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RESUMO

No metabolismo vegetal, os metabolitos primarios estdo envolvidos em processos vitais
que sdo essenciais para a vida do organismo como a fotossintese e a respiragdo. Por outro lado,
os componentes do metabolismo secundario tais como terpenos, flavonoides, alcaldides atuam
conferindo vantagens para a perpetuacao e sobrevivéncia das espécies em seus ecossistemas,
sendo fundamentais nas interacdes entre as plantas e o ambiente. Muitos desses metabdlitos
secundarios apresentam propriedades bioldgicas que os tornam recursos terapéuticos valiosos.

A planta Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty, anteriormente conhecida como
Vetiveria zizanioides (L.) Nash e popularmente chamada de grama de vetiver, ¢ utilizada na
medicina etnofarmacologica para tratar diversas condigdes, incluindo reumatismo, entorses e
infecgcdes. O dleo essencial extraido das raizes de C. zizanioides ¢ amplamente reconhecido na
medicina tradicional por suas propriedades antibidticas, antifungicas, antimaldricas, anti-
inflamatorias, antiacidas, carminativas, estimulantes e antidiabéticas.

Entretanto, a utilizagdo de 6leos essenciais pode apresentar limitagdes devido a sua
volatilidade, instabilidade quimica e baixa solubilidade em 4agua. Nesse contexto, sistemas de
liberagdo modificada, como o encapsulamento de substincias em [-ciclodextrina (B-CD),
surgem como alternativas tecnologicas para superar esses desafios. Este estudo teve como
objetivo principal preparar o complexo de inclusdo do 6leo essencial das raizes de C.
zizanioides em B-CD, caracterizar seus constituintes quimicos e avaliar as atividades biologicas
(antibacteriana e citotoxicidade) tanto do 6leo essencial quanto do complexo.

O complexo de inclusdo foi preparado utilizando a técnica de secagem por atomizagao
em spray-dryer, resultando em uma porcentagem de inclusdo de 45,17% para o cedr-8-en-13-
ol e um rendimento de 19,24% para o p6 do complexo. As andlises fisico-quimicas realizadas
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) mostraram o
carreamento seletivo de alguns constituintes do o6leo essencial no complexo com B-CD,
incluindo delta-Selineno e gamma-Gurjuneno epdxido, com o Cedr-8-en-13-0l como
componente majoritario, reconhecido na literatura por sua atividade antimicrobiana.

A composicao quimica do 6leo permitiu, por meio de analises in silico, a predi¢ao de
atividades biologicas (antineoplasica, antitumoral, antibacteriana, antifingica e anti-
inflamatéria) e seus mecanismos de agdo, como a inibi¢do da sintese de colesterol, da
biossintese da parede celular e da expressdao de MMPO. A atividade antibacteriana foi avaliada
in vitro contra Staphylococcus aureus N315 (MRSA) resistente a meticilina, além de analises
sobre a viabilidade celular em linhagens tumorais (SK-MEL-103, melanoma e PC-3, prostata)
e nao tumorais em culturas de células de fibroblasto (3T3) e queratindcitos (HaCat),
comparando os efeitos do 6leo essencial puro e do encapsulado em B-CD. De modo geral, o
oleo essencial de C. zizanioides e seu complexo de inclusdo em B-CD apresentaram baixa
toxicidade para as linhagens ndo tumoral 3T3 com valores de ICso maiores que 250 pg/mL e o
complexo de inclusdo do 6leo essencial em B-CD mostrou uma redu¢do da viabilidade para SK-
MEL-103 (ICs0=73,74 pg/mL). Tanto o 6leo essencial como seu complexo apresentaram agao
antibacteriana a 200 pg/mL frente a Staphylococcus aureus (N315), resistente a meticilina. Os
dados obtidos indicam que o 6leo essencial das raizes de C. zizanioides e seu complexo de
inclusdo em [B-ciclodextrina apresentam potencial como fonte de substancias bioativas. Com
1sso, foi conduzido um estudo que envolveu o 6leo essencial de C. zizanioides em complexo de
inclusdo em B-CD, utilizando abordagens que vao desde o desenvolvimento tecnologico até a
avaliacdo de suas propriedades biologicas e citotoxicidade. O objetivo foi explorar novas
moléculas e insumos biologicamente ativos.

