresentada na Tabela 1. Foram identificados 12
componentes. Os picos dos principais componentes obtidos com seus respectivos tempos de
retencdo sdo apresentados na (Figura 1). Os componentes majoritarios foram: 1,8-cineol
(67,70%), seguido do a-pineno (15,01%) e a-terpineol (7,72%) (Figura 2). A partir dessa
composicao quimica, foi possivel obter a massa molar média do OEC, obtendo-se o valor de 152

g mol™.

Tabela 1 - Composicao quimica do 6leo essencial de Callistemon viminalis (OEC) identificados por
cromatografia gasosa acoplado ao espectrémetro de massas CG/MS.

Pico TR (min) IK Composto % do componente
1 5,778 933 a-pineno 15,01
2 7,013 978 B-pineno 1,73
3 8,554 1026 p-Cimeno 2,83
4 8,889 1035 1,8 cineol 67,70
5 9,735 1058 y-terpineno 0,53
6 12,133 1121 Exo-fenchol 0,35
7 13,026 1142 Trans-pinocarveol 0,80
8 14,329 1174 Terpinen-4-ol 0,57
9 14,678 1182 p-CMlen-8-ol 1,82
10 15,319 1197 a-terpineol 7,72
11 31,489 1587 globulol 0,59
12 32,950 1624 junenol 0,65

TOTAL - - 100,3

IK=indice de Kovats. TR=tempo de reten¢do em minutos.
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173
174
175  Figura 1 — Cromatograma do 6leo essencial de C. viminalis analisado por cromatografia gasosa
176 acoplada ao espectrémetro de massas (CG-MS).
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179  Figura 2 - Principais constituintes quimicos presentes nas folhas do 6leo essencial de Callistemon
180 viminalis (OEC).
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181
182
183 A presenca do 1,8-cineol como composto majoritario nas folhas de C. viminalis também

184  foi relatada por outros autores. Oyedeji et al. (2009) avaliando a composi¢do quimica deste 6leo
185  extraidos das folhas colhidas no sul da Africa, encontrou o 1,8-cineol (61,2%) e a-pineno
186  (6,4%). Oliveira et al. (2014) analisou a composi¢do quimica do 6leo obtido das flores de C.
187  viminalis colhidas em Lavras/MG, Brasil, sendo identificado como majoritarios o 1,8-cineol
188  (66,9%), a-pineno (16%) e limoneno (10%). Fall et al. (2017) identificou 1,8-cineol (58,12%),
189  limoneno (9,72%), a-terpineol (9,56%), como componentes majoritarios também extraidos das
190 folhas de C. viminalis. Nesses estudos apresentados, a maioria dos compostos majoritarios foram
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1,8-cineol, a-pineno e a-terpineol, sugerindo que os resultados encontrados neste trabalho sé&o
coerentes com os resultados mostrados por diferentes autores.

A variacdo no teor e na composicao de OEs esta bem documentada na literatura cientifica
e se deve a influéncia de diversos fatores como local e horario da coleta, tipo de solo, nutrientes e
a época de coleta, uma vez que a planta pode apresentar variacdes de seus metabolitos
secundarios no verdo, primavera, outono e inverno, ou seja, durante todo o ano. A idade da
planta, sazonalidade, temperatura e outros fatores também influenciam praticamente todas as
classes de metabdlitos secundarios, incluindo os OEs (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Isso
explica as pequenas variagdes na composicao quimica do OEC encontrado neste trabalho, quando
comparado com a composi¢ado quimica encontrada por outros autores.

A planta C. viminalis € relatada como sendo uma planta que apresenta algumas
propriedades medicamentosas, sendo usada no tratamento de hemorroidas, gastroenterite, diarreia
e infecgdes da pele. Essa planta tem sido utilizada por muitos nativos da Austrélia e China a
muito tempo, porém sem comprovacdo cientifica dos resultados (SALEM et al., 2017).
Entretanto, varios constituintes do seu 6leo tém atividades comprovadas, como o monoterpeno
1,8-cineol, que é amplamente utilizado na industria farmacéutica e cosmética.

Dhakad et al. (2018) relatam em sua revisao que o componente majoritario 1,8-cineol é o
responsavel por diversas atividades: antibacteriano, anti-inflamatério e repelente, além de ser

usado em doencas respiratérias como bronquite e asma.

3.2 Isoterma de solubilidade

A estequiometria do ClI OEC/B-CD foi estimada pela técnica de solubilidade de fases, a
partir da relagdo obtida entre a quantidade de OEC solubilizado e a concentragdo de B-CD das
solugdes. De acordo com Higuchi e Connors (1965), a curva de solubilidade obtida
experimentalmente pode ser definida como a do tipo An, tendo sua solubilidade limitada. Como
apresentado na Figura 3, a solubilidade do OEC aumentou com o aumento na concentragdo de [3-
CD, até um determinado ponto. Na porcao linear da curva ha a formacdo do CI na estequiometria
1:1.

A solubilidade do OEC aumentou cerca de 8 vezes, passando de 0,14 mM para 0,9 mM. A

partir desse ponto ocorreu a saturacao dos sitios de ligacdo da cavidade da CD e por isso, mesmo
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com o aumento da concentragdo de CD a solubilidade do OEC n&o aumenta mais (MARQUES,
2010). Pode-se inferir que houve a formagéo do Cl entre o OEC e a 3-CD, sendo a incorporagéo

do OEC na cavidade da B-CD vantajosa para aumentar a sua solubilidade.

Figura 3 — Estudo da solubilidade de fase do 6leo essencial de Callistemon viminalis (OEC) com a -
ciclodextrina (B-CD) realizado na temperatura ambiente de 25 °C.
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A partir da regido linear do gréfico de isoterma (0-5 mM B-CD), determina-se o valor de
Ka, com valores obtidos na equacéo da reta (Y= 0,1659x + 0,000179 r?= 0,98). O valor obtido
por este método foi de 1111,2 M. Zhang et al. (2015), no seu estudo de caracterizagdo do ClI
entre o trans-anetol e a B-CD, encontrou um valor de Ka de 1195 M. Kfoury et al. (2014)
estudando a complexagéo entre o trans-anetol e HP-CD, encontrou um valor para a constante de
associacio de 1510 M. Esses resultados sdo proximos ao encontrado neste trabalho.

Os valores de Ka séo bons indicadores para estimar a forga de ligagéo entre a molécula
hospede e o hospedeiro, indicando se a molécula estd mais associada (inclusa no interior da
cavidade da CD) ou dissociada (livre em solucdo). Seu valor numérico é diretamente
proporcional a associa¢do da molécula hospede no interior da CD. Um valor de Ka baixo indica
uma fraca interacdo, com uma maior quantidade de moléculas hospedes livres, enquanto valores
altos de Ka indicam que o equilibrio é perturbado e para se estabelecer a reacdo avanca no
sentido de formacdo do ClI, obtendo novas condi¢des de equilibrio. No entanto, valores muito
altos podem resultar em um retardado ou incompleta liberacdo da molécula hdspede (SANTOS et
al., 2015).
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3.3 UV-visivel

Os espectros de absorcdo na regido do UV-vis foram registrados para o OEC, p-CD e Cls.
Como mostrado na Figura 4, a B-CD né&o apresenta absorcéo na regido do UV-vis, justificada pela
auséncia de grupos croméforos em sua molécula. O OEC e os Cls apresentaram absor¢édo
méaxima em 276 nm, sendo observada apenas a mudanca na intensidade, em ambos os métodos de
preparo. Isso pode estar relacionado com o OEC entrando na cavidade hidrofébica da B-CD. A
alta densidade eletronica na cavidade da CD pode resultar na mobilizacdo de elétrons da
molécula aprisionada e as mudangas nas interagdes que ocorrem apds a complexacdo causa a
modificacdo no espectro de UV-vis (WADHWA et al. 2017).

Figura 4 - Espectro de absorcdo na regido do UV-visivel do 6leo essencial de C. viminalis (OEC),
B-ciclodextrina (B-CD), malaxagem (MA) e co-precipitagdo (CO-P).

35 —-—-p-CD
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200 I 250 ' 300 I 350 l 460
Comprimento de onda (nm)

Segundo Mura (2014), modificacbes no espectro UV-vis de uma molécula hospede na
presenca de CDs pode fornecer informacdes sobre a formagdo do CI. Mudangas no deslocamento
tanto para maiores e menores comprimentos de onda ou aumento e diminui¢do na intensidade,
podem estar relacionados como a formacédo de Cls. No entanto, a formacdo de um CI deve ser
confirmada juntamente com a combinacdo de outras técnicas de caracterizagdo, como
infravermelho e analises térmicas.

A variagdo na intensidade de absorcéo esta de acordo com outros autores, que trabalharam

com diferentes OEs: Wang et al. (2011) em seu estudo de complexacdo com o 0leo de alho,
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Aguiar et al. (2014) para o 6leo de canela e Zhang et al. (2015) para a complexagdo da B-CD com

o0 trans-anetol.

3.4 Infravermelho

A partir da andlise dos espectros de IV, na Figura 5 podem-se observar as bandas
resultantes da -CD, OEC e Cls. Na (Figura 5a) temos as bandas de absorcdo do OEC. Em 2755
cm? de estiramento C-H (C1° e 2°), entre 1260 a 1008 cm™ deformacdo angular CH3 e
estiramento C-O éteres, 1018 cm™ de estiramento O-H, 875 a 865 cm™ de C-H de anel aromatico
e 783 cm de estiramento C-H. Essas bandas sdo caracteristicas de compostos organicos e se

assemelham com os compostos majoritarios presentes no OEC.

Figura 5 - Espectros de absorc¢do na regido do infravermelho (1V) das amostras: (a) 6leo essencial
de C. viminalis (OEC); (b) B-ciclodextrina (B-CD); (c) malaxagem (MA), (d) co-
precipitacdo (CO-P) e (e) mistura fisica (MF).
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Na (Figura 5b) temos o espectro da p-CD, mostrando em 3390 cm™ uma banda larga e
intensa de absorcdo referente ao estiramento O-H, 2924 cm™ de estiramento C-H (grupo CH>),
1647 cm™ de deformacdo angular H-O-H, 1146 cm™ de estiramento C-O-C do anel e da ligagdo
glicosidica, 1027 cm™ de estiramento C-O-C de alcool e 580 cm™ de acoplamento das ligacdes
do anel (C-C-H, C-O e C-C). Esses resultados estdo de acordo com valores encontrados na
literatura (KFOURY et al., 2014; RAKMAI et al., 2017 e TORRES et al., 2018).
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Nos espectros de IV dos Cls, bandas caracteristicas da molécula hdspede desaparecem ou
tiveram sua intensidade reduzida. Na (Figura 5c e 5d) é possivel observar que as bandas
referentes a0 OEC puro em torno de 2755 cm™ e entre 1260 cm™ a 783 cm™* desapareceram. Ja o
espectro da MF (Figura 5e), ndo mostrou diferencas significativas, em comparacdo com 0S
espectros dos componentes individuais. Tais resultados permitem indicar que a simples mistura
fisica entre 0 OEC ¢ a 3-CD néo foi suficiente para promover a incluséo.

