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RESUMO

As plantas do género Psidium (Myrtaceae)
apresentam, dentre seus usos relevantes, atividades
biologicas relacionadas aos seus compostos ativos,
com destaque ao 6leo essencial (OE) presente na

1 INTRODUCAO
1.1 GOIABEIRA

folha. Os OEs extraidos das folhas de Psidium
guajava, Psidium cattleyanum e Psidium
gaudichaudianum possuem aplicagdes em larvas de
Aedes aegypti, herbicida e citogenotoxica. Para
ampliar as aplicagdes do OE, que ¢ insoluvel em
agua e facilmente degradado por fatores externos,
métodos de protecdo podem ser utilizados para
formar capsulas ou complexos de inclusdo (ClIs).
Um oligossacarideo que pode ser utilizado para
complexar o OE ¢ a 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina
(HPBCD), que ¢ derivada do amido. Para produzir
os Cls, os métodos fisicos como maceragdo (KN) e
liofilizagdo (FD) podem ser empregados. A fim de
comprovar se os CIs foram preparados
corretamente, técnicas analiticas podem ser
utilizadas, como a espectroscopia na regido do UV-
Vis, FTIR, TGA, DLS ¢ XRD. Os OEs ¢ Cls de
Psidium produzidos podem ser aplicados em larvas
de Aedes aegypti, em plantas invasoras como
Lolium multiflorum e Bidens pilosa e em células
meristematicas da raiz de Lactuca sativa, sendo
verificado a influéncia na normalidade do ciclo
celular. Considerando a importancia dos oOleos
essenciais, dos complexos de inclusdo e de suas
potenciais aplicagdes, este capitulo aborda os
assuntos mais relevantes numa revisao da literatura
sobre esse assunto.

Palavras-chave: Goiabeira, Ara¢a, Produto
natural, Encapsulamento, Complexo de inclusao,
Dengue, Plantas daninhas.

As goiabeiras (Psidium guajava Linnaeus) pertencem a familia Myrtaceae, que compreende

cerca de 120 géneros e 7000 espécies, que se distribuem predominantemente nas regides tropicais e

subtropicais do mundo (“WCSP”, 2020). As goiabeiras sao classificadas como arvores de tamanho

médio, perenes e frutiferas (Fig. 1). Suas folhas apresentam até cerca de 20 cm de comprimento, com

peciolo curto e nervuras na parte inferior. Possuem flores hermafroditas e geralmente brancas
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(GRESSLER; PIZO; MORELLATO, 2006). O fruto da goiabeira ¢ constituido por casca, polpa e

semente.

Fonte: O autor.

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

No entanto, para utilizar as plantas de forma mais eficiente € imprescindivel estuda-las de forma
aprofundada dentro do reino vegetal. Deve-se considerar que, dentro de uma espécie de planta, existem
grandes quantidades de variedades ou cultivares. Cada uma delas possui caracteristicas Unicas, pois
em toda a estrutura da planta a composi¢ao quimica dos diferentes tecidos ¢ varidvel para cada cultivar.
Alguns fatores contribuem para essa diferenciacdo, podendo ser genéticos, ambientais, estagio de
desenvolvimento, tipo de tecido e os tratamentos pré e pos-colheita da planta (KULHEIM et al., 2015;
MORALIS, 2009). Todavia, o controle genético parece ser de longe a fonte dominante de variagdo
dentro de uma espécie (MANGANARIS et al., 2018). Assim, a genética da planta deve ser estudada,

visto que cada cultivar tera particularidades que a distingue das demais. Com isso, € possivel direcionar
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o uso das plantas de acordo com as maiores concentragdes dos principios ativos € com outras
caracteristicas de interesse dos produtores, como produtividade e resisténcia.

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

2 ARACA

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

P. cattleyanum € uma érvore ou arbusto frutifero de pequeno porte, cujos frutos sdo ricos em
vitamina C, com casca de coloracdo geralmente amarela ou vermelha, possuem 2,2 a 5 cm de didmetro
com polpa branca e numerosas sementes (PEREIRA et al., 2018). Suas folhas sdo perenes, brilhantes
e resistentes (PATEL, 2012). Essa espécie possui importancia comercial atribuida aos seus frutos
utilizados na industria alimenticia (SANTOS et al, 2007). Além disso, P. cattleyanum possui
importancia na industria farmacéutica, pois apresenta atividade antioxidante, antiflingica e

antimicrobiana (CASTRO et al., 2015; MEDINA et al., 2011; SCUR et al., 2016).

Fonte: O autor.
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Psidium gaudichaudianum Proenga & Faria ¢ uma planta que pertence a familia Myrtaceae e ¢
conhecida como arag¢d, assim como a P, cattleyanum (Fig. 3). P. gaudichaudianum é uma espécie nativa
do Brasil pouco conhecida (SILVA et al., 2021). O estudo dessas plantas ¢ imprescindivel para o
desenvolvimento da espécie e seu uso sustentavel. Além disso, as espécies de araca tém uma
quantidade de 6leo essencial foliar superior as goiabeiras, o que as torna mais viavel economicamente
para essa finalidade (MENDES et al., 2017, 2022, 2023).

Uma das grandes vantagens da utilizagdo de espécies de Psidium ¢ sua adaptabilidade a locais
sob condicdes de estresse abidtico, incluindo escassez de dgua e temperaturas extremas (MEDINA et
al., 2011). Apesar disso, existem muitas espécies de Psidium ainda pouco exploradas em escala
comercial e, muitas das vezes, a produgdo ¢ pequena e limitada a determinada regido, como € o caso
da P cattleyanum ¢ P. gaudichaudianum (FRANZON et al., 2009). No entanto, os frutos de P.
cattleyanum sdo considerados os melhores entre as espécies de aracaizeiro (VIEIRA et al., 2006).
Dessa forma, seu desenvolvimento e explora¢ao contribuem para a expansao da cultura e descoberta

de novas aplicagdes.