Palavras-chave: Oleo essencial, Chrysopogon zizanioides, B-Ciclodextrina, antibidtico,
Citotoxicidade, Bioensaios.



ABSTRACT

In plant metabolism, primary metabolites are involved in vital processes that are
essential for the life of the organism, such as photosynthesis and respiration. On the other hand,
components of secondary metabolism, such as terpenes, flavonoids, and alkaloids, act by
conferring advantages for the perpetuation and survival of species in their ecosystems, and are
fundamental in the interactions between plants and the environment. Many of these secondary
metabolites have biological properties that make them valuable therapeutic resources.

The plant Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty, formerly known as Vetiveria
zizanioides (L.) Nash and popularly called vetiver grass, is used in ethnopharmacological
medicine to treat various conditions, including rheumatism, sprains and infections. The
essential oil extracted from the roots of C. zizanioides is widely recognized in traditional
medicine for its antibiotic, antifungal, antimalarial, anti-inflammatory, antacid, carminative,
stimulant and antidiabetic properties.

However, the use of essential oils may present limitations due to their volatility,
chemical instability and low solubility in water. In this context, modified release systems, such
as encapsulation of substances in -cyclodextrin (B-CD), emerge as technological alternatives
to overcome these challenges. The main objective of this study was to prepare the inclusion
complex of the essential oil from the roots of C. zizanioides in -CD, characterize its chemical
constituents and evaluate the biological activities (antibacterial and cytotoxicity) of both the
essential oil and the complex. The inclusion complex was prepared using the spray-dryer
atomization drying technique, resulting in an inclusion percentage of 45.17% for cedr-8-en-13-
ol and a yield of 19.24% for the powder of the complex. Physicochemical analyses performed
by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) showed the selective
transport of some constituents of the essential oil in the complex with 3-CD, including delta-
Selinene and gamma-Gurjunene epoxide, with Cedr-8-en-13-ol as the major component,
recognized in the literature for its antimicrobial activity.

The chemical composition of the oil allowed, through in silico analyses, the prediction
of biological activities (antineoplastic, antitumor, antibacterial, antifungal and anti-
inflammatory) and their mechanisms of action, such as the inhibition of cholesterol synthesis,
cell wall biosynthesis and MMP9 expression. The antibacterial activity was evaluated in vitro
against methicillin-resistant Staphylococcus aureus N315 (MRSA), in addition to analyses on
cell viability in tumor cell lines (SK-MEL-103, melanoma and PC-3, prostate) and non-tumor
cell lines in fibroblast (3T3) and keratinocyte (HaCat) cell cultures, comparing the effects of
the pure essential oil and that encapsulated in -CD.

In general, the essential oil of C. zizanioides and its inclusion complex in -CD showed
low toxicity for the non-tumor cell lines 3T3 with 1C50 values greater than 250 pug/mL and the
inclusion complex of the essential oil in B-CD showed a reduction in viability for SK-MEL-103
(1C50=73.74 ug/mL). Both the essential oil and its complex showed antibacterial action at 200
pg/mL against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (N315). The data obtained indicate
that the essential oil from the roots of C. zizanioides and its inclusion complex in -cyclodextrin
have potential as a source of bioactive substances. Therefore, a study was conducted involving
the essential oil of C. zizanioides in an inclusion complex in B-CD, using approaches ranging
from technological development to the evaluation of its biological properties and cytotoxicity.
The objective was to explore new molecules and biologically active inputs.