Os resultados encontrados na isoterma de solubilidade, indicaram que houve a formacao
do CI e, de acordo com o Ka encontrado, essa complexacdo é favoravel. Com os resultados do
IV, as mudangas ocorridas nos espectros dos Cls, indicam que o OEC esté incluido dentro da
cavidade da B-CD, confirmando que a complexacdo ocorreu. No ClI preparado por MA, se utiliza
uma menor quantidade de agua, temperatura ambiente e apenas uma agitacdo manual. Desta
forma, aparenta ser mais vantajoso para a formagdo do Cl em comparagdo ao método de CO-P,
que utiliza uma maior quantidade de agua na sua prepara¢do, aquecimento e agitacdo magnética
durante um maior periodo de tempo. Além disso, necessita de secagem em estufa, fatores estes
gue podem afetar diretamente a complexacdo quando se trabalha com compostos volateis.

Vaérios autores utilizaram a técnica de IV para auxiliar na confirmacéo da formacéo do ClI,
observando que bandas de absorcdo caracteristicas da molécula estudada desapareceram ou
tiveram sua intensidade reduzida apdés a complexacdo (SONGKRO et al., 2012; WANG et al.,
2011 e RAKMAI et al., 2018).

3.5 Calorimetria exploratoria diferencial

A técnica de calorimetria exploratodria diferencial (DSC) pode ser utilizada para confirmar
a formacgdo dos Cls. Quando moléculas héspedes sdo incorporadas na cavidade da CD, ocorre
uma mudanga na temperatura de fuséo e ebulicdo ou elas desaparecem (MOHAMAD et al.,
2011). Na curva da B-CD o pico endotérmico acentuado em 95 °C corresponde a perda de agua
presente no interior da cavidade hidrofobica (Figura 6a). O OEC apresenta dois picos
endotérmicos, em 97 °C e 160 °C correspondente a perda de &gua e a sua volatilizacao,
respectivamente (Figura 6b).
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Figura 6- Termogramas obtidos por calorimetria exploratdria diferencial (DSC): (a) B-ciclodexrina
(B-CD); (b) 6leo essencial de C. viminalis (OEC); (c) malaxagem (MA); (d) co-
precipitacdo (CO-P) e (e) mistura fisica (MF).

Fluxo de calor (u.a)
[¢]

Nas curvas DSC da MA e CO-P (Figura 6¢c e 6d), é possivel observar dois picos
endotérmicos: o primeiro na faixa de 95 — 110 °C que corresponde a liberacdo de moléculas de
agua e provavelmente a liberacdo do dleo adsorvido na superficie do CI, e o segundo pico na
faixa de 300 °C, referente a decomposi¢do do OEC encapsulado. O pico de volatiliza¢do do 6leo
foi suprimido, indicando a inclusdo do OEC dentro da cavidade da f-CD. O termograma de DSC
da MF mostra que sua curva € muito semelhante a curva da -CD, ndo sendo observado nenhum
pico referente ao OEC, que pode ter sido suprimido pelos picos da B-CD (Figura 6e).

O aumento na temperatura para a degradacdo da molécula hospede complexada quando
comparada com a molécula hospede livre, sugere que houve uma melhoria substancial na
estabilidade térmica da molécula apds sua complexagdo com o B-CD (TORRES et al., 2018).
Resultados semelhantes foram observados por Menezes et al. (2012), Shrestha, Ho e Bhandari
(2017), Kfoury et al. (2014) e Santos et al. (2015) quando estudaram a complexagao entre a 3-CD
e diferentes OEs.

3.6 Atividade antibacteriana

Os valores das concentragdo minima inibitéria (CMI) do OEC, da B-CD e dos seus

respectivos Cls, obtidas para as bactérias em estudo estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Concentragdo minima inibitéria (CMI-pug mL™) do 6leo essencial de C. viminalis (OEC) e dos
complexos de incluséo preparados por malaxagem (MA) e co-precipitacdo (CO-P), a -
ciclodextrina e os controles positivo (clorofenicool-CL) e negativo (dimetilsulfoxido-DMSQO)

determinada para os micro-organismos Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Escherichia coli.

CMI
Bactéria Gram OEC MA CO-P B-CD DMSO CL
S. aureus + 250 125 125 NI NI 100
L. monocytogenes + 250 62,5 250 NI NI 100
E. coli 500 500 500 NI NI 100

NI — ndo inibiu; dimetilsulféxido (DMSO) — controle negativo; cloranfenicol (CL) — controle positivo

A atividade antibacteriana do OEC puro foi determinada para as bactérias gram positivas
S. aureus e L. monocytogens, obtendo-se um CMI de 250 pug mL™ e para a bactéria gram negativa
E. coli um CMI de 500 pg.mL™. Salem et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana do
OEC sobre diferentes bactérias gram-positivas e gram-negativas. Obtendo para as bactérias gram-
positivas um alto valor de CMI e baixo valor para as bactérias gram-negativas.

A atividade antibacteriana do OEC pode ser atribuida aos monoterpenos presentes nele,
como 1,8-cineol, a-pineno e a-terpineol. A intensidade da atividade antimicrobiana de um OE
depende da sua origem, condi¢cdes ambientais e da sua composi¢do. Os componentes do OE
podem apresentar efeito antimicrobiano sozinho ou em sinergismo com outros componentes,
alterando a poténcia antimicrobiana. O que leva a entender as pequenas diferencas relatadas por
diferentes autores sobre a atividade antimicrobiana presente nos OEs (CALO et al., 2015).

A atividade antimicrobiana desses compostos resulta de uma combinacdo de processos
que causam distdrbios em células patogénicas e finalmente, sua lise. Um estdgio muito
importante no mecanismo da atividade é a sua incorpora¢do na membrana o que leva a mudancas
na integridade e permeabilidade, causando perda do material celular (HAC-WYDRO; SZYDLO,
2016).

No ClI preparado pelo método MA, uma menor CMI de 62,5 pg mL* foi observada para a
bactéria L. monocytogens, seguida pela bactéria S. aureus que foi inibida com um CMI de 125 ug
mL1. Ja para bactéria E. coli, por este método de preparacgdo apresentou 0 mesmo CMI do OEC
puro. Analisando o Cl preparado por CO-P, um CMI de 125 pg mLfoi obtido para a bactéria S.

aureus. Ja para as bactérias L. monocytogens e E. coli apresentou a mesma CMI do OEC puro.
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A bactéria S. Cholerasuis nao foi inibida por nenhum Cls e nem pelo OEC puro. J& 0s
resultados microbioldgicos obtidos para a B-CD, ndo indicam a formacdo de halos de inibicéo.
Hanci et al. (2014) também ndo observaram inibicdo para as bactérias Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Enterococcus fecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 em seu estudo com a y-CD modificada (sugadamex) em nenhuma das
concentragdes testadas.

Comparando-se a CMI dos Cls com o OEC puro, observa-se que a complexacdo manteve
a atividade antibacteriana do composto, porém, a concentracdo minima necessaria para a inibicédo
diminuiu nos Cls. Destaque para o Cl preparado por MA que a inibicdo da bactéria L.
monocytogenes necessitou de uma menor concentragdo. Como demonstrado pelo resultado da
solubilidade, a complexacdo aumentou a solubilidade do OEC, apresentando o efeito inibitorio
sobre as bactérias testadas, utilizando uma menor concentracdo de 6leo.

Segundo Rakmai et al. (2018) os Cls produzidos com CDs podem aumentar a solubilidade
aquosa de moléculas apolares que sdo encapsuladas, melhorando assim a eficiéncia
antimicrobiana de OEs, sendo possivel utilizar concentragdes mais baixas, devido a uma melhor
acessibilidade dos compostos ativos as células. A atividade antibacteriana é melhorada porque
provavelmente a B-CD melhora o acesso do OE nas regibes onde vai atuar, facilitando a
passagem pela membrana plasmatica e sua entrada no citoplasma da célula, ocasionando danos
irreversiveis e levando a morte da bactéria (SANTOS et al., 2015).

As bactérias gram-positivas apresentaram maior sensibilidade do que as bactérias gram-
negativas frente ao OEC puro. A maior sensibilidade das bactérias gram-positivas € uma
caracteristica relatada na maioria dos trabalhos realizados com OEs, e se explica pelas diferencas
existentes na parede celular destes dois grupos de bactérias (CAMARGO et al., 2017).

Nas bactérias gram-positivas 90 a 95% da parede celular é composta por
peptideoglicanos, facilitando a penetracdo de componentes hidrofobicos. J& as bactérias gram-
negativas possuem uma dupla camada externa hidrofilica, que ajuda a prevenir a penetracéo de
componentes hidrofobicos, tornando essas bactérias mais resistentes a OEs e a outros extratos
naturais (ANTUNES et al., 2017).

A atividade antimicrobiana do 6leo da folha de goiaba complexado com HPB-CD frente
as bacterias S. aureus e E. coli foi avaliada por Rakmai et al. (2018). O composto 1,8 cineol

correspondeu a 34% desse 6leo. Comparando o CI com o 6leo da folha puro, foi observada uma



408
409
410
411

412
413

414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424

425
426

427
428
429
430
431
432

433
434
435
436
437
438
439
440
441
442

63

reducdo na CMI para as bactérias S. aureus de 500 pug mL™ para o 6leo puro para 125 pg L™ do
Cl e E. coli de 500 pug mL* para 6leo puro para 125 pg mL* do CI. Resultados semelhantes aos
encontrados neste trabalho para a bactéria S. aureus, no qual foi possivel observar uma reducéo
na CMI.

4. CONCLUSAO

A caracterizacdo quimica do OEC obteve como composto majoritario o 1,8-cineol
(67,70%). Os resultados deste estudo demonstram que 0 OEC pode ser complexado com B-CD
para formar Cls, Os resultados obtidos por UV-vis, IV e DSC, demonstram que o Cl OEC/B-CD
possui diferentes caracteristicas fisico-quimicas do OEC livre. A solubilidade aquosas do OEC
foi significativamente aumentada (aproximadamente 8 vezes) apés a inclusdo na cavidade da f-
CD. A complexagdo também melhora a atividade antibacteriana do OEC contra S. aureus e L.
monocytogens, revelando que a complexagdo com a B-CD pode diminuir a concentragdo minima

inibitdria necessaria para a inibicdo do crescimento microbiano.
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Resumo: O objetivo deste estudo foi investigar a toxicidade do dleo essencial de Callistemon
viminalis (OEC) e dos complexos de inclusdo (CIl) entre B-ciclodextrina (B-CD) e OEC
preparados pelos métodos malaxagem (MA) e co-precipitagdo (CO-P) e a mistura fisica como
controle (MF), bem como analisar as propriedades fisicas do CI obtido. A complexacéo foi
confirmada pela anélise termogravimétrica (TGA), que indicou que a degradacdo térmica do
Cl B-CD/OEC entre 270-430 °C. As mudancas estruturais e morfolégicas observadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e difracdo de raio-X (DRX) também confirmaram
a formacgéo do CI, no qual observou uma redugdo no grau de cristalinidade. O teste de
liberacdo controlada mostra que em dois dias OEC puro e MF ja tinham liberado 86% e 83%,
respectivamente. A taxa de liberacdo do OEC presente nos Cls preparados por MA e CO-P foi
de 65% e 78% respectivamente, apds 8 dias de dialise. Os resultados obtidos sugeriram que a
formacdo do CI foi eficiente em retardar a liberagdo do OEC. A toxicidade do OEC foi
reduzida apds a complexacéo, visto que nos Cls a porcentagem de germinacdo (%GR) para a
MA foi 91,3% e para CO-P 75,33%, aumentando também os parametros de indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e crescimento radicular(CR) quando comparado com OEC.
Os Cls inibiram a agéo das fosfolipases A e proteases da pegonha de Bothrops atrox. Pode-se
sugerir que a formacdo do Cl é uma alternativa para utilizacdo de compostos instaveis,
reduzindo sua toxicidade, ampliando suas formas de utilizacdo, de maneira segura para o0

homem e ao meio ambiente, mantendo suas propriedades bioldgicas.