Fonte: O autor.

3 OLEO ESSENCIAL

Ao longo da historia da humanidade ha varios registros da utilizagao de plantas aromaticas em
atividades, como: cerimdnias e adornos religiosos; formulagao de remédios; insumos naturais para as
indutstrias de perfumaria e quimica (SANGWAN et al., 2001). A utilizagdo de plantas e de seus
derivados com acdo repelente e inseticida ¢ tdo antiga quanto a civilizagdo humana, com relatos
milenares no mundo todo, como na China, India e no Tibete (BARROS; FEITOSA, 2019). A

quantidade de plantas aromaticas sendo utilizadas vem aumentando ao longo dos anos, como
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consequéncia do desenvolvimento agricola e dos recursos genéticos para o cultivo comercial
(CHRISTAKI et al., 2020; GIANNENAS et al., 2020).

As goiabeiras sdo arvores aromaticas e a partir de suas folhas é possivel obter o OE. Os 6leos
essenciais sao produzidos e armazenados nas plantas em estruturas secretoras, chamadas de tricomas
glandulares (BISWAS et al., 2009). Os OEs fazem parte do metabolismo secundario das plantas,
contribuindo para a sua prote¢do, uma vez que atrai polinizadores e dispersa predadores devido a sua
volatilidade e composicdo quimica (KNAAK; FIUZA, 2010). Os metabolitos primarios sdo
fundamentais a manuten¢ao das fungdes vitais da planta, enquanto os metabolitos secundarios sao
compostos de distribui¢do restrita, sem fun¢do evidente na manutencdo do ciclo vital da planta
(BARROS; FEITOSA, 2019). No entanto, o OE possui importancia ambiental para a planta e essa
propriedade desperta interesse no estudo dos seus compostos quimicos. Além disso, os OEs e seus
constituintes sdo considerados um dos bioativos naturais mais importantes das plantas (OLIVEIRA-
FILHO et al., 2018).

Os OEs sao misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e
liquidas, constituidos na maioria das vezes por mono e sesquiterpenos. Por serem formados
majoritariamente por hidrocarbonetos, possuindo natureza hidrofobica e densidade geralmente menor
que a da 4gua, os OEs sdo separados da fase aquosa por decantacdo. Os OEs podem ser biossintetizados
em diferentes 6rgaos vegetais, como: flor, erva, broto, folha, fruta, galho, casca, semente, rizoma e raiz
(ASBAHANI et al., 2015).

Os constituintes comumente encontrados nos extratos vegetais ou OEs sdo derivados,
principalmente da via biossintética de 4cidos graxos, fenilpropanoides ou isoprenoides (DAVIET;
SCHALK, 2010). Este ultimo da origem a maior classe de metabolitos secundarios das plantas, os
terpenos, que exibem uma ampla diversidade de estruturas e propriedades biologicas (DAVIET;
SCHALK, 2010).

Os terpenos sdo derivados da condensacdo de duas unidades de isopreno, que possuem cinco
carbonos: isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP) (BANDEIRA et al.,
2011). Existem duas vias que levam a esses precursores: mevalonato (MVA) e 2-C-metil-D-eritritol-
4-fosfato (MEP), ambos com esqueleto isoprénico (TRAPP; CROTEAU, 2001) (Fig. 4). A sintese do
IPP ocorre a partir do acetil-CoA, que forma o intermediario MVA (LANGE et al., 2000). A via do
MVA ¢ encontrada em fungos, animais e no citosol das plantas, enquanto a rota do MEP ¢ usada por
bactérias e em plastideos vegetais (DAVIET; SCHALK, 2010; LANGE et al., 2000). O IPP e DMAPP
podem se condensar dando origem ao geranil difosfato (GPP), que possui 10 carbonos e é precursor
da sintese dos monoterpenos (Cio). Através do GPP, novas condensagdes com essas unidades
isoprénicas podem ocorrer dando origem ao farnesil difostato (FPP), que possui 15 carbonos e ¢ um

precursor dos sesquiterpenos (Cis) (HARADA; MISAWA, 2009). A adicao de outra molécula de IPP
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forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), que contém 20 carbonos e ¢ precursor dos diterpenos (Cao).
Por fim, FPP e GGPP podem dimerizar para formar triterpenos (Cs0) e tetraterpenos (Cao),
respectivamente. Os terpenos que possuem apenas carbono e hidrogénio podem ser classificados como
hidrocarbonetos. Enquanto os que possuem o oxigénio, além do carbono e hidrogénio, podem ser

chamados de hidrocarbonetos oxigenados.

Figura 4. Via de sintese de terpenos em plantas.
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Fonte: Adaptado de Trapp e Croteau (2001).

Ao avaliar os OEs das cultivares dentro de uma espécie, ¢ possivel observar variagdo
intraespecifica na composi¢ao quimica. Mendes et al. (2018) ao estudarem a composi¢do quimica dos
OEs das folhas de 21 gend6tipos de goiabeiras, verificaram variagdes quali e quantitativas. Variagdes
qualitativas podem ocorrer como consequéncia de um redirecionamento da via metabolica para
producao de diferentes compostos dependendo da necessidade da planta. Dessa forma, sempre que

possivel, é importante fazer a distingdo do gendtipo ou cultivar que estd sendo utilizada, contribuindo
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para uma melhor comparacdo de resultados com outros trabalho. Haja vista que a composicao
intraespecifica varia significativamente.