Keywords: Essential oil, Chrysopogon zizanioides, -Cyclodextrin, antibiotic, Cytotoxicity,
Bioassays.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais com fins teraputicos tem raizes historicas em diversas
culturas e ¢ importante recurso para a preservacao da saude. Nos ultimos anos, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) tem promovido o aprofundamento de estudos cientificos sobre
plantas medicinais visando compreender melhor os beneficios que seus constituintes bioativos
podem oferecer a saude humana. Fatores como o baixo custo ¢ a facilidade de uso tém
impulsionado a integracdo das plantas medicinais em praticas de saide contemporaneas
(Molina et al., 2008; Newman et al., 2016).

Conhecimentos populares sobre o uso de plantas medicinais sdo frequentemente
transmitidos de geracdo em geracdo, contribuindo para a difusdo de suas propriedades
terapéuticas. Mesmo que muitos desses compostos ainda ndo tenham sido completamente
caracterizados quimicamente, suas aplicacdes na cura e prevencdo de doengas datam de praticas
medicinais antigas (Veiga Jr. et al., 2005; Simdes et al., 2007).

Nos organismos vegetais, 0os metabolitos sdo divididos em primarios, que essenciais
para a vida da planta, como proteinas e aglcares, e secundarios, que desempenham papéis
cruciais nas interagdes com o ambiente como terpenos e alcaloides. Metabdlitos secundarios,
por exemplo, auxiliam na defesa contra predadores e patdgenos, além de atrair polinizadores,
conferindo vantagens adaptativas as plantas (Souza et al., 2002; Simdes et al., 2007). Muitos
desses compostos secundarios tém despertado grande interesse no campo farmacéutico devido
aos seus potenciais propriedades terapéuticas.

Entre 1981 e 2010, uma significativa proporcao dos medicamentos langcados no mercado
continha principios ativos derivados de produtos naturais. Aproximadamente 4,72% dos
farmacos tinham compostos naturais como base, e 41,86% eram moléculas semissintéticas,
derivadas de substancias naturais (Newman et al., 2016). Além disso, 0os metabolitos
secundarios sdo frequentemente usados como protétipos para o desenvolvimento de novos
medicamentos fitoterdpicos, que possuem seguranca e eficacia comprovadas ANVISA. (2014).

Os oleos essenciais (OEs), compostos volateis derivados do metabolismo secundéario
das plantas, séo amplamente utilizados nas indudstrias farmacéutica, cosmética e alimenticia.
Esses 6leos consistem em uma complexa mistura de compostos, como terpenos e fenadis, e sao

conhecidos por suas propriedades terapéuticas, sendo frequentemente extraidos por métodos
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como o arraste a vapor Morais. (2009). Um exemplo notavel € o anti-inflamatério Acheflan®,
que utiliza o dleo essencial da erva-baleeira, Cordia verbenacea, como seu principal ativo, um
terpeno padronizado em 2,3-2,9% de a-humuleno Aché. (2015).

Os OEs apresentam solubilidade limitada em agua e sdo propensos a instabilidade
quimica, fatores que podem afetar sua bioatividade. No entanto, a encapsulacdo desses
compostos em ciclodextrinas tem sido investigada como uma solucdo eficaz para aumentar sua
solubilidade e estabilidade, melhorando seu potencial terapéutico (Morais, 2009). Este método
permite que substancias bioativas volateis, como monoterpenos, sejam protegidas contra a

degradacdo e volatilizagdo, promovendo maior eficacia terapéutica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 consideracdes gerais sobre Chrysopogon zizanioides: possiveis aplica¢@es terapéuticas
e diversidade de constituintes volateis
Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty (CZ), nome atualmente aceito de sinonimia

anteriormente conhecida como Vetiveria zizanioides (L.) Nash e comumente chamado de grama
de vetiver é uma planta pertencente a familia Poaceae (Figura 1). E perene e densamente
adornada, os colmos séo eretos e sua aparéncia é semelhante a do capim-liméo. As raizes da
CZ (CZR) sao fortes, esponjosas e aromaticas e sua distribuicdo € massiva e compacta. As
condigdes ideais de crescimento de C. zizanioides em seu habitat natural envolvem solos
arenosos profundos com uma faixa de pH de 3-11, uma altitude de até 2000 m., uma faixa de
temperatura entre 18 e 25 ° C, chuvas de 700 mm e exposic¢éo ao sol. No que diz respeito a sua
distribuicdo geografica, a maioria dos textos botanicos relata que a CZ é nativa das regies
tropicais do norte da India. Atualmente, ¢ distribuido em todo o mundo onde quer que as
condigdes ambientais sejam adequadas para o seu desenvolvimento (Chou et al., 2016).