Palavras-chave: Complexos de incluséo; Toxicidade; Monoterpenos
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1. INTRODUCAO

Callistemon viminalis, popularmente conhecida como escova de garrafa, € uma planta
ornamental pertencente a familia Myrtaceae (SALES et al., 2017). E uma arvore de tamanho
médio com folhagem persistente, encontrada em todo o mundo, sendo distribuida principalmente
em regides tropicais. O 6leo essencial (OE) de algumas espécies de Callistemon, especialmente o
de C. viminalis (OEC), sdo ricos em componentes quimicos com propriedades inseticidas,
fungicidas, antimicrobianas e alelopaticas (OLIVEIRA et al., 2014). O 1,8-cineol, também
chamado de eucaliptol, é o principal componente encontrado no OEC (OYEDEJI et al., 2009). E
amplamente utilizado como agente aromatizante de varios alimentos processados, em produtos
lacteos e bebidas ndo alcodlicas, além de sua utilizacdo no tratamento de doencas respiratérias,
dor muscular, reumatismo e calculos renais (CALDAS et al., 2016).

A utilizagdo de OEs como medicamentos ou em alimentos vem crescendo muito nos
ultimos anos, porém sua utilizacdo em doses e concentracdes elevadas pode apresentar-se
altamente prejudicial a saide do homem. Os componentes presentes nos OEs podem ser toxicos,
citotoxicos e até mutagénicos, provocando reacdes inesperadas durante ou apds seu uso em
alguns casos (BORS et al., 2012). Desse modo € de extrema importancia realizar estudos
referentes a toxicidade de produtos naturais, a fim de obter uma margem razoavel para uso com
seguranca (BENIGNI, 2005).

Ensaios com plantas superiores como a Lactuca sativa L. sdo utilizadas para avaliar a
toxicidade de diversos compostos, associando a efeitos que uma determinada substancia pode
causar na germinacéo, desenvolvimento inicial e ciclo celular. As vantagens de usar modelos de
plantas em ambientes de estudos de toxicidade sdo seu baixo custo, facil manuseio e
sensibilidade, bem como sua semelhan¢ca com modelos animais, incluindo células humanas
(VENCESLAU et al., 2017).

As peconhas de serpentes também tém sido amplamente utilizadas como ferramentas
laboratoriais para estudos fisiologicos, avaliando a toxicidade de diversos compostos de origem
vegetal. As peconhas sdo constituidas principalmente por proteinas (fosfolipases A2 e proteases),
que tém varias atividades bioldgicas, tais como enzimaticas, miotdxicas, cardiotdxicas e
citotoxicas. Fosfolipases A2 (PLA?) e proteases, presentes em pecgonhas de serpentes do género

Bothrops, podem agir diretamente sobre os eritrocitos, miocitos, fatores da cascata da coagulagédo
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sanguinea, ceélulas epiteliais e endotélio vascular, causando desorganizacdo fisioldgica e
resultando em coagulacdo ou hemolise intravascular (REZENDE et al., 2017).

Os OEs geralmente tem baixa solubilidade aquosa e sdo suscetiveis a degradacao
promovida pelo calor, metais, oxigénio, luz e radicais livres. A complexacdo em ciclodextrinas
(CDs) é uma alternativa para tentar proteger o OE desses fatores externos e também melhorar a
sua solubilidade, estabilidade aquosa, diminuir a concentragéo a ser utilizada e favorecer uma
liberacdo mais lenta da molécula complexada (KFOURY et al., 2016; CARVALHO et al., 2018).

As CDs sdo polimeros ciclicos de glicose que vém sendo utilizadas como agentes
complexantes porque sdo capazes de formar complexos de inclusdo (Cl) com uma grande
variedade de moléculas a fim de modificar suas propriedades fisico-quimicas. Possuem um
formato de cone truncado, com exterior hidrofilico e cavidade hidrofobica. As CDs naturais
amplamente utilizadas sdo a a, B e y-CD consistindo em 6, 7 e 8 unidades de glicose,
respectivamente (TORRES et al., 2018).

Assim, o objetivo deste estudo foi preparar o Cl incorporando OEC na 3-CD, caracterizar
a formacéo do Cl B-CD/OEC por termogravimetria (TG), microscopia eletronica de varredura
(MEV) e difracéo de raios-X (DRX), bem como avaliar o perfil de liberagdo do OEC complexado
e investigar a toxicidade do OEC livre e complexado através de ensaios in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Solugdes e reagentes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura obtida por Sistema Milli-Q
(Millipore®, Bedford, MA, EUA). A ciclodextrina utilizada foi a B-ciclodextrina (B-CD) da
marca Sigma Aldrich (97%) e o etanol (grau HPLC 99,8%) da marca Merck.

2.2 Obtencédo do 6leo essencial de C. Viminalis

As folhas da planta C. viminalis (Myrtaceae) foram coletadas no campus da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) localizado em Lavras, MG, Brasil. A espécie foi identificada no

Departamento de Biologia da UFLA, com exsicata de numero 26.624. O o6leo essencial de C.
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viminalis (OEC) foi extraido pela técnica de hidrodestilacdo usando um aparelho Clevenger
modificado, adaptado a um baldo de fundo redondo de 6 litros (ANVISA, 2010). A
caracterizacdo do OEC foi realizada em cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de
massa (GC/MS-Shimadzu, modelo GCMS-QP 2010), seguindo a metodologia descrita por Sales
etal., (2017).

2.3 Preparo dos complexos de inclusdo

Os complexos de inclusdo (Cls) foram preparados a partir de duas metodologias:
malaxagem e co-precipitagdo. A mistura fisica (MF) entre o OEC e a B-CD foi utilizada como
controle. A preparagdo foi realizada com 500 mg da B-CD e 500 pL do OEC (1:1), sendo
misturados por 10 minutos em um gral. A mistura formada foi armazenada em microtubo até sua

utilizacdo.

2.3.1 Malaxagem

O CI foi preparado por malaxagem (MA) segundo a metodologia descrita por Menezes et
al. (2012) com modificacbes. 100 uL do OEC foi inicialmente misturado em um gral com 1000
mg de B-CD. Em seguida, 5mL de uma solucéo agua:etanol (3:1) foram adicionados e a mistura
foi homogeneizada manualmente com um pistilo por 20 minutos até formar uma pasta
homogénea. A pasta obtida foi deixada secando em dessecador a 25 °C por 24h. Posteriormente o

po obtido foi armazenado em microtubo até sua utilizacéo.

2.3.2 Co-precipitacao

O CI foi preparado pelo método de co-precipitagdo (CO-P) de acordo com Bhandari,
D’arcy e Bich (1998), com modificagdes. 15 g de B-CD foram dissolvidos em 150 mL de solucao
agua:etanol (2:1). Essa mistura foi mantida sob aquecimento a 55 °C. 600 pL do OEC foram
dissolvidos em 60 mL de solugéo etanol:agua (1:1). Aos poucos a solu¢do de OEC foi adicionada
a solucao de B-CD. A proporg¢ao utilizada entre a solugdo contendo OEC e a solugdo contendo f3-

CD foi de (0,5:50). A mistura foi agitada por 4 horas em temperatura ambiente (25 °C) a 150
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rpm. A solucéo final foi refrigerada a 4 °C por 24 horas. Apds esse periodo, o Cl formado foi
recuperado por filtracdo a vacuo e seco na estufa a 50 °C por um periodo de 24 horas. O pé
resultante foi colocado em placas de Petri e deixado em repouso a temperatura ambiente (25 °C)
por mais 24 horas. Apos esse periodo o Cl formado foi armazenado em um dessecador até a sua

utilizacéo.

2.4 Caracterizacao dos complexos de inclusao

A anélise termogravimétrica (TG) foram obtidas por meio de termobalanca utilizando-se
um aparelho Shimadzu Modelo 60 AH. Utilizou-se uma massa de 5,5 mg de amostra, sob
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL.min, com faixa de temperatura de 40 a 700 °C e
taxa de aquecimento de 10 °C min™.

Os difratogramas de raios-X (DRX) foram registrados no difratbmetro Shimadzu XRD-
6000 utilizando-se uma radiacdo fixa de 0,154 nm, empregando-se filtro de niquel, com angulos
de difragdo variando de 5 0 a 30 0 a uma velocidade de varredura de 26 min™.

As micrografias foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura (MEV) LEO EVO
40XVP. As amostras foram montadas em suportes de aluminio usando fita dupla-face e cobertas
com ouro coloidal sob atmosfera de arg6nio sob vacuo por 180 s no evaporador BALZERS SCD
050.

2.5 Ensaios de liberagdo do dleo essencial de C. viminalis in vitro

Os ensaios de liberacdo do 0leo essencial de C. viminalis (OEC) foram realizados de
acordo com a metodologia adaptada descrita por Carvalho et al. (2018). O experimento foi
realizado em triplicata, utilizando um compartimento de dialise com area transversal de 1,54 cm?.
Utilizou-se uma membrana de poro de exclusédo de 1.000 Da (Sigma-Aldrich) para separacao
entre a amostra e 0 meio aquoso contendo 10% de etanol. Aliquotas de 2 mL das solucdes de Cls
e OEC livre na concentracdo de 6,6 x 10 mol L™ foram colocados no compartimento doador e
imersos no compartimento do aceptor. A liberacdo do OEC foi monitorada por leituras

espectrometria a 276 nm.
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2.6 Bioensaios usando o modelo de L. sativa L.

O protocolo descrito por Aragdo et al. (2015) foi seguido para as analises macroscopicas:
porcentagem de germinacdo (%GR), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e taxa de
crescimento radicular (CR). Foram testados o OEC, a MF e os Cls, todos na concentracdo de 5 x
102 g Lt Os controles negativo e positivo foram agua pura e OEC ndo complexado,
respectivamente. As sementes de L. sativa (variedade Manteiga) foram colocadas em papel de
filtro em placas de Petri (9 cm @) com 3 mL das solucBes de tratamento. Cada placa de Petri
continha 30 sementes, e havia 5 placas de Petri por tratamento. O numero de sementes
germinadas foi contada a cada 8 horas, num total de 48 horas de exposi¢do, sendo possivel

calcular o IVG de acordo com a eq.1.

IVG=(Ny-(Ny-1))x1/y (1)

Onde Ny representa 0 numero de sementes germinadas num  dado

periodo e y representa o nimero total de avaliagdes.

A %GR foi calculada conforme a eq.2 apds 48hs de exposi¢do. O comprimento da raiz
foi obtido com um paquimetro digital (LEE Tools, China) apds 120 h de exposicdo, obtendo-se 0
CR.
%GR = (SG /ST x 100) (2)

Onde, SG é o0 numero total de sementes germinadas e ST o0 numero total

de sementes por tratamento.

2.7 Atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi avaliada, como descrito por Gutiérrez et al. (1988). Um gel
foi preparado (0,01 mol L? CaCly; gema de ovo diluido 1:3 v v' em PBS; azida sodica a
0,005%, com agarose a 1%, pH 7,2). Apos solidificacdo do gel, foram feitos orificios de

aproximadamente 0,5 cm de diametro. A concentracao final das solu¢es do OEC, MF e dos Cls
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foi de 5 uL mL™ num volume final de 30 pL. Foi avaliada a inibicdo da atividade fosfolipasica
induzida pela peconha de serpente de Bothrops atrox na concentragdo de 10 pug mL™:. Os
tratamentos foram incubados em banho maria a 37 °C por 30 minutos. Para a atividade
fosfolipasica as proporcdes testadas entre peconha/OEC ou Cls foram de 1:0,1; 1:0,5; 1:1; 1:2,5;
1:5 e 1:10 (m:m). Os ensaios foram realizados em triplicata. Os géis contendo as amostras foram
mantidos em camara de cultura celular a 37°C por 24 horas, e a formacdo de um halo translicido
em torno do orificio no gel caracterizando a atividade fosfolipasica, foi quantificado medindo-se
o diametro do halo (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982; RANGEL et al., 1997).