Diversos métodos podem ser realizados para extrair os OEs, mas geralmente ¢ utilizada a
hidrodestilacdo. Para o emprego dessa técnica ¢ necessario apenas um aparelho Clevenger (ampola,
trap e baldo de fundo redondo) e uma manta aquecedora (Fig. 5). A hidrodestilagdo ¢ um excelente
método de extracdo, pois proporciona um bom rendimento, ¢ mais simples e rapida, com menor custo

do que outras técnicas para a obtengdo de OEs (CHARLES; SIMON, 1990).

Figura 5. Aparelho Clevenger utilizando para hidrodestilagdo.

Fonte: O autor.

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

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

seres Vivos.

4 ENCAPSULAMENTO

Os OEs sao compostos volateis e facilmente degradados, o que pode comprometer seus
principios ativos. Dessa forma, os OEs podem sofrer oxidagdo, volatilizacdo e modificagdo na
composi¢ao quimica quando expostos ao aquecimento e luz (ASBAHANI et al., 2015). Para proteger
os OEs de fatores externos, aumentar a estabilidade e solubilidade em meio aquoso, além de criar
resisténcia fisica e gerar liberagdo controlada do material em determinado solvente, pode ser realizado
o encapsulamento (GUPTA; VARIYAR, 2016; HONG; PARK, 1999).

Para o uso do OE como larvicida em 4. aegypti, por exemplo, ¢ importante que ele esteja
solubilizado e estavel em meio aquoso por tempo suficiente para que os ovos eclodam, as larvas se
desenvolvam e sejam mortas (GUPTA; VARIYAR, 2016; P. FERREIRA et al., 2019). Além disso, com
o OE protegido, ocorre a integridade de sua composi¢do quimica e, por consequéncia, de suas
bioatividades e isso pode permitir sua comercializagdo com maior tempo de prateleira.

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

O revestimento utilizado para encapsular um determinado composto ¢ comumente constituido
de lipidios ou polimeros, sendo chamado de carreador ou material de parede (CORREA-FILHO;
MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019). O encapsulamento a base de lipidios possui algumas
desvantagens, como: menor capacidade de encapsulagdo e baixa solubilidade em agua (DAS et al.,

2019; EKAMBARAM; SATHALI; PRIYANKA, 2012; SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019).
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Diante disso, muitos polimeros de origem natural, chamados de biopolimeros, tém sido utilizados para
encapsular materiais como os OEs (SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019).

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

SILVA, 2009).

Figura 6. Estrutura da amilose (a) e da amilopectina (b).
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Fonte: Adaptado de Corradini et al. (2005).

E possivel modificar enzimaticamente o amido em ciclodextrina (CD) através da enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), que permite a formacdo de cavidades hidrofobicas e

superficie hidrofilica (CHAROENLAP et al., 2004). Para isso, ocorre uma reagao de cicliza¢dao, com
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ataque as cadeias de glicose com extremidades ndo redutoras (Fig. 7) (SCHMID, 1989). De acordo
com a clivagem, ciclos maiores podem ser formados a partir de quantidades superiores de unidades de
glicose, formando oligossacarideos. Assim, as CDs podem formar complexos de inclusdo com os OEs
e fazem parte das aplicacdes da quimica supramolecular, que possibilita a formagdo de nano ou

microestruturas (OGOSHI; HARADA, 2008).

Figura 7. Representacdo esquematica da reagdo de ciclizacdo do amido catalisada pela CGTase. A esfera cinza representa
a molécula de glicose sem extremidade redutora; a esfera branca representa a molécula de glicose com extremidade

redutora.
— e

Fonte: Adaptado de Van der Veen et al. (2000).

5 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A quimica supramolecular ¢ definida como a "quimica além da molécula" e se baseia na
associacao de moléculas, visando a obtencdo de uma determinada propriedade ou funcionalidade
(ARAKI; TOMA, 2002; GODOY NETTO; FREM; MAURO, 2008). Trata-se da formagdo de
estruturas organizadas de alta complexidade, resultantes da associagdo de duas ou mais espécies
quimicas, que podem estar unidas por interacdes intermoleculares como: ligacdes de hidrogénio e
forgas de Van der Waals (GODOY NETTO; FREM; MAURO, 2008). As CDs estao entre as moléculas
mais importantes estudadas pela quimica supramolecular, pois sdo capazes de formar complexos de
inclusdo com muitas substancias, que passam a ter suas propriedades alteradas pela complexacao
(VENTURINI ef al., 2008; VILLALONGA; CAO; FRAGOSO, 2007). Assim, a capacidade que as
CDs tem em interagir com os compostos presentes nos OEs, que se hospedam em suas cavidades,

permite transforma-los para trazer beneficios e ampliar suas aplicagdes (VENTURINI et al., 2008).

6 CICLODEXTRINA

As CDs foram isoladas pela primeira vez em 1891 como produtos de degradagdo do amido
(VENTURINI et al., 2008). A CD ¢ um oligossacarideo e um agente complexante formado,
geralmente, por 6, 7 ou 8 unidades (a, f ou y-CD, respectivamente) de D-glicopiranose ligadas por

ligacdes a-(1,4) glicosidicas (Fig. 8) (VAN DER VEEN et al., 2000).
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Figura 8. Estrutura da a (a), £ (b) ou y (c) ciclodextrina.
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Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017).

As CDs tém uma estrutura de um cone truncado e oco (Fig. 9) (VARAN et al., 2017). Nele, as
hidroxilas primarias e secundarias estdo orientadas preferencialmente para a parte externa, sendo
capazes de formar ligacdes de hidrogénio em dgua (MARQUES, 2010). As hidroxilas primarias ficam
na parte mais estreita do cone e as secundarias na borda mais larga (BREWSTER; LOFTSSON, 2007,
HARADA; TAKASHIMA; YAMAGUCHI, 2009). Sendo assim, a superficic da CD ¢ hidrofilica
enquanto o interior do cone, com polaridade mais baixa, pode ser considerado uma cavidade
hidrofobica (VARAN et al., 2017). A parte interna € revestida por anéis contendo hidrocarbonetos e
éter, que estdo interligados por ligagdes glicosidicas com o oxigénio. Quando o interior da cavidade da
CD ¢ preenchido por uma molécula de um composto hidrofébico, forma-se o complexo de inclusao

(CI) (SUGANYA; ANURADHA, 2017).