A parte mais interessante da CZ é sua raiz, que é usada para diversos fins. Um dos usos
mais conhecidos é o controle da erosdo de sedimentos, mas também é usado para conservagéao
do solo e da 4gua, manejo agroflorestal, tratamento de aguas residuais, mitigacdo da poluigéo,
controle de inundacdes, entre outros. A remogdo de metais e xenobidticos de solos poluidos sdo
caracteristicas da CZ muito exploradas nas Ultimas décadas. Estudos demonstraram a

capacidade de remocéo de substancias como fenol, brometo de etidio, benzo [a] pireno, atrazina
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e explosivos como TNT em condigfes aquosas. Altas porcentagens de absor¢do de metais
pesados foram relatadas em estudos anteriores, como Pb (98%), Cu (54%), Zn (41%) e Cd

Figura 1. Fotografias da planta total e das partes aéreas e raizes de Chrysopogon zizanioides

(Fonte: autor)

Diferentes partes da CZ sdo usadas no tratamento etnofarmacoldgico de doencas. Por
exemplo, suas folhas séo usadas para tratar lumbago, reumatismo, entorses e como anti-
helmintico. A decoc¢do do caule é empregada para aliviar a infec¢do do trato urinario. No
entanto, a raiz € a parte mais utilizada, ndo apenas na etnofarmacologia, mas em muitas outras
areas, como as industrias de cosméticos e alimentos. (Pareek et al., 2013; Chia., 2016; Chou et
al., 2016; Ramirez-Rueda et al., 2019).

A complexidade da composicdo quimica do 6leo essencial das raizes de CZ é
responsavel por varias atividades bioldgicas. Existem varios relatos de atividade antimicrobiana
de OE e extratos de CZR, tendo atividade em um amplo espectro de microrganismos. Os
microrganismos suscetiveis a EO’s e extratos de CZ sdo bactérias como Staphylococcus.
aureus, S. saprophyticus, S. pyogenes, E. faecalis, E. coli, M. tuberculosis; e fungos como A.
fumigatus, M. canis, T. rubrum e C. albicans. A atividade anti-biofilme foi bem-sucedida contra
S. aureus resistente a meticilina (Kannappan, et al., 2017). Fra¢fes e compostos isolados de
CZR também tém atividade antimicrobiana contra diferentes microorganismos como M.
smegmatis, T. mentagrophytes, M. gypsum, A. niger, entre outros (Gupta et al., 2012; Santos et
al., 2014; Prajna et al., 2013).

A principal raz&o para investigar compostos antibacterianos da CZR-EO é a deficiéncia
de substancias/insumos ativos para o tratamento da resisténcia antimicrobiana (Moloney,
1988). Segundo Ramirez-Rueda et al. (2019), com base em analise empregando bioautografia
por CCD/anélise por CG-MS, foi relatada a atividade antimicrobiana da CZR-EO e suas fraces
contra dois modelos de bactérias multirresistentes (MDR), com indica¢Bes desses compostos
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que podem ter um papel importante. Constituintes do 6leo essencial das raizes de CZ como
Cedr-8-en-13-ol, 6-isopropenil-4,8a-dimetil- 1,2,3,5,6,7,8,8a-octa-hidro-naftalen-2-ol, Sel-
Selineno, Gurjunenepoxide-(2) e solavetivona sdo as substancias com maior relevancia na
atividade antibacteriana contra os modelos de bactérias multi-droga resistentes (MDR)
utilizados Ramirez-Rueda et al. (2019) (vide Figura 2).

O trabalho escrito por Chahal et al. (2015) aborda o emprego do 6leo essencial de
vetiveria em seus variados usos bioldgicos até o periodo de 2015.