2.8 Analise estatistica

Os parametros avaliados no ensaio com a L. sativa (%GR, IVG e CR) e na atividade
fosfolipasica, foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas
com o controle positivo pelo teste de Tukey (p <0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Termogravimetria

A termogravimetria (TG) é uma maneira eficaz de estudar mudancas nas propriedades
fisicas e quimicas de materiais (ABARCA et al., 2016). As curvas de TG e DTG de todas as
amostras sdo apresentadas na Figura 1 e seus respectivos percentuais de perda de massa (Am) na
Tabela 1. Para a curva do OEC foi possivel observar apenas um Unico evento térmico entre 40 e
180 °C, com um Am = 98,4%. Esse ponto é caracterizado como o de volatilizacdo do OEC. Esse
resultado esta de acordo com a temperatura de ebulicdo do composto majoritario (1,8-cineol), que
se volatiza em até 175 °C (BADU; SINGH, 2009).
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Figura 1 — Curvas da andlise termogravimétrica do 6leo essencial de C. viminalis (OEC), B-ciclodextrina
B-CD, mistura fisica (MF), malaxagem (MA) e co-precipitacdo (CO-P). (a) curva de
termogravimetria (TG) e (b) curva da derivada da termogravimetria (DTG).

Perda de massa (%)
Perda de massa (%)

Tabela 1- Porcentagem de perda de massa do 6leo essencial de C. viminalis (OEC), B-ciclodextrina 3-CD,
mistura fisica (MF), malaxagem (MA) e co-precipitagdo (CO-P) nas faixas de temperaturas de
30a120°C; 40a180°C e 270 a 430 °C.

Amostras Perda de massa %
Faixa de Temperatura
30°C-120°C 40°C-180°C 270°C-430°C
OEC - 98,4 -
CO-P 11,1 - 65,4
MA 13,2 - 73,3
B-CD 11,0 - 59,0
MF 26,0 - 57,0

As curvas de TG da B-CD, MF e dos Cls apresentaram dois eventos térmicos: O primeiro
evento na faixa de temperatura de 30-120 °C corresponde a liberacdo de moléculas de dgua e de
alguns componentes do OEC. O segundo evento térmico foi observado na faixa de temperatura
de 270-430 °C, onde a B-CD e os Cls comegam a se decompor. Os resultados obtidos neste
estudo estdo de acordo com Mura (2015), que relata que as curvas de TG das CDs, sdo
caracterizadas por duas perdas de massa. A primeira perda de massa ocorre em temperaturas
proximas de 100 °C, sendo devidas a desidratagdo da CD. Enquanto a segunda perda de massa
ocorre em temperaturas superiores a 300 °C, sendo atribuida a decomposi¢do dos macrociclos.
Diante de tais resultados, pode-se afirmar que houve formagéo do Cl entre OEC/B-CD, uma vez
que a complexacao é responsavel em aumentar a estabilidade térmica do composto, visto que sua
volatilizacdo quando complexado ocorreu em temperaturas mais elevadas.

Na MF uma Am = 26,0% é observada na faixa de temperatura entre 30 e 120 °C,

relacionada a liberagdo das moléculas de agua da B-CD e a volatilizacdo do OEC. A maior perda
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de massa na MF em comparagdo com as amostras obtidas por CO-P e MA indica que parte do
OEC foi volatilizado, caracterizando a auséncia da complexacdo com a B-CD. Resultados
semelhantes foram observados por Guimaraes et al. (2015), Menezes et al. (2016) e Andrade et
al. (2017) que também obtiveram uma maior perda de massa para a mistura fisica na primeira

faixa de temperatura (30-170 °C) quando comparado com a B-CD e Cls.

3.2 Difracgao de raios-X

A difracdo de raios-X (DRX) é um método Util para a deteccdo da complexacdo de CD
em estado pé ou microcristalino. A aparéncia de novos picos e desaparecimento de picos
caracteristicos sdo evidéncias da formacdo dos Cls (ABARCA et al., 2016). Os difratogramas
para B-CD e dos Cls sdo apresentados na Figura 2. Na Figura 2a temos o difratograma da 3-CD,
que apresentou picos de difragdo tipicos de um soélido cristalino com angulos de 26 em 9,3°, 12,7°
e 22,8°, intensos e agudos. Além disso, este padrdo esta de acordo com a estrutura de organizagédo

molecular de B-CD's proposta por Kayaci et al. (2014).

Figura 2 - Difratograma de raio-x. (a) p-ciclodextrina (-CD); (b) mistura fisica (MF); (c) co-
precipitacdo (CO-P); (d) malaxagem (MA).

ANN-/’M\\/A"' W ANAA AL o

A
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Intensidade

22,8°

20

O difratograma da MF e do CI preparado por CO-P (Figura 2b e 2c), apresentam um
padrdo cristalografico similar. O pico em 12,7° da B-CD também esta presente nessas amostras e
na regido entre 14,0° a 27,3° observa-se a reducdo na intensidade dos picos e uma maior
cristalinidade é observada, sugerindo que o OEC esta livre no meio, havendo pouca ou nenhuma



233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252

253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266

77

interagdo com a -CD. Segundo Shrestha, Ho e Bhandari, (2017) nos Cls preparados com etanol,
como € o caso do ClI preparado por CO-P, as moléculas de etanol interagem com as moléculas de
CD aumentando sua mobilidade e desencadeando a cristalizacéo.

No CI preparado por MA (Figura 2d), uma reducdo significativa no grau de cristalinidade
é observado. Visto que os picos do difratograma sdo mais alargados, e isso significa que o nivel
de cristalizacdo é muito baixo (SHRESTHA, HO E BHANDARI, 2017). Apenas dois picos de
maior intensidade foram identificados em 11,5° e 17,7°. A diminui¢cdo no grau de cristalinidade
de uma amostra observada pela técnica DRX, sugere que ocorreu uma mudanca estrutural do
composto, passando de estrutura cristalina para uma estrutura amorfa. Essa mudanca sugere a
formagdo do ClI e foi confirmada pela técnica MEV, onde essas mudancas superficiais foram

observadas.

3.3 Microscopia eletronica de varredura

As caracteristicas morfologicas obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
sdo apresentadas na Figura 3 em trés aumentos diferentes (252X, 688X e 1780X). Na (Figura 3a)
sdo apresentadas as micrografias da B-CD, suas particulas no estado solido se apresentam na
forma de cristais retangulares com tamanho na ordem de grandeza de 100 um, o que esta de
acordo com outras abordagens descritas na literatura (ZHANG et al., 2015; ANDRADE et al.,
2017).
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Figura 3 - Micrografias de varredura (A) B-ciclodextrina (B-CD); (B) mistura fisica (MF); (C) co-
precipitacdo (CO-P); (D) malaxagem (MA). Todas as amostras foram apresentadas em trés
dlferentes amplla(_;oes segumdo a ordem de (1) 252X, (1) 688X (III) 1780X.

,,,,,

As micrografias da MF (Figura 3b) se apresentam semelhantes as da 3-CD pura, com a
formagdo de aglomerados com os cristais da f-CD de formato irregular, indicando a baixa
capacidade de complexagdo deste método. Na Figura 3c temos a morfologia do CI preparado por
CO-P, onde ndo foi observada a reducdo na cristalinidade. As particulas se apresentaram de
forma regular e bem definida, confirmando os resultados encontrados pela analise de raios-x,

onde foi observada a cristalinidade da amostra.
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Ao se referir as micrografias da MA (Figura 3d), observa-se uma mudanga drastica no
formato e aspecto das particulas. Ocorreu uma intensa reducdo da cristalinidade, com a formacao
de agregados amorfos, caracteristico da modificacdo quimica superficial de dimensGes menores
aquelas encontradas nos cristais da B-CD. Essas mudancgas na morfologia dos cristais sdo uma
forte evidéncia da formacéo do CI e juntamente com os resultados de raios-x pode-se confirmar a
complexacdo pelo método MA. Trabalhos anteriores com diferentes OEs também relataram essas
mudancas ocorridas apds a complexacdo (WANG et al., 2011; MENEZES et al., 2014,
GUIMARAES et al., 2015).

3.4 Liberacéo controlada

A curva de liberagdo do OEC no sistema de diélise (Figura 4) mostra o efeito da
complexacdo na taxa de liberacdo da molécula hospede, sendo que neste sistema apenas a
molécula hospede tem a capacidade de atravessar os poros da membrana (CARVALHO et al.,
2018). O perfil das curvas é caracterizado por uma fase inicial de liberacdo rapida seguida por
uma liberacgdo retardada. As curvas do OEC e da MF indicam estabilizacdo apos 2 dias de didlise,
sendo que apds esse periodo 86% e 83% do OEC ja havia sido liberado, respectivamente. A taxa
de liberacdo do OEC presente nos Cls preparados por MA e CO-P foi de 65% e 78%
respectivamente, ap6s 8 dias de dialise. Tais resultados sugerem que a formacdo do CI entre
OEC/B-CD foi eficiente em retardar a liberacdo do OEC, sendo mais eficaz no método de

preparagédo por MA.

Figura 4 - Porcentagem de liberacéo (a) 6leo essencial de C. viminalis (OEC); (b) mistura fisica
(MF); (c) co-precipitagdo (CO-P) e (d) malaxagem (MA), em funcédo do tempo.
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A formagdo do Cl pode efetivamente modificar o comportamento de liberacdo da
molécula héspede. O impedimento estérico da superficie da 3-CD fornece a prote¢do contra a

evaporacdo da molécula héspede apds sua inclusdo na cavidade da B-CD (WANG et al., 2011).
3.5 Bioensaios com o modelo Lactuca sativa L.
A Tabela 2 mostra os resultados dos parametros de porcentagem de germinacdo (%GR),
indice de velocidade de germinacdo (IVG) e taxa de crescimento radicular (CR) de sementes de

Lactuca sativa L.

Tabela 2- Variacéo do indice de velocidade de germinacdo (IVG), porcentagem de germinacao (%GR) e
taxa de crescimento radicular (CR) de sementes de L. sativa em funcdo de diferentes tratamentos.

Tratamentos Variaveis Analisadas
%GR IVG CR
CO-P 7533b  596b 0,21a
MA 91,3¢ 10,04 a 0,23 a
MF 2,66 a 0,14c 0,10b
OEC 0,00 a 0,00c 0,00b
H.O 92,00 c 941a 0,22a

Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Os resultados da %GR e IVG dos Cls foram significativos quando comparados com OEC
e MF. Houve reducéo da toxicidade do OEC ap6s a complexacdo, visto que nos Cls as sementes
de L. sativa germinaram, ao contrario do controle positivo (OEC) em que ndo foi observada
germinacdo. O CI preparado por MA apresentou uma %GR de 91,3% e IVG de 10,04, em que
este tratamento ndo diferiu estatisticamente do controle negativo (agua destilada) (Figura 5). Esse
resultado confirma os dados obtidos no teste de liberagcdo controlada, no qual foi possivel
confirmar que o CI preparado por MA retardou a liberacdo do OEC, podendo ser considerado o
tratamento com menor toxicidade. O CI preparado por CO-P também obteve resultados
significativos quando comparado com o controle positivo, apresentando uma %GR de 75,33% e
um IVG de 5,96.
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Figura 5 - Porcentagem de germinacdo das sementes de L. sativa nos tratamentos malaxagem (MA), co-
precipitacdo (CO-P) e 4gua destilada, avaliados a cada 8 horas por um periodo de 48 h.
Obs: os tratamentos OEC e MF ndo sdo representados neste grafico porque ndo apresentaram %GR.
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O CR das sementes de alface foi diretamente afetado pelo OEC e pela MF, ao contrario
dos Cls que apresentaram CR estatisticamente igual a &gua. O pardmetro CR é mais eficaz em
indicar a toxicidade do composto testado, uma vez que é diretamente afetado pela germinacédo
tardia, o que se reflete em um valor mais baixo de IVG (VENCESLAU et al., 2017).