Figura 9. Forma geométrica da ciclodextrina.

Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017).

Sendo assim, os CIs podem ser soliveis em agua e contém compostos mais apolares em seu
interior. Os compostos aprisionados ou compostos ativos s@o chamados de hospedes e os que
aprisionam sdo chamados de hospedeiros. Geralmente, utilizando a CD, a estequiometria molar entre
hospedeiro e hospede ¢ de 1:1 (CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, 2013; FLORENCE;
ATTWOOD, 2003; GALVAO et al, 2019; HERRERA et al., 2019; KFOURY et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2020; MARRETO et al., 2008; PANDIYAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019).

Para produzir a CD, os amidos de milho e batata sdo as fontes mais utilizadas (MARQUES,

2010). Como a maioria das CDs possuem baixa toxicidade ao meio ambiente e aos seres humanos,
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além de serem biodegradaveis, sao muito utilizadas pelas industrias farmacéutica e alimenticia (SU et
al., 2019; VAHEDIKIA et al., 2019). As CDs sdo capazes de solubilizar farmacos pouco soluveis em
meio aquoso e entregd-los & membrana lipofilica, através da difusdo passiva, em que os farmacos se
difundem através da membrana celular de uma regiao de alta concentragao, complexado na CD, para
outra de baixa concentragdo (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018). Assim, ¢ possivel
desenvolver uma formulagdo topica que atue na liberacdo do composto ativo.

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

Em solugdo aquosa, a cavidade da CD, que ¢ mais apolar em relagdo a superficie, ¢ ocupada
por moléculas de agua, estas podem ser facilmente substituidas por um héspede que seja menos polar,
considerando que a interagdo apolar-apolar ¢ mais favoravel (VENTURINI ef al., 2008). Além disso,
as moléculas de dgua possuem elevada entalpia, e quando substituidas por moléculas hospedes de
menor entalpia, contribuem para a estabilizagdo do complexo de inclusdo, pois promovem alivio da
tensdao de conformacao da CD (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; VENTURINI et al., 2008). Sendo
assim, a complexagdo de compostos apolares se trata de um processo energeticamente vidvel por
promover uma alteracdo favoravel de entalpia, aumento da entropia e reducdo da energia total do
sistema (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; DE LIMA; ALVES; DE SANTANA, 2012). Devido a essas
vantagens e a simplicidade para formar os Cls, as CDs vem sendo cada vez mais utilizadas. As forgas
de Van der Waals, envolvendo intera¢des dipolo-induzido e dipolo-dipolo, e ligagcdes de hidrogénio
entre hospede e hospedeiro, também contribuem para formacado e estabilizacdo dos ClIs (DE LIMA;

ALVES; DE SANTANA, 2012).
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da a, f e y-ciclodextrina.

Tipo de ciclodextrina

a-CD S-CD y-CD

Diametro da cavidade / A 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Diametro externo / A 14,6 15,4 17,5
Altura do cone truncado / A 7.9 7.9 7.9
Massa molar / g mol! 972 1134 1296
Solubilidade em 4gua / mg mL!; 25 °C 145 18,5 232
K1 /L mol'® 130 490 350

2Valor médio da constante de estabilidade de complexos de inclusdo na razdo molar 1:1 (héspede:CD) em solugdes aquosas
a25°C.
Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017), Brewster; Loftsson (2007) e Connors (1995).

6.1 2-HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA

As CDs naturais (a, S € y-CD) possuem solubilidade aquosa varidvel, o que significa que alguns
CIs formados poderao precipitar em dgua ao invés de serem solubilizados (BREWSTER; LOFTSSON,
2007). Assim, ao longo dos anos, o uso das CD naturais vem dando espago aos seus derivados
semissintéticos. O tamanho da cavidade da a-CD ¢ insuficiente para muitos medicamentos e a y-CD ¢
de alto custo (VARAN et al., 2017). A f-CD possui solubilidade relativamente baixa, porém forma Cls
de alta estabilidade com tamanho da cavidade adequada para complexar compostos com massa molar
entre 200 e 800 g mol! (TAO et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013). Sendo assim, ela é muito utilizada
e pode sofrer modifica¢gdes em sua estrutura para aumentar a solubilidade. As CDs modificadas mais
utilizadas sdo: 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina (HPSCD), sulfo-butil-éter-f-CD (SBSCD) e metil-f-
CD randomizada (RMpCD), que apresentam solubilidade em 4gua de aproximadamente 600, 500 e
500 mg mL"!, respectivamente (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Estes valores sio maiores do que
as das CDs naturais que foram apresentados na Tabela 1. Além disso, apresentam maior capacidade de
inclusdo e maior estabilidade, devido as alteragdes das suas propriedades fisico-quimicas originais (DE
LIMA; ALVES; DE SANTANA, 2012).

Ciobanu, Landy e Fourmentin (2013) formaram CIs com 13 compostos volateis utilizando a, S
e y-CD e HPSCD. A capacidade de complexacdo utilizando esses hospedeiros foi comparada e a
HPBCD teve maior eficiéncia de complexar, além de possuir maior solubilidade em 4gua quando
comparada com as demais. Isso ocorre porque a presenca de grupos hidroxipropil estende a regiao
hidrofobica da cavidade da f-CD, podendo aumentar a estabilidade do complexo (JANSOOK;
OGAWA; LOFTSSON, 2018). Além disso, ¢ importante ressaltar que na formagao do CI apenas a
parte lipofilica da molécula pode se encaixar na cavidade da HPSCD (Fig. 10) (JANSOOK; OGAWA;
LOFTSSON, 2018; MARQUES, 2010).
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Figura 10. Complexagdo da HPSCD com o f-cariofileno, principal composto majoritario encontrado nos 6leos essenciais
de, obtidos nesse trabalho.