Na realizacdo desta revisdo de literatura a maioria das publicacbes denominava esta
planta como Vetiveria zizanioides, mas no trabalho mais recente de Ramirez-Rueda et al. (2019)
nomeia como C. zizanioides mostrando que houve uma renomeacéo taxonémica, fato podendo
ser observado nas tabelas abaixo com os resultados das pesquisas utilizando o cruzamento de

palavras chaves e também alguns descritores.

Tabela 1. NUmero de artigos encontrados nos cruzamentos de palavras Web of Science

essential antibacterial chemical biological
Web of Science oils activity components activity

Vetiveria 23 10 5 7

Vetiver 48 7 8 6

Vetiveria zizanioides 23 9 5 7

Chrysopogon 16 1 2 5
Chrysopogon

Zizanioides 15 1 2 4

Tabela 2. NUmero de artigos encontrados nos cruzamentos de palavras no Scopus.

essential antibacterial chemical biological

Scopus oils activity components activity
Vetiveria 50 15 23 12
Vetiver 65 4 17 9
vetiveria zizanioides 37 8 9 12
Chrysopogon 29 5 7 8

Chrysopogon

Zizanioides 24 4 7 7

A C. zizanioides é uma planta pertencente a familia Poaceae, uma planta alta com
sistema radicular forte e raizes profundas podendo atingir até 3 metros de profundidade

carregando em suas raizes O6leo essencial, importantes substancias responsaveis por
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propriedades medicinais e aromaticas. Podem ser encontradas no Sul da Asia, Bangladesh, ilha
do Ceildo, Birmanés e Africa tropical, onde provavelmente é originario da India.

A C. zizanioides apresenta resisténcia a varios estimulos ambientais sejam eles,
temperaturas elevadas, enchentes, secas, metais pesados, doencas e pragas. E pode ser aplicada
em diversos ramos de segmentos como, fragrancias, 6leos essenciais, medicina e alimentos,
isso justifica seu plantio em mais de 120 paises. Com amplas propriedades e usos que esta
planta carrega, é necessario caracterizar os compostos explorando as estruturas quimicas da
raiz, nos compostos do metabolismo primario estdo presentes, sesquiterpenos e seus
descendentes sesquiterpenos alcoois, cetonas e hidrocarbonetos. J& no metabolismo secundario
é encontrado esterdides, fendis, flavonoides, saponinas, sesquiterpenos, taninos, terpendides e
triterpenos.

As ferramentas para a realizacdo do artigo foram sites de fontes bibliograficas como
Web of Sciences e Scopus. Grande parte dos artigos publicados nos ultimos 5 anos remetem a
fitorremediacdo, onde as plantas sdo utilizadas para remogéo de substancias presentes no solo

como metais pesados.

2.1.1 Composicao quimica

As formas de cultivo, condicGes de clima e solo podem interferir nas concentracdes das
substancias presentes na planta tendo conhecimento disto foram observadas as substancias de
maior concentragao.

O trabalho liderado por Cheaha et al. (2016) cujo objetivo foi investigar seu uso
terapéutico melhorar o estado de alerta e a execucgéo de tarefas das pessoas identificaram em
suas analises por CG-EM do 6leo obtido da Tailandia the Doi Kham shop os seguintes
compostos majoritarios: B-vetivenene, Khusimol, vetivenic acid e a- vetivone.

Em busca de agentes com propriedades protetoras de frutos na agricultura os 6leos
essenciais podem ser utilizados como biopesticidas, assim com a ampla aplicacdo de 0leos
essenciais em diversas areas este foi investigado, e identificado as substancias de maiores
concentragdes, a planta foi obtida Western Ghats, Tirunelveli, Sul da Asia, Cedr-8-en-13-op
(14.5 %), B-Guaiene e 3,8-Dimethyl-4-(1-methylethylidene)-2,4,6,7,8,8a-Hexahydro-(7.72 %)
Atif et al. (2020).