Oliveira et al. (2014), estudou a toxicidade das flores do OEC, sobre as sementes de L.
sativa, observaram que este OE apresenta aumento da toxicidade com o aumento da
concentracdo. Esses mesmos autores relataram que a toxicidade do OEC deve-se a presenca dos
componentes majoritarios, 1,8-cineol (66,93%), a-pineno (16,0%) e a-terpineol (10,04%) ou ao
sinergismo quimico entre todos 0s compostos presentes. Neste estudo 0s componentes
majoritarios identificados através da cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa
(CG-MS), foram o 1,8-cineol (67,7%), a-pineno (15,01%) e a-terpineol (7,72%), resultados esses
semelhantes ao encontrado por Oliveira et al. (2014), corroborando com os resultados obtidos
para o OEC neste trabalho.

Bali et al. (2017) estudaram a fitotoxicidade do extrato das folhas de C. viminalis na
germinacdo e crescimento inicial de arroz (Oryza sativa L.). O estudo concluiu que o extrato de
C. viminalis retardou a germinacdo e crescimento de ervas daninhas associadas ao arroz sob
condi¢cdes de laboratorio e de estufa. Venceslau et al. (2017) avaliaram as mudancas da
toxicidade da atrazina quando esta foi complexada com CDs ancoradas com silica. Utilizou como

modelo vegetal as sementes L. sativa e observou que a atrazina livre induz efeitos genotoxicos
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nas raizes. O Cl entre a atrazina e y-CD/silica reduziu consideravelmente os efeitos genotoxicos
da atrazina, tornando uma opc¢do viavel para reduzir toxicidade deste herbicida em plantas ndo

alvo.

3.6 Atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica (%) induzida pela peconha de serpente da espécie Bothrops
atrox previamente incubada com OEC esta apresentada na Figura 6.

O OEC previamente incubado com peconha (OEC+P) potencializou significativamente a
acdo das fosfolipases A> presentes na pegonha entre 4% e 13%, nas maiores proporgoes (1:2,5;
1:5 e 1:10 peconha/OEC m:m) quando comparado ao controle positivo (peconha). A atividade
fosfolipasica induzida pela pegonha de B. atrox néo foi inibida pelo OEC preparado por MF em
nenhuma proporcdo analisada. Rezende et al. (2017), relataram que os fosfolipidios que
constituem as membranas podem ser degradados por compostos naturais, e eles podem interagir
com diferentes compostos, resultando na desestabilizacdo das membranas e alteracdo no fluxo de

liquidos e ions através das membranas.

Figura 6 - Avaliacgdo da atividade enzimética de fosfolipase A presentes na peconha de Bothrops atrox,
para mistura fisica (MF), malaxagem (MA), co-precipitagdo (CO-P) e 6leo essencial C.
viminalis + peconha (OEC+P). *difere estatisticamente do respectivo controle positivo pelo
teste Tukey (p<0,05).
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O CI preparado por MA nas menores proporgdes (1:0,1; 1:0,5; 1:1 e 1:2,5 pegconha/MA
m:m) apresentou inibicdo significativa de 12,5% e na maior propor¢do (1:10 m:m) exerceu
inibicdo de 23% da atividade fosfolipasica induzida pela peconha de B. atrox. O CI preparado por
CO-P apresentou inibicéo significativa de 6,2% nas proporcdes (1:0,1; 1:0,5; 1:1 e 1:25 m:m) e
de 9,4% nas proporcdes de (1:5 e 1:10 m:m).

A acdo de fosfolipases A, presentes nas pegonhas resultam em quebra de componentes
das membranas celulares causando a lise de hemécias. Em adi¢do, a quebra de fosfolipideos de
membranas resulta na geracdo do &cido araquid6nico que é precursor de eicosanoides, atuantes
principalmente na resposta inflamatoria e no processo de coagulagdo sanguinea. Assim a inibicéo
de fosfolipases A> por compostos naturais destaca o potencial de uso destes como anti-
inflamatdrios e anticoagulantes, sendo de grande importancia no contexto médico-cientifico.
(NIRMAL; PRABA; VELMURUGAN, 2008).

Nos Cls foram observados inibicdo da atividade fosfolipasica. Isso por ter ocorrido
porque a B-CD aprisionou 0 OEC em sua cavidade, deixando-o parcialmente indisponivel para

interagir com a pegonha, reduzindo a toxicidade dos Cls estudados.

4. CONCLUSAO

A formacéo do ClI entre 0 OEC/B-CD foi confirmada através das técnicas de TG, DRX e
MEV. Foi possivel observar que o OEC apresenta toxicidade frente a sementes de alface,
afetando sua %GR, IVG, CR e potencializa a atividade fosfolipasica quando induzidas por
peconhas. Com a complexacdo, em todos os testes realizados, foi possivel observar que a
toxicidade do OEC foi reduzida. Porém mais estudos relacionados com relagcdo a toxicidade
devem ser realizados. O comportamento de liberacdo do OEC foi efetivamente modificado,
sendo retardado de forma mais expressiva no Cl preparado por MA.

A formacéo do CI pode ser considerada uma alternativa para contornar os problemas de
volatilidade e solubilidade que os OEs apresentam, além de reduzir sua toxicidade e serem
utilizados em menores concentracdes. Desta forma, pode-se obter um modo mais seguro para sua

utilizacdo na area farmacéutica, alimenticia ou até mesmo na agricultura.
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Resumo: O 6leo essencial de Callistemon viminalis (OEC) é rico em componentes quimicos com
diversas propriedades biol6gicas, porém sdo muito sensiveis e facilmente degradados. Uma
alternativa para contornar esses problemas é formacdo de complexos de incluséo (CI) com
ciclodextrinas (CDs). Estudos tedricos sdo realizados para entender o0 mecanismo de associagéo,
0 posicionamento 3D e as interacdes que ocorrem entre a molécula hospede e a molécula
hospedeira (CDs). O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo tedrico com o0s trés
componentes majoritarios presente no OEC (1,8-cineol, a-pineno e a-terpineol), complexados
com a B-CD, a fim de observar teoricamente a formacdo do CI, estimar as energias de
complexacdo e suas estruturas. Busca-se ainda avaliar a atividade antifungica do OEC. O
componente majoritario terpineol na posicdo ‘up’ a-aa (axial-anti, anti), obteve-se o Cl mais
estavel (AE = -69,42 kJ mol™), representando 65,5% da populagdo. O pineno nas posigdes ‘up’ e
‘down’ obteve estabilidade energética semelhante, porém a posi¢do ‘down’ equivale a 82,4% da
populacdo. Com o cineol é formado o Cl menos estavel quando comparado com o terpineol e
pineno, pois apresenta a maior restricdo de movimento no interior da -CD, com um AE de -
42,25 kJ mol?, representando 70,2% da populagdo na posi¢do ‘up’. A concentragcdo minima
inibitéria (CMI) para os Cls foi reduzido quando comparado com o OEC puro. O fungo A. flavus
de 125 pg mL*? reduziu para 62,5 ug mL1 para o Cl preparado por MA e para o fungo A.
ochraceus de 62,5 pg mL™* reduziu para 15,62 pg mL™1 para o Cl preparado para a MA e CO-P.
Todos os Cls avaliados sdo energeticamente favoraveis e fornecem um bom potencial para o uso

como fungicidas.

Palavras-chave: Monoterpeno; Dinamica molecular; Ciclodextrina.
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1. INTRODUCAO

Muitos compostos naturais presentes em plantas, ervas e especiarias tém mostrado
atividade bioldgica e servem como uma fonte de agentes antimicrobianos e antifingicos contra
varios patogenos (MUNHUWEYI et al., 2018). Entre esses compostos, os 6leos essenciais (OES)
recebem destaque, sendo definidos como metabdlitos secundérios constituidos de dezenas de
compostos quimicos pertencentes as classes dos fenilpropanoides e dos terpenoides,
apresentando dois ou trés constituintes majoritarios (MIRANDA et al., 2015).

Callistemon viminalis, popularmente conhecida como escova de garrafa, € uma planta
ornamental pertencente & familia Myrtaceae (SALES et al., 2017). E uma arvore de tamanho
médio com folhagem persistente e encontrada em todo o mundo, sendo distribuida
principalmente em regides tropicais. Diversos autores relatam que o Oleo essencial de C.
viminalis (OEC), é rico em diversos componentes quimicos, sendo que os mais encontrados e
considerados como componentes majoritarios sdo o 1,8 cineol (50-80%), a-pineno (10-20%), a-
terpineol (2-15%) e limoneno (2-10%) (OLIVEIRA et al., 2014, BADAWY, ABDELGALEIL,
2014; FALL et al.,, 2017; SALES et al.,, 2017). Esses componentes possuem propriedades
inseticidas, fungicidas, antimicrobianas, antiflngicas e alelopaticas (CALDAS et al., 2016).

A principal desvantagem da utilizacdo de produtos a base de OEs € a sua rapida
degradacdo frente a luz solar, agentes oxidantes e umidade. Para superar esses problemas,
técnicas de preservacao dos OEs tornaram-se um dos tépicos de pesquisa mais atraentes dentro
da indastria (LAWTRAKUL; INTHAJAK; TOOCHINDA, 2014). A complexagdo com
ciclodextrinas (CDs) € uma técnica eficaz, porque consegue aprisionar em sua cavidade
substancias hidrofobicas formando complexos de inclusdo (CI). Isso leva a isolar as moléculas de
sua deterioracdo ambiente, aumentando sua solubilidade aquosa, reduzindo sua volatilidade e
mantendo suas propriedades bioldgicas (KOURFY et al., 2015).

A B-CD é um oligossacarideo ciclico amplamente utilizado como agente complexante
porque é capaz de formar CI com uma grande variedade de moléculas. E 0o composto mais
adequado para encapsulamento de OEs, devido ao tamanho da sua cavidade (0,6-0,8 nm)
comportar moléculas cuja massa molecular estd compreendida entre (80-250 g mol™?) além da
facilidade de producéo e baixo custo. Apresenta-se com um formato de cone truncado com uma
cavidade hidrofobica e uma superficie hidrofilica (SHRESTHA; HO; BHANDARI, 2017).
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As propriedades da molécula hospede como solubilidade e estabilidade aquosa podem ser
alteradas ap6s a complexacdo, mas depende muito da afinidade de ligagdo com a molécula
hospedeira (CD) (KOURFY et al., 2015). As CDs tem atraido muito interesse no meio cientifico
devido a sua vasta aplicabilidade industrial. Neste sentido, nas ultimas décadas a modelagem
molecular (MM) tem se tornado de grande valia como suporte a trabalhos experimentais. Estudos
de interacdo computacional entre compostos sdo de fundamental importancia para entender o
mecanismo de associac¢do, o posicionamento tridimensional e a energia de interacdo (HAPIOT;
TILLOY; MONFLIER, 2006).