Fonte: O autor.

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

fabricante do reagente, podendo ser uma ou mais substitui¢des.

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

Fonte: O autor.

7 TECNICAS DE PREPARACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

A formacao dos CIs pode ser considerada uma técnica simples. Quando ocorre a mistura de OE
e HPBCD, ao realizar algum método fisico como macerar ou agitar, pode favorecer a complexagao.
Para produzir complexos de inclusdo com 6leos essenciais permitindo sua aplicagdo, diversos métodos

sdo utilizados. Estes podem ser divididos em métodos quimicos: polimerizacdo em emulsdo; métodos
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fisico-quimicos: coacervagdo, encapsulacao lipossomica; métodos fisicos: gelificagdo i0nica,
liofilizagdo (freeze-drying), secagem por pulverizagdo (spray-drying), maceragdo (kneading)
(BRASILEIRO, 2011; FAVARO-TRINDADE; DE PINHO; ROCHA, 2008; SHAH et al., 2016).

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

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

As principais vantagens de utilizar materiais com tamanho relativamente pequeno esta
relacionada a elevada area superficial, resultando em maior interagdo dos compostos com o organismo
alvo em que sera aplicado. A literatura relata que nanomateriais, como nanocapsulas contendo 6leo
essencial, apresentam melhor atividade antibacteriana e antimicrobiana (ASSIS et al., 2012; SHETTA;

KEGERE; MAMDOUH, 2019).

7.1 COMPLEXO DE INCLUSAO COM SECAGEM POR LIOFILIZACAO (FREEZE-DRYING)

O CI pode ser preparado misturando o OFE com a HPACD em agua numa propor¢do definida
previamente, e o sistema ¢ deixado sob agitacdo por certo tempo (RAKMALI et al., 2016). A dispersao
formada ¢ levada ao ultra freezer e posteriormente ao liofilizador (Fig. 12). A liofilizagao € reconhecida
como um dos melhores métodos para produzir produtos secos de alta qualidade (CALVO et al., 2011).
Essa técnica tem sido aplicada principalmente para a formacdo de CIs com CD, especialmente a
HPSCD (RAKMALI et al., 2016). Ao comparar metodologias de secagem de materiais encapsulados
por liofilizagdo e pulverizagdo, concluiu-se que a liofilizagdo ¢ uma técnica mais eficiente, pois
conserva melhor o material (SEREGELIJ et al., 2019). Isso ocorre porque essa técnica possibilita a
passagem da dgua contida nos Cls do estado solido (congelado) para o gasoso sem passar pelo estado

liquido (sublimagao). O processo de liofilizagdo consiste na sublimagdo em trés etapas: congelamento
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e secagem primaria e secundaria sob alto vacuo. Assim, essa técnica possibilita condi¢cdes de secagem
mais suaves do que a secagem por pulverizacdo, uma vez que utilizam menores temperaturas e vacuo,
evitando a oxidagdo e a modificagdo da composi¢do quimica do 6leo essencial (RODRIGUEZ et al.,
2016). Portanto, a liofilizacao ¢ uma técnica adequada para ser utilizada em produtos sensiveis ao calor

como os OEs (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

Figura 12. Liofilizador.

Fonte: O autor.

7.2 COMPLEXO DE INCLUSAO COM MACERACAO (KNEADING)

Este método pode ser considerado o mais comum, pois fornece um bom rendimento e possui
baixo custo para preparar os ClIs (PATIL et al., 2010). Para a realiza¢do dessa técnica, inicialmente, o
OE ¢ adicionado a CD (Fig. 13A) e macerado por um tempo determinado (Fig. 13B). Em seguida, ¢é
acrescentada uma pequena quantidade de um solvente, como etanol ou dgua, formando-se uma pasta
do OE com a CD (Fig. 13C) e ao continuar a maceragdo esta ¢ entdo seca (Fig. 13D) (MARQUES,
2010). O soélido obtido ¢ levado ao dessecador sob vacuo (Fig. 13E). Ao realizar essa técnica
manualmente, a reprodutibilidade pode ser baixa, portanto, para uma preparagao em larga escala seria

adequado usar um equipamento automatico (MARQUES, 2010).
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Figura 13. Obtengdo do complexo de inclusdo utilizando a maceragao.

SO .l/ E

Fonte: O autor.

8 TECNICAS ANALITICAS DE CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

A comprovacdo da formagdo dos CIs entre o OE e a HPSCD, bem como sua caracterizacao,
requer o uso de varias técnicas analiticas. As alteragdes fisico-quimicas das propriedades dos materiais
podem ser observadas quando os compostos presentes no OE sdo incorporados na cavidade da HPSCD
(GOMES et al., 2014). Os resultados obtidos devem ser avaliados em conjunto e, a partir das
informagdes adquiridas, pode-se verificar, por exemplo, a eficiéncia de complexagdo, o melhor método
fisico para formar os Cls, a sua estabilidade térmica, tamanho, entre outros parametros.