No estudo de Andreea David et al. (2019) investigando diferentes métodos extrativos

foram detectados os seguintes compostos de maior concentragdo analisados através da
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cromatografia gasosa e espectrometria de massa, valerenol (18.48%), valerenal (10.21%), and
-Cadinene (6.23%).

Em outro estudo, Kansiree Jindapunnapat et al. (2018), as substancias identificadas em
maiores concentracoes foram 0 sesquiterpeno acido 3,3,8,8-
tetramethyltricyclo[5.1.0.0(2,4)]oct5-ene-5-propanoico e o é&lcool 6-isopropenyl-4,8a-
dimethyl-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydronaphthalen-2-ol no 6leo essencial de planta originaria da
Tailandia (vide Figura 2).

Estudo em busca de agentes com atividade antimicrobiana para microrganismos que
afetam o sistema reprodutivo, os autores reportaram a composi¢do quimica do éleo descrevendo
0s seguintes constituintes quimicos, B-vetivenene (7.42%) and khusenol (5.24%) Kacaniova et
al. (2020).

Um estudo realizando apenas a planta a Chou et al. (2016), identificou cedr-8-en-13-ol
(12.4%), a-amorphene (7.80%), B-vatirenene (B-vetivenene, 5.94%), and cc (5.91%)

Em um outro estudo realizado na UNICAMP Ramirez-Rueda et al. (2019) ao investigar
substancias com atividade antimicrobiana, realizaram a analise do 6leo por CG-EM onde foram
identificados 37 constituintes quimicos com um total de 51 picos e foi possivel observar que as
substancias majoritarias foram Cedr-8-en-13-ol e B-Vatirenene.

Os dados mostram que dependendo da forma de cultivo e da regido de origem da planta
C. zizanioides os constituintes quimicos de seu 6leo essencial podem variar, com isso podendo
mudar a atividade bioldgica e suas aplicacdes.

Na Tabela 3 sdo apresentadas informacgdes dos constituintes reportados para o 6leo

essencial de C. zizanioides e na Figura 2 suas estruturas quimicas.
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Tabela 3: Informacgdes dos constituintes quimicos reportados para o Oleo essencial de

Chrysopogon zizanioides

Método de
. parte R extracio/
Diversidades de constituintes Referéncia | "0 fia Origem da trabalhad Aplchag:(.)es produto
espécie planta terapeéuticas A .
a orgénico
volatil
Melhorar o
B-vetivenene, Khusimol, vetivenic | Cheaha et al., Ifetzv.er? a A 1 NE.IO I T
. . zizanioide | Tailandia | mencionad alertae a compra do
acid, a- vetivone 2016 ~ .
s o execucdo de oleo
tarefas.
Prote¢ao das
Cadr-8-en-13-ol, B-Guaiene, 3,8- Atif et al Vetiveria frutas pos Meétodo de
Dimethyl-4-(1-methylethylidene)- 2020 ? | zizanioide | Sul da Asia Raiz colheita hidrodestilaga
2,4,6,7,8,8a-Hexahydro K contra o
bactérias.
Solvente
Avaliar ecologico,
.. etanol
atividade .
Vetiveria contra gram- pressurizado
. Davidetal.,, | . .. . . S com CO2 ou
valerenol, valerenal, f-Cadinene zizanioide China Raiz positivas
2019 etanol
§ como expandido
Staphylococcu com disxido
s aureus.
de carbono
(CXE)
3,3.8,8- Investigacdo
tetramethyltricyclo[3. 1.' 0'0(.2’4)]0Ct Jindapunnap | Vetiveria de compostos Extragdo
5-ene-5-propanoic acid R . . .
. - atetal., zizanioide | Porto Rico Raiz ativos contra aquosos e
6-isopropenyl-4,8a-dimethyl- 2018b s Meloidogyne etandlico
1,2,3,5.,6,7.8,8a-octahydro- P n:‘%
naphthalen-2-o grita.
avaliar as
propriedades
wrs Vetiveria quimicas e Destilagao a
. Kacéniovaet | . . . . . .