Estudos tedricos incluindo a MM em fase gasosa e em meio aquoso, vem sendo
apresentados para a investigar como a molécula hospede se encaixa na cavidade das CDs, e tem
mostrado as diferentes orientaces que a molécula pode obter no processo de inclusdo
(BANERJEE et al., 2006). O modo como a molécula hospede se encaixa na cavidade da CD pode
ser atribuido a forcas dirigentes incluindo as forcas de van der Waals, efeitos hidrofébicos e
eletronicos, fatores estéricos e interacbes dipolo-dipolo que governam o processo de
complexacdo. Essas forcas tém sido estudadas teoricamente e tais resultados mostram que este
processo € geralmente acompanhado por mudancas conformacionais nos anéis glicosidicos das
CDs (HAPIOT; TILLOY; MONFLIER, 2006).

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo te6rico de MM com os trés
componentes majoritarios do OEC (1,8-cineol, a-pineno e a-terpineol), complexados com a -
CD, como o intuito de observar a ocorréncia da formacdo do CI, estimar as energias de
complexacdo e ilustrar a estrutura do CI mais favoravel, bem como avaliar a atividade antifungica
do OEC.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Minimizacéo de energia

Foram feitas a otimizacdo das estruturas dos 3 componentes majoritarios do OEC 1,8-
cineol, a-pineno e a-terpineol, em suas distintas possibilidades conformacionais. O cineol e o
pineno sdo moléculas rigidas, portanto ndo apresentam possibilidades de variacao

conformacional. No entanto, o terpineol pode apresentar-se nas formas axial (a) e equatorial (e), e
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cada forma pode ter mais 9 varia¢Oes de acordo com as possibilidades de giros gauche+, gauche-
e anti. As nomenclaturas utilizadas na ordem (1-2,3) foram em 1: a (axial) ou e (equatorial); e em
2 e 3: a (anti), p (gauche +), m (gauche -) para os angulos diedros formados por H-C-C(Me2)-O e
CH-C(Me2)-O-H.

Exemplo: (a-aa= axial-anti, anti e e-aa= equatorial-anti, anti).

Os calculos foram realizados com o programa Macromodel (Macromodel, 2014) existente
dentro do pacote Maestro. Os calculos de Mecénica e Dindmica Molecular foram realizados
utilizando o campo de forgas AMBER* (AMBER*, 2012). Os célculos de mecénica molecular
foram realizados em agua (exceto para as estruturas isoladas em que os calculos foram realizados
no vacuo), utilizando os parametros de constante dielétrica e de cargas atdbmicas fornecidas pelo
proprio campo de forcas. As minimizacBes energéticas foram feitas mediante o método de
otimizacdo de Polak-Ribiere Conjugated Gradient (PRCG), com critério de convergéncia de 0,05

kJ mol™.

2.2 Simulagéo do processo de inclusdo molecular

A simulagdo do processo de inclusdo molecular foi realizada com todas as estruturas
isoladas. A partir desse ponto todos os célculos foram determinados em &gua como meio de
solvatagdo. Com a simulacdo do processo de inclusdo pode-se encontrar 0s minimos de energia
locais para cada um dos conférmeros possiveis. Para as minimizagdes, foram feitas a orientacao
das moleculas nas posi¢oes ‘up e down’, como apresentado no esquema abaixo (Figura 1). A CD
foi mantida fixa por 3 &tomos (oxigénios glicosidicos) no plano xy que estao representados de cor
verde, e as moléculas hdspedes fixas por um Unico atomo no eixo z, podiam ter suas posi¢des

alternadas de -16 ate 16 angstrons passando pela cavidade da 3-CD.
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Figura 1 - Esquema representativo da orientagdo de uma molécula de CD no plano xy e a molécula
hospede no eixo z.

AU

? ~ guest up down

Fonte: Prépria autora.

ApOs a avaliacdo das possibilidades de complexacdo, de todas as estruturas em seus
distintos modos conformacionais e 2 posigdes, foram feitos os estudos para a realizacdo dos

calculos de dindmica molecular para os Cls de mais baixa energia.

2.3 Dinamica Molecular

Todas as simulacBes de dinamica molecular (DM) foram realizadas utilizando as
estruturas inicialmente obtidas pelos calculos de mecanica molecular. As simulagdes foram feitas
utilizando o algoritmo Verlet (dinamica molecular padréo) (Verlet, 1967), a uma temperatura de
298 K, com “passo de tempo” de 1,5 fs, tempo de equilibrio de 4000 ps e tempos de simulacédo de
15000 ps.

Para comparacgdo das energias antes e apos a complexacdo os célculos foram feitos para 0s
sistemas de posicdo de menor energia obtida por mecanica molecular e também pelo sistema
contendo um hdspede a uma distancia de 16 angstrons do centro da cavidade, onde

aparentemente os efeitos energéticos entre as duas estruturas sdo despreziveis.
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2.4 Atividade antifingica do 6leo essencial C. vimanalis e dos complexos de inclusédo

2.4.1 Obtencao e caracterizacao do 6leo essencial de C. viminalis

As folhas da planta C. viminalis (Myrtaceae) foram coletadas no campus da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) localizado em Lavras, MG, Brasil. A espécie foi identificada no
Departamento de Biologia da UFLA, com exsicata de numero 26.624. O 6leo essencial de C.
viminalis (OEC) foi extraido pela técnica de hidrodestilagdo usando um aparelho Clevenger
modificado, adaptado a um baldo de fundo redondo de 6 litros (ANVISA, 2010). A
caracterizacdo do OEC foi realizada em cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro de
massa (GC/MS-Shimadzu, modelo GCMS-QP 2010), seguindo a metodologia descrita por Sales
etal., (2017).

2.4.2 Preparo dos complexos de inclusao

Os complexos de inclusdo (Cls) foram preparados a partir de duas metodologias:
malaxagem e co-precipitagao. A mistura fisica (MF) entre o OEC ¢ a B-CD foi utilizada como
controle. A preparacdo foi realizada com 500 mg da B-CD e 500 pL do OEC (1:1), sendo
misturados por 10 minutos em um gral. A mistura formada foi armazenada em microtubo até sua
utilizacéo.

O CI foi preparado por malaxagem (MA) segundo a metodologia descrita por Menezes et
al. (2012) com modificagfes. 100 pL do OEC foi inicialmente misturado em um gral com 1000
mg de B-CD. Em seguida, 5mL de uma solucéo agua:etanol (3:1) foram adicionados e a mistura
foi homogeneizada manualmente com um pistilo por 20 minutos até formar uma pasta
homogénea. A pasta obtida foi deixada secando em dessecador a 25 °C por 24h. Posteriormente o
po obtido foi armazenado em microtubo até sua utilizagéo.

O CI foi preparado pelo método de co-precipitagdo (CO-P) de acordo com Bhandari,
D’arcy e Bich (1998), com modificagoes. 15 g de B-CD foram dissolvidos em 150 mL de solugéo
agua:etanol (2:1). Essa mistura foi mantida sob aquecimento a 55 °C. 600 pL do OEC foram
dissolvidos em 60 mL de solucgéo etanol:agua (1:1). Aos poucos a solucdo de OEC foi adicionada

a solucdo de B-CD. A proporcao utilizada entre a solu¢ao contendo OEC e a solug¢do contendo -
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CD foi de (0,5:50). A mistura foi agitada por 4 horas em temperatura ambiente (25 °C) a 150
rpm. A solucéo final foi refrigerada a 4 °C por 24 horas. Apds esse periodo, o Cl formado foi
recuperado por filtragdo a vacuo e seco na estufa a 50 °C por um periodo de 24 horas. O po
resultante foi colocado em placas de Petri e deixado em repouso a temperatura ambiente (25 °C)
por mais 24 horas. Apoés esse periodo o Cl formado foi armazenado em um dessecador até a sua

utilizacéo.

2.4.3 Atividade antifungica

A atividade antifungica do OEC, da MF e Cls foi realizada no Laboratério de
Micotoxinas e Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras. Foram utilizadas trés espécies de fungos filamentosos:
Aspergillus carbonarius (CCDCA 10507) Aspergillus flavus (CCDCA 10508) e Aspergillus
ochraceus (CCDCA 10506) da colecdo de cultura de microrganismos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

A analise do efeito inibitério sobre fungos filamentosos foi realizada utilizando o teste de
difusdo em disco aceito pelo Food and Drug Administration (FDA) e estabelecido pelo National
Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Foi utilizado um in6culo na concentragdo
de 10° esporos mL1, com contagem em Cémara de Newbauer. O indculo foi transferido para a
placa contendo meio de Agar Extract Malt (MEA), pela técnica de espalhamento em superficie.
Discos de papel filtro estéreis de 5 mm de didmetro foram embebidos com 10 puL do OEC, MF e
e dos Cls foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) nas concentragdes de 500; 250; 125; 62,5;
31,25, 15,62 e 7,81 uL mL*? foram colocados sobre o meio de cultura, como sugerido por
Andrade et al. (2015). Como controle negativo foi utilizado DMSO e como controle positivo o
fungicida sintético fluodioxonil (2uL mL™). As placas foram incubadas em BOD, a 25 °C, por
um periodo de 72 horas, o teste foi realizado em triplicata. O halo de inibi¢&o foi medido a partir
da circunferéncia do disco de papel até a borda com crescimento de microorganismos (Barry,
Thornsberry, 1991).

As medidas ortogonais foram obtidas, cada um correspondendo a média de duas medidas

diametralmente opostas. A concentracdo minima inibitoria (CMI) foi definida como a menor
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concentracdo necessaria para a inibicdo do crescimento do fungo. A porcentagem de inibicdo
(%) foi calculada utilizando a equagéo:

(%I) = (dc—dt) dc x 100,

onde dc é o diametro do crescimento micelial do controle (fluodioxonil) e dt é o diametro do

crescimento micelial do tratamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Minimizacéo de energia

As (Figuras 2 e 3) mostram as estruturas isoladas otimizadas associadas aos valores de
energia associado a cada molécula. Como apresentado na Figura 2, as moléculas cineol e pineno,
apresentam um alto valor de energia. Essas moléculas sdo rigidas e ndo possuem variacao

conformacional.

Figura 2 - Estruturas conformacionais das moléculas rigidas isoladas. B-ciclodextrina (3—CD), cineol e
pineno, com seus respectivos valores de energia.

p-CD Cineol Pineno

E= 240,66 kJ/mol E= 32,81 kJ/mol E= 129,85 kJ/mol

A Figura 3, para a conformacéo axial parece existir um par de conférmeros, a-am (axial-
anti, gauche-) e a-ap (axial-anti, gauche+), que apresentam menor energia relativa que os demais
e parecem formar a grande parte da populacdo dos conformeros axiais, com a mesma

porcentagem populacional (%P) de 46,7%. Ja o conférmero equatorial ndo tem uma conformacéo
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preferida, a populacéo esta bastante distribuida entre os distintos conférmeros que apresentam

energias relativas semelhantes.