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

A quantificacdo dos compostos presentes no OE, que foram aprisionados na HPSCD apds o
processo de complexacdo, pode ser determinada através da espectroscopia na regido do UV-Vis
(WANG:; JTIANG; LI, 2009). Essa técnica tem sido amplamente utilizada para caracterizar e quantificar

analitos em diversas areas, como: agricola, farmacéutica e biomédica (SANCHEZ ROJAS; BOSCH

Tecnologia e Inovacio em Ciéncias Agrarias e Biologicas Avancos para a sociedade atual
Complexos de inclusdo de dleos essenciais de Psidium para aplicagdo larvicida, herbicida e
citogenotoxica



OJEDA, 2009). Para uso dessa técnica, sao preparadas solugdes de concentragdes crescentes do OE
em um solvente adequado, posteriormente, ¢ realizada a leitura da absorbancia nos comprimentos de
onda (4) desejados, normalmente de 190 a 800 nm. A partir da absorbancia obtida no 4 de maxima
absor¢ao (Amax), @ curva analitica pode ser construida, cujos pontos sao submetidos a regressao linear
pelo Método dos Minimos Quadrados. Com o OE removido do CI, pode ser realizada a leitura
utilizando o espectrofotometro no Amsx €, finalmente, o valor de absorbancia obtido ¢ utilizado na
equacdo da regressdo linear obtida para encontrar a concentragdo do OE. Desse modo, é possivel
quantificar os compostos ativos complexados.

A FTIR utilizando a regido do infravermelho médio pode ser empregada para detectar as
vibragdes das ligagdes quimicas presentes nas moléculas e, portanto, fornece informagdes sobre grupos
funcionais dos compostos presentes na amostra. Essa técnica permite a analise quali e quantitativa dos
compostos organicos, pois cada ligacdo, com o momento dipolar diferente de zero, possui modos de
vibragdo caracteristicos e dao origem a bandas no espectro na regido do infravermelho em niimeros de
onda especificos e com intensidade proporcional a concentragdo (BARBOSA, 2007). Alteracdes na
forma, posi¢do e intensidade das bandas de absor¢do ou ainda a observagdo de novas bandas no
espectro podem indicar a formacao dos CIs (WADHWA et al., 2017).

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

As medig¢des do DLS sdo realizadas para determinar o didmetro hidrodindmico das particulas
e a distribui¢do de tamanhos ou indice de polidispersdao (PDI) utilizando as amostras de HPSCD e dos
CIs. Além disso, outra caracterizacao que pode ser realizada ¢ a medida do potencial Zeta (C) (PZ). O
PZ mede o potencial elétrico no plano de cisalhamento, que fica entre a camada Stern ou plano interno
de Helmholtz e a camada difusa das particulas (Fig. 14) (ATTARD; ANTELMI; LARSON, 2000;
GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).
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Figura 14. Esquema da distribui¢do de cargas na vizinhanga de uma particula carregada na interface solido-liquido.

Fonte: Adaptado de Jafelicei Junior; Varanda (1999).

A analise de PZ ¢ realizada quando as particulas (HPSCD ou CIs) estdo sob acdo de um campo
elétrico e alguns contra-ions s3o atraidos para a superficie da particula, estes formam uma camada
chamada de Stern (CODAY et al., 2015). Os contra-ions t€ém uma alta concentracdo proxima a
superficie da particula, que gradualmente diminui com o distanciamento. O equilibrio dindmico desses
contra-ions forma a camada difusa ou dupla camada, em que sdo repelidos pela camada Stern
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). O PZ ¢ medido na dupla camada ou plano de
cisalhamento, sendo uma medida indireta do potencial elétrico da superficie da particula (CODAY et
al., 2015).

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

A medida do PDI indica a distribuicao dos diametros das particulas em solu¢do sao muito
variaveis ou ndo. Esse pardmetro vai de 0 a 1; um sistema com PDI < 0,1 ¢ considerado altamente
monodisperso, valores entre 0,1 e 0,4 sio moderadamente polidispersos ¢ > 0,4 sdo altamente
polidispersos (BHATTACHARJEE, 2016).

Com o objetivo de caracterizar o perfil cristalografico de amostras e comprovar a ocorréncia
de eventos associados a alguma reacao ou interagdo quimica pode ser realizada a XRD (GAO et al.,
2019). Essa técnica permite avaliar possiveis alteragdes do difratograma da HPSCD em relagdo ao
perfil cristalino apresentado pelo CI formado pela HPACD com o OE. Considerando que o OE, que se

apresenta no estado liquido, ndao possui padrao de difragdo, qualquer variagdo do difratograma pode
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indicar a complexagdo. Isso porque a introdu¢do de moléculas mais volumosas podera organizar
melhor a HPACD para complexar o OF (MAGALHAES et al., 2020). Dessa forma, a formacdo de
complexos de inclusdo pode ser comprovada pela alteragdo de certos picos, como: deslocamento,
mudanca na forma, desaparecimento ou aparecimento de alguns novos picos (CHAUDHARY; PATEL,
2013; WADHWA et al., 2017).

A TEM ¢ uma outra técnica que permite auxiliar na confirmag¢ao da formacao de ClIs de OE em
CD. As imagens obtidas podem exibir o tamanho das particulas de uma amostra, seu formato, se héa a
tendéncia de formar aglomeragdo, e até permitir a identificacdo do OE dentro da HPSCD, de acordo
com as varia¢des das tonalidades de cinza (OZDEMIR et al., 2018). As regides mais escuras podem
representar o feixe de elétrons sendo barrado e regides mais claras podem exibir onde hd maior
quantidade de elétrons transmitidos, assim, pode-se inferir que existem diferentes materiais nos Cls
(PIRES et al., 2019). Tons mais claros podem estar relacionados ao OE e cores mais escuras a HPSCD,

sendo um indicativo de que a complexacao ocorreu.

9 ATIVIDADE LARVICIDA EM AEDES AEGYPTI
9.1 AEDES AEGYPTI

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

ovario ou durante a oviposi¢cao (FERREIRA-DE-LIMA; LIMA-CAMARA, 2018).
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Figura 14. Esquema da distribuigdo de cargas na vizinhanga de uma particula carregada na interface so6lido-liquido.
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Os mosquitos do género Aedes pertencem a classe Insecta, ordem Diptera e a familia Culicidae.
O Aedes aegypti L. ¢ nativo do continente africano, porém, atualmente, encontra-se disseminado
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais do mundo, com destaque para: Américas,
Africa, Asia e Oceania (BARROS; FEITOSA, 2019; COSME et al., 2020). O aumento de sua
proliferagdo e, consequentemente, das doengas virais transmitidas pelo mosquito Aedes estdo
intimamente associadas a crescente urbanizacao e as mudangas climaticas (WHO, 2017).

A dengue, uma das doengas transmitidas pelo mosquito do género Aedes, causa cerca de 22.000
mortes por ano no mundo e ja alcangou mais de 100 paises (KABIR et al., 2021). Aproximadamente
metade da populagdao mundial vive atualmente em areas ambientalmente adequadas para a transmissao
da dengue (MESSINA et al., 2019). Foram feitas projecdes da distribuigdo global da dengue em 2050
e 2080 (Fig. 16). As previsOes realizadas se basearam na analise de um conjunto de variaveis para
caracterizar com precisdo a distribui¢do da dengue. Estas foram: (1) adequagdo da temperatura para a
transmissao da dengue; (2) precipitacao anual cumulativa; (3) umidade relativa minima; (4) produto
interno bruto (PIB) per capita; (5) densidade da populacdo humana; (6) adequagdo ambiental para o

Aedes aegypti (MESSINA et al., 2019).

Tecnologia e Inovacio em Ciéncias Agrarias e Biologicas Avancos para a sociedade atual
Complexos de inclusdo de oleos essenciais de Psidium para aplica¢do larvicida, herbicida e
citogenotoxica

>

4G



Figura 16. Dados de adequagdo do ambiente para a dengue projetados para 2050 (a) e 2080 (b). Areas classificadas como
possivel contragdo, estabilidade e expansio da dengue de 2020 a 2050 (c) e de 2050 a 2080 (d).
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Fonte: Adaptado de MESSINA et al. (2019).

A adequagdo ambiental ¢ definida como a probabilidade condicional de observar dengue em
uma média de longo prazo, dado o estado do meio ambiente no local (MESSINA et al., 2019). Este
parametro varia de 0 a 1, sendo 0 um ambiente totalmente desfavoravel para o mosquito Aedes e 1
totalmente favoravel a sua sobrevivéncia e proliferagdo.

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

As formas evolutivas do 4. aegypti passam por quatro fases: ovo, quatro estagios larvais (L1,
L2, L3 e L4), pupa e mosquito. O periodo de cada fase de desenvolvimento depende de caracteristicas
intrinsecas de cada espécie (fatores endogenos) e das condi¢cdes ambientais (fatores exdgenos, como
temperatura e sombreamento adequados, chuva, predadores, entre outros) (BARROS; FEITOSA,
2019). Em condigdes favoraveis o ovo pode eclodir em até 48 h, porém, em condi¢des desfavoraveis,
como a falta de dgua, pode demorar até cerca de 450 dias (BARROS; FEITOSA, 2019; BRASIL,
2001).

Apo6s a eclosdo dos ovos, originam-se as larvas e depois as pupas, que ndo se alimentam e
podem ser machos ou fémeas (TIMERMAN; NUNES; LUZ, 2012). Para obter oxigénio atmosférico,

as larvas posicionam-se na interface da 4gua com o ar e adquirem posi¢@o corporal perpendicular em
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relagdo a superficie da agua. A fase larvaria ¢ um periodo de alimentacao e crescimento, em que a larva
se alimenta principalmente de material organico acumulado nas paredes e fundo dos recipientes onde
estiver (BRASIL, 2001). Em condi¢des 6timas, o periodo entre a eclosdo do ovo, passagem pelos
quatro estagios de desenvolvimento da larva e transformagao em pupa ¢ de cerca de 5 dias (BRASIL,
2001).

O estado pupal dura, geralmente, de dois a trés dias até evoluir para o mosquito (BRASIL,
2001). A principal fonte de alimentagdo dos mosquitos ¢ da seiva de plantas, no entanto, as fémeas do
A. aegypti sao hematdfagas, sendo uma ingestdo de proteina necessaria para a formagao dos ovos
(BRASIL, 2001). As fémeas dos mosquitos alimentam-se do sangue de animais invertebrados, com
maior predile¢do pelo homem, principalmente durante o dia. Os machos vivem poucos dias, mas as
fémeas podem chegar a 100 dias de vida e durante esse tempo, uma unica fémea pode colocar até¢ 300

ovos (BARROS; FEITOSA, 2019).

9.2 ATIVIDADE LARVICIDA

A busca por larvicidas naturais, aplicados em A. aegypti, como os OEs, vem crescendo pela
elevada disponibilidade de muitas plantas, que sdo biodegradaveis, com baixo custo e baixa toxicidade
em organismos nao alvo.

Quando as larvas entram em contato com o OE toxico, os sintomas que a maioria delas
apresentam sdo: excitagdo, convulsdo e hiperatividade (DIAS; MORAES, 2014). Uma pesquisa
utilizando o OE em atividade larvicida em 4. aegypti constatou que a letalidade se deu por um modo
de acdo neuro toxico, com ataque ao sistema neuromuscular (AZEVEDO et al., 2018). Nao se sabe ao
certo se a toxicidade se deve ao contato ou a ingestao do produto ou aos dois.

Outro trabalho realizado utilizando o OE em larvas de 4. aegypti em estagio L4 constatou
toxicidade neurocomportamental incluindo: coordenagdo prejudicada, movimentos alterados, mordida
agressiva ao sifdo, incapacidade de subir a superficie da dgua, tremores e paralisia (KABIR et al.,
2013). Todos esses sintomas relatados foram observados nos experimentos realizados.