Figura 3 - Estrutura do terpineol nas suas diferentes conformacdes na posicdo axial e equatorial, e seus
respectivos valores de energia e porcentagem populacional (%P). As nomenclaturas utilizadas
na ordem (1-2 3) foram em 1: a (axial) ou e (equatorial); e em 2 e 3: a (anti), p (gauche +), m

(gauche -).
a-aa a-am a-ap a-ma a-mp
E= 32,54 kJ mol™! E= 16,32 kJ mol! E= 16,32 kJ mol ™! E= 25,98 kJ mol1 E= 23,64 kJ mol”! E= 25,73 kJ mol-1
%P= 0,1 %P= 46,7 %P= 46,7 %P=0,9 %P=2,4 %P=1,0
a-pa a-pm a-pp e-aa e-am e-ap
E= 26,71 kJ mol-1 E= 27,36 kJ mol! E= 26,40 kJ mol™! E= 13,29 kJ mol! E= 12,05 kJ mol-1 E= 10,91 kJ mol-1
%P=0,7 %P=0,5 %P=0,8 %P= 8,1 %P=13,4 %P= 21,4
e-ma e-mm e-mp e-pa e-pm e-pp
E= 14,76 kJ mol-1 E= 15,02 kJ mol-1 E= 13,26 kJ mol-1 E= 12,93 kJ mol-1 E= 11,25 kJ mol-1 E= 12,21 kJ mol-1
%P=4,5 %P= 4,0 %P=8,2 %P= 9,4 %P=18,5 %P=12,6

3.2 Simulacéo do processo de incluséo molecular

As minimizagdes de energia foram feitas para cada conformacédo possivel. As curvas de
energia diferenciam quais estruturas e em qual posicdo apresentam as energias mais baixas,
indicando maior estabilidade.

O perfil de energia livre caracterizado pela incluséo do cineol orientado nas posi¢ées ‘up’
e ‘down’ sdo apresentados na Figura 4a. A posi¢dao ‘up’ mantém inicialmente o cineol mais
proximo a cavidade estreita da CD. E 0 que apresenta 0 menor minimo de energia (E) 326,79 KJ
mol? a uma distancia em relacdo ao centro da B—CD (d(A)*) de 4 A. E percebe-se uma
porcentagem populacional (%P) de 96,9% frente a apenas 3,1% em relagao a posigdo ‘down’
(Tabela 1).
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Figura 4 - Perfil de energia livre obtida para inclusdo das moléculas a) cineol e b) pineno na cavidade
da CD.
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Tabela 1. Minimos de energia e porcentagem de populagdo para o cineol e para o pineno.

Cineol Pineno
‘up’ ‘down’ ‘up’ ‘down’
d (A)* 4 -4 -2 -2
E = kJ mol? 326,79 335,33 429,24 428,75
AE=kJ mol* 0 8,54 0,49 0
%P 96,9 3,1 45,1 54,9

d(A)* posicdo em relacdo ao centro da CD.

Para o pineno, o perfil de energia livre em ambas as posi¢does de simula¢do (‘up’ ou
‘down’) € idéntica (Figura 4b). Com E= 429,24 KJ mol™ para a posicio ‘up’ E= 428,75 KJ mol?!
para a posi¢do ‘down’, apresentando d(A)* de -2. A. %P para as ambas as posicGes ¢ muito
semelhante (Tabela 1), sendo um indicio de que deve haver ao menos duas posigdes distintas para
0 pineno no interior da cavidade da B-CD que s&o energeticamente estaveis.

O perfil de energia livre do terpineol na conformagéo axial nas posi¢oes ‘up’e’down’ €
apresentado na Figura 5. O terpineol axial ‘up’ (Figura 5a) revela uma maior %P para a
conformacdo a-aa (57,5%), com E=292,43 KJ mol™, localizada inicialmente no centro da B-CD e
as conformacdes a-am e a-ap aparecem em seguida com %P muito parecidas 19,8% e 20,6%,
respectivamente (Tabela 2). Em uma viséo geral, a simulagédo com o terpineol axial na posi¢ao
‘up’ indica minimos de energia para os conférmeros cujos angulos diedro H-C-C(Me2)-O se
encontram em conformacao anti.
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Figura 5 - Perfil de energia livre obtida para inclusdo da molécula terpineol axial nas posi¢des a)‘up’ e b)
‘down’ na cavidade da f-CD.

A ., Disposigdo 'up'

B

£ 8 8 3

Energy KJ mol‘1
8
Energy KJ mol™!

Position Position

Tabela 2. Minimos de energia e percentagem de populagdo para o terpineol axial ‘up’ e ‘down’.

axial ‘up’ d (A)* E = kJ mol? AE=kJ mol* %P
B-CD-terp(a-aa) 0 292,43 0 57,5
[-CD-terp(a-am) 2 295,07 2,64 19,8
B-CD-terp(a-ap) 2 294,74 2,31 22,6
-CD-terp(a-ma) -2 315,55 23,12 0,0
B-CD-terp(a-mm) 2 316,79 24,36 0,0
B-CD-terp(a-mp) 0 315,79 23,36 0,0
B-CD-terp(a-pa) 2 315,58 23,15 0,0
B-CD-terp(a-pm) 2 313,15 20,72 0,0
-CD-terp(a-pp) 2 313,54 21,11 0,0

axial ‘down’
B-CD-terp(a-aa) -2 318,67 14,97 0,1
[-CD-terp(a-am) -2 303,70 0,00 46,4
B-CD-terp(a-ap) -2 303,59 0,09 44,7
[-CD-terp(a-ma) -2 315,58 11,88 0,4
B-CD-terp(a-mm) -2 309,14 5,44 5,2
[-CD-terp(a-mp) -4 311,12 7,42 2,3
[-CD-terp(a-pa) -2 317,27 13,57 0,2
[-CD-terp(a-pm) -2 315,95 12,25 0,3
3-CD-terp(a-pp) -2 315,86 12,16 0,3

d(A)* posicdo em relacdo ao centro da CD.

No direcionamento realizado com a posigdo axial ‘down’ (Figura 5b), a populacdo de
conférmeros se encontra igualmente distribuida entre as conformacfes a-am (46,4%) e a-ap
(44,7%), sendo que para a conformacdo a-ap é observado o menor minimo de E= 303,59 KJ mol
! apresentando d(A)* de -2. A (Tabela 2). Em ambas as estruturas, a hidroxila esta voltada para o

interior do anel, indicando que promovem maior estabilidade a essas conformacgdes. Neste caso,
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0s minimos de energia sdo observados que a molécula incluida permanece aa cavidade maior da
CD.

O perfil de energia livre do terpineol na conformacéo equatorial nas posi¢des ‘up’e’down’
¢ apresentado na Figura 6. A posicdo do terpineol equatorial ‘up’, € revelada menores minimos de
energia para os conformeros e-am e e-pm (Figura 6a). O confémero e-am estad localizado no
centro da cavidade da CD, com E= 288,44 KJ mol™?, apresentando a maior %P de 69,2%. O
confémero e-pm esta localizado a d(A)* de -2 A da cavidade da CD, com uma E=291,91 KJ mol
! representando 17,1% da %P (Tabela 3). Os Cls orientados de mais baixa energia tém a

molécula hospede no centro da B-CD (e-am) ou voltado para a cavidade ampla (e-pm).

Figura 6 - Perfil de energia livre obtida para inclusdo da molécula terpineol equatorial nas posi¢des a) ‘up’
e b) ‘down’ na cavidade da 3-CD.
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Tabela 3. Minimos de energia e percentagem de populagéo para o terpineol equatorial ‘up’ e ‘down’.

Eq. ‘up’ d (A)* E=kJmol! AE=kJ mol! %
B-CD-terp(e-aa) 0 296,191 7,751 3,0
B-CD-terp(e-am) 0 288,44 0 69,2
B-CD-terp(e-ap) 0 296,25 7,81 3,0
-CD-terp(e-ma) -2 301,862 13,422 0,3
B-CD-terp(e-mm) 0 299,258 10,818 0,9
[-CD-terp(e-mp) 0 307,907 19,467 0,0
B-CD-terp(e-pa) -2 295,984 7,544 33
[-CD-terp(e-pm) -2 291,91 3,47 17,1
B-CD-terp(e-pp) -2 296,046 7,606 3,2

Eq. ‘down’
B-CD-terp(e-aa) 2 295,74 2,6 10,0
B-CD-terp(e-am) 0 295,8 2,66 9,8
B-CD-terp(e-ap) 0 295,33 2,19 11,8
B-CD-terp(e-ma) 0 299,33 6,19 2,4
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No caso do terpineol equatorial na posigdo ‘down’, verifica-se que a populacdo esta

bastante distribuida entre as diferentes possibilidades de conformacdo (Figura 6b). Como pode

ser observado na Tabela 3, ndo existe uma grande variacdo energética entre os conférmeros,

sendo mais abundante o conférmero e-pm, com uma %P de 28,7% e E= 293,1 KJ mol?,

localizado no centro da cavidade da CD.

Realizando um célculo populacional envolvendo todas as simulagdes com os conformeros

axiais e equatoriais (Tabela 4), nas posigdes ‘up’ ¢ ‘down’, observa-se maior abundancia de Cls

com o terpineol equatorial (84,8%). Dentre estes, 0 de menor energia e, portanto mais abundante

é 0 e-am. No entanto, a existéncia de 15% do conférmero axial pode representar algumas

alteracdes em determinadas propriedades como as constantes de acoplamento H-H.

Tabela 4 - Populacdo para o terpineol equatorial e axial.

Populagao (%)

Conformero Axial Axial Equatorial . ,
un’ ‘ , o, Equatorial ‘down
up down up
aa 8,6 0,0 1,9 2,3
am 3,0 0,1 43,1 2,2
ap 3,4 0,1 1,8 2,7
ma 0,0 0,0 0,2 0,5
mm 0,0 0,0 0,5 0,6
mp 0,0 0,0 0,0 1,2
pa 0,0 0,0 2,1 338
pm 0,0 0,0 10,6 6,5
pp 0,0 0,0 2,0 2,8
Total (%) 15,2 84,8

3.3 Dinamica molecular

A andlise por simula¢es de modelagem molecular tem por objetivo investigar a afinidade

entre a molécula hospede e a molécula hospedeira, por meio das energias de ligagdo, potenciais

locais de ligacédo e prever a sua estabilidade pela diferenca nas energias de interacdo (YANG et
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291 al., 2011). O célculo da energia de ligacdo representa principalmente o alcance das forcas de van
292  der Waals e as interacdes eletrostaticas. O valor numérico mais elevado da energia significa mais
293  forte interacdo entre as moléculas (XIONG, ZHAO e SONG, 2014).

294 A variagdo de energia cinética (AE) foi usada como pardmetro tedrico para encontrar as
295  configuragdes mais estaveis dos Cls. Os célculos de DM para os Cls de mais baixa energia foram
296 avaliados e os resultados sdo apresentados na Tabela 5. Os resultados tedricos apresentaram
297  variagdes de energia apds a formacdo dos Cls. O terpineol € a molécula mais flexivel, podendo
298 adotar diferentes conformacdes. Dentre as conformagbes escolhidas para realizar os célculos
299  estdo as menos energéticas, para a conformacdo axial (a-aa e a-am) e equatorial (e-am e e-pm),

300 nas posicdes ‘up’ e ‘down’, respectivamente.