As larvas sdo usadas preferencialmente em relagdo aos adultos por diferentes razdes. Em termos
de controle populacional, as larvas sdo alvos faceis para os inseticidas, pois ndo voam e vivem em
grupos, podendo ser encontradas e exterminadas em grande niimero de uma s6 vez. As larvas de
primeiro e segundo instar sio muito pequenas em comparagao com o terceiro e quarto instar. Logo, as
larvas maiores sao mais faceis de manusear e de contar em ensaios toxicoldgicos. Além disso, L4 € o
ultimo estagio antes da pupacao, que ¢ um periodo de transi¢do para a idade adulta. Durante a transigao,
as larvas estdo sob a a¢do de diferentes reguladores de crescimento que podem interferir na passagem
para o adulto, e varios inseticidas atuam na transi¢cao do adulto em estagio L4. Por essas razdes, larvas

em estagio mais avancado de desenvolvimento sdo utilizadas em bioensaios (Fig. 17).
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Fonte: O autor.

Para comparar a atividade larvicida do OE em solvente e do OE complexado com HPSCD,
alguns trabalhos foram selecionados. Em todos eles foram observados que o OE contido nos Cls
apresentou valor de CLso (concentragdo letal para matar 50% da populacdo) préximo ao OE nao
complexado nos experimentos larvicidas em 4. aegypti (GALVAO et al., 2015, 2019; PANDIYAN;
MATHEW; MUNUSAMY, 2019). As avalia¢des de mortalidade ocorreram apos 24 h de exposi¢ao do
OE ou do CI as larvas. Além disso, os Cls sdo formados de um oligossacarideo derivado do amido,
que pode ser uma fonte de alimentag@o para as larvas, podendo favorecer a mortalidade das mesmas

através de um mecanismo de “cavalo de Troia” (P. FERREIRA et al., 2019).

10 CICLO CELULAR E ALTERACOES CROMOSSOMICAS

A germinagdo de sementes e o crescimento das plantas ocorre através do desenvolvimento
correto das células, a partir de sua reproducao e multiplicacdo. Os trés processos fundamentais para o
desenvolvimento do ciclo das células eucaritdticas sdo: Mitose, citocinese e intérfase (Fig. 18). Cada
um desempenha um papel importante na divisdo e reprodugao das células. O ciclo celular eucaridtico
ocorre com o crescimento das células e replicacdo cromossdmica, através da segregacdo dos

cromossomos ¢ divisdo celular (AMABIS; MARTHO, 2009).

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

A citotoxicidade celular mede o efeito toxico de uma substancia, como o 6leo essencial, sob as
células. Para avaliar a citotoxicidade pode-se utilizar o indice mitotico. Esse parametro corresponde a
razao entre o numero de células em divisdao e o numero total de células observadas por lamina, que sao
1000 (ALBERTS, 2017). A reducdo do indice mitdtico pode indicar alteragdes de agdo quimica no
crescimento, desenvolvimento e multiplicacdo celular, e como consequéncia, a germinagdo € o
crescimento das plantas sdo afetados (ALBERTS, 2017). Assim, podem surgir anormalidades
cromossomicas, que sao mudangas na estrutura e/ou nimero de cromossomos.

A presenca de alteragcdes cromossdmicas demonstra o efeito genotoxico de substancias. O
mecanismo de acdo dessas substincias na célula pode ser aneugénico (interfere no fuso mitdtico
causando erros durante a segregacdo) ou clastogénico (induz a quebra no DNA). As cinco
anormalidades cromossdmicas mais comuns podem ser por acdo aneugénica (c-metafase, cromossomo
aderente e cromossomo nao orientado) ou clastogénica (ponte e quebra cromossomica) (Fig. 19)
(PARVAN et al., 2020).

A presenca de alteragdes nucleares demonstra o efeito mutagénico, sendo as principais: nicleo
condensado ou microntcleo, que ocorrem por efeito aneugénico. Essas alteragdes celulares sdo
manifestadas na germinagdo, crescimento radicular e aéreo da planta, assim ¢ avaliado a atividade
herbicida ou fitotoxica. Normalmente utilizam-se células de plantas modelo como alface (Lactuca
sativa L.), que possuem alta sensibilidade, um baixo nlimero de cromossomos e estes sao relativamente

longos, o que facilita a visualizagdo microscopica (SANTIAGO et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017).
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Figura 19. Ciclo celular: profase (A), metafase (B), anafase (C) e telofase (D). Anormalidades cromossomicas: profase com
micronucleo (A1), metafase com cromossomo aderente (B1), anafase com ponte cromossdmica (C1), telofase com quebra
e ponte cromossomica (D1).

; ‘
4
Al B1

Fonte: Adaptado de SANTOS; SOMMAGGIO; MARIN-MORALES (2022).

11 PLANTAS INVASORAS

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

Bidens pilosa pertence a familia Asteraceae e ¢ popularmente conhecida como picao preto (Fig.
20) (DIAS; NOZARI; SANTAREM, 2017). Essa espécie é nativa da América do Sul e atualmente é
encontrada em muitos paises tropicais e subtropicais do mundo (BORGES et al., 2013). B. pilosa ¢
conhecida como uma planta invasora que afeta o crescimento agricola de culturas de feijdo, milho e
sorgo (SOUZA; VELINI; MAIOMONI-RODELLA, 2003).

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

(ROMAN et al., 2004).

Tecnologia e Inovacio em Ciéncias Agrarias e Biologicas Avancos para a sociedade atual
Complexos de inclusdo de oleos essenciais de Psidium para aplica¢do larvicida, herbicida e
citogenotoxica



Figura 20. Bidens pilosa.

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

Figura 21. Lolium multiflorum.

Fonte: Flora campestre (encurtador.com.br/mpuJ0).
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