301
302  Tabela 5 - Energias dos complexos de inclusdo mediante Dinamica Molecular
kinetic AE Total AE
Col\r/llf?)l ?f:a:si/on Position energy kinetic energy total Std dev %P
(kJmol?) (kJmol?) (kJmol?) (kJmol?)
. 16 652,9 1555,68 207
Cineol “up -4 651,19 11 151343 42,25 222 70,2
o 16 653,67 1549 41 113
Cineol *down 4 651,73 194 151555 33,86 275 208
. 16 639,52 1638,17 259
Pinene “up -2 640,95 143 1592,55 45,62 218 176
L .16 640,28 1634,71 228
Pinene *down -2 640,55 0.27 1588,72 45,99 2.05 82.4
e 16 652,47 1543 41 2.08
Terp. “up” a-aa 0 651,85 0,62 1473.99 9942 1,04 65,5
o .16 651,97 1537,60 2.06
Terp. ‘down’ a-am 2 653,85 1,88 1492.15 -45,45 3.39 0.0
. 16 651,77 1527,18 2,08
Terp. “up” e-am 2 650,97 0,80 147586 o032 255 308
. 16 651,34 1533,63 247
Terp. “down” e-pm 0 653,53 219 148116 02 222 3.6

303  Todos os calculos foram feitos em &gua utilizando campo de forcas AMBER*. Ao término das simulacdes
304  as temperaturas se mantiveram, ndo havendo uma grande variagdo (300,5 + 0,7 K).
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305 Na Figura 7 ¢é apresentada a molécula héspede orientada fora da cavidade da B-CD (fixo
306  por um Unico 4omo a 16 angstrons da cavidade) e ap0s a complexacdo. Estas estruturas
307  confirmam que os trés compostos aromaticos podem ser complexados com a (B-CD. Pode-se
308 observar que apds os célculos de mecanica molecular, que a orientacdo da molécula héspede que
309 confere maior estabilidade apresenta sua maior parte inserida dentro da cavidade da B-CD. N&o
310  ocorrendo de forma semelhante com todas as moléculas hdspedes ap6s a dindmica molecular

311 feita em agua.

312

313  Figura 7 - Dinamica molecular da molécula héspede antes e apds a complexacdo com a 3-CD. A) cineol
314 ‘up’; B) cineol ‘down’; C) pineno ‘up’; D) pineno ‘down’; E) terpineol ‘up’ a-aa;

315 F) terpineol ‘down’ a-am; G) terpineol ‘up’ e-am e H) terpineol ‘down’ e-pm.
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Dentre os componentes majoritarios do OEC estudados, o Cl formado com o cineol é o
que apresenta a maior restricdo quanto ao movimento no interior da cavidade da 3-CD, uma vez
que sua estrutura apresenta maior rigidez que os demais (Figura 7a e b). A complexagdo é
energeticamente favoravel, porém é a menos estavel (‘up’ AE de -42,25 kJ mol™ e ‘down’ AE de
-33,86 kJ mol?), quando comparada com o pineno e terpineol (Tabela 5). Pela dindmica
molecular a orientagdo inicial da molécula no interior da cavidade interfere na posi¢do final ao
término da simulacdo, que ¢ distinta para o cineol. Neste caso o cineol ‘up’ apresenta uma
populagdo (%P) maior de 70,2% em relacdo ao ‘down’ de 29,8%.

Ciobanu et al. (2013) estudando a complexacdo dos componentes majoritarios (incluindo
cineol) presentes no OE de M. piperita, com diferentes CDs, obteve por modelagem molecular
que todos os componentes majoritarios estudados podem ser complexados com a [B-CD,
formando Cls estaveis. Porém, para o cineol o Cl mais estavel foi obtido quando este foi
complexado com a y-CD, devido ao tamanho da cavidade da y-CD e as formas que o cineol pode
assumir.

Lawtrakul, Inthajak e Toochinda (2014) relata que a estrutura do cineol carece de
flexibilidade de ligagdo. De acordo com o impedimento estérico, o cineol pode entrar na cavidade
da B-CD pelo lado mais largo e pode formar apenas um CI, devido a molécula de cineol ser rigida
e ndo apresentar variagdes conformacionais. O grupo dimetil da molécula de cineol oferece a
possibilidade da formacéao de Cls por interacdo hidrofobica.

A complexacdo do pineno nas posigdes ‘up’ ¢ ‘down’ (Figura 7c e d) confere a ambas
uma estabilidade energética semelhante com um AE de -45,62 kJ mol™ e -45,99 kJ mol*(Tabela
5). No entanto a conformacéo adotada pelo pineno ‘down’ apresenta maior restricdo energética
relacionada a sua mobilidade no interior da cavidade como mostra a menor variagdo da energia
cinética. Apesar da maior restricdo com relacdo a mobilidade, em termos populacionais, a
conformacdo adotada pelo pineno ‘down’ ¢ de 82,4% em relagdo ao ‘up’ de 17,6%.

No caso dos Cls com o terpineol, os célculos de dindmica molecular mostram uma maior
estabilidade para as estruturas em posi¢édo axial e que estdo parcialmente inclusas na cavidade da
B-CD, uma terminando com a hidroxila voltada para a cavidade mais larga (‘down’) (Figura 7f) e
outra para a mais estreita (‘up’) (Figura 7e). Apresentando mais baixa energia o CI cuja hidroxila

esta voltada para a cavidade mais estreita da B-CD, terp. ‘up’ a-aa (AE = -69,42 kJ mol™) (Figura
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7e), representando 65,5% da populacdo dos Cls formados pelos 4 conformeros avaliados (Tabela
5).

Essa conformagdo apresenta a hidroxila voltada para o interior da cavidade da B-CD,
cujas variagbes em energia eletrostatica sugerem que as interacbes hidrofdbicas e de hidrogénio
devem estar tornando essa conformagdo mais estavel na presenca da B-CD. Esse comportamento
foi relatado por Kfoury et al. (2015) quando investigou a complexacdo do a-terpineol com a -
CD.

Nas conformacgdes equatoriais a formacdo do CIl pode ocorrer tanto da posi¢do ‘up’,
quanto ‘down’ com energias muito semelhantes de AE = -51,32 kJ mol™ para o terp. ‘up’ e-am e
AE = -52,47 k] mol™ para terp. ‘down’ e-pm. No entanto uma maior mobilidade ocorre quando a
hidroxila do terpineol esta voltada para a cavidade mais estreita (‘up’) (Figura 7g), apresentando

uma populagdo de 30,8% contra 3,6% da posi¢do ‘down’.

3.4 Atividade antifungica

E bem conhecido que os OEs exibem excelentes atividades antibacterianas e antifungicas
(PRAKASH et al., 2015). Contudo, sua aplicacdo é desafiada por sua alta volatilidade que leva a
sua liberacdo rapida (GONG et al., 2016). No presente estudo, foi analisada qual seria a
concentracdo minima inibitéria (CMI) necessaria para que os Cls inibissem a acdo dos
microorganismos testados e a porcentagem de inibigdo (%l). Esses resultados encontram-se na
Tabela 6 e Figura 8, respectivamente.

Tabela 6 - Concentracdo minima inibitéria (CMI) pg mL* e comprimento dos halos de inibicdo

causados pelo 6leo esséncial de C. viminalis (OEC) e dos complexos de inclusdo (ClIs) para os
fungos avaliados.

CMI
Fungo OEC MA CO-P B-CD DMSO FL
A. flavus 125 62,5 125 NI NI 3
A. carbonarius 500 500 500 NI NI 3
A. ochraceus 62,5 15,62 15,62 NI NI 3

FL — fluodioxonil; DMSO — dimetilsulféxido
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Figura 8 - Porcentagem de inibi¢do do éleo essencial de C. viminalis (OEC), malaxagem (MA), co-
precipitacdo (CO-P), mistura fisica (MF) sobre os fungos A. flavus A. carbonarius e A.
ochraceus no CMI na qual houve a inibic&o.

66,7

60,0

% de inibigao

T T T T o T T L
OEC MA CO-P OEC MA CO-P OEC MA CO-P

A. Flavus A. Carbonarus A. Ochraceus

Para todos os fungos estudados o OEC puro apresentou uma maior porcentagem de
inibicdo, sendo que a maior diferenca para os Cls foi observada para o fungo A. flavus, com %l
de 73,3%. Os componentes presentes nos OEs atuam nas hifas do micélio dos fungos.
Consequentemente, provocam a perda de rigidez e integridade da parede da célula e a perda de
componentes citoplasmaticos que resultam em morte celular. Compostos mais hidrofébicos como
no caso dos OEs, tém maior capacidade de dissolver e acumular na membrana celular hidrofébica
do fungo, que induz a desestabilizagdo da membrana. A membrana celular pode,
consequentemente, ser considerada como o principal local de acdo dessas moléculas (KFOURY
etal., 2016).

Sales et al. (2017), avaliando a atividade antifungica do OE das folhas de C. viminalis,
observou que o crescimento dos fungos F. oxysporum e B. cinerea foi inibido nas concentragdes
de 250 ug mLe 100 pg mL, respectivamente.

A atividade antifangica foi observada para todos os Cls estudados. Para o fungo A. flavus,
o ClI preparado por malaxagem (MA) obteve um menor CMI de 62,5 ug mL™* com uma %l de
60%. Ja para o fungo A. carbonarius a mesma CMI de 500 pug mL™* foi observada para o OEC e
para os Cls, porém observou-se a variacdo na %Il. O OEC inibiu 66,7%, seguido pelos Cls

preparados por MA 40% e CO-P 33,3%. Para o fungo A. ochraceus os Cls apresentaram uma
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menor CMI de 15,62 pg.mL™* quando comparado com o OEC (62,5 pg.mL™), com %l de 50% e
46,7% para MA e CO-P, respectivamente.

A atividade antifngica do CI do eugenol/pB-CD foi avaliada por Gong et al. (2016) sobre
o0 crescimento micelial dos fungos presentes na lichia. Os autores observaram que o crescimento
micelial foi fortemente inibido pelo Cl em 92,6% ap6s 30 dias de armazenamento.

A B-CD foi avaliada separadamente nas mesmas concentragdes utilizadas nos Cls e
confirmou-se que ndo apresentava qualquer atividade inibitéria do crescimento dos fungos
testados. Munhuwey et al. (2018) estudou o efeito da complexacédo entre 3-CD com os OEs de
canela e orégano e observaram que a B-CD ndo apresentou atividade antiflngica contra o
crescimento do fungo de Botrytis sp., atribuindo esse fato a B-CD atuando como fonte de
carboidratos para o fungo. A estrutura quimica das CDs (natureza hidrofilica e volume) nao
permite que elas, permeiem nas membranas bioldgicas. Ja os Cls podem liberar a molécula
hospede de forma lenta, assim, qualquer efeito observado s6 poderia ser atribuido a atividade da
molécula héspede e ndo a molécula de CD (KFOURY et al., 2016).

4. CONCLUSAO

O componente majoritario terpineol na posigdo ‘up’ a-aa (axial-anti, anti), quando
complexado com a B-CD, obteve o Cl mais estavel, pois apresentou menor energia. Porém, no
caso do OEC, esse composto ndo estd sozinho e a complexacdo dele e dos outros componentes
pode sofrer influéncia da populagdo presente, interagdes e sinergismo entre eles e também com os
demais componentes presentes no OEC, mesmo que em menor quantidade. Por fim, todos os Cls
avaliados, utilizando campo de for¢cas Amber*, sdo energeticamente favoraveis. Assim, é possivel
confirmar que os componentes majoritarios encontrados no OEC foram complexados com a f3-
CD.

As CDs podem ser consideradas materiais promissores para a formacdo de Cls com
compostos naturais como os OEs, resolvendo os problemas como a baixa solubilidade e
volatilidade que eles apresentam. Para todos os fungos estudados o OEC apresentou uma maior
porcentagem de inibicdo, porém a atividade antifungica também foi observada para todos os Cls

estudados, sendo necessaria uma menor CMI para os fungos A. flavus e A. ochraceus. Desta
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forma, apresentam um bom potencial para 0 uso como fungicidas, reduzindo ou substituindo o
uso de fungicidas sintéticos.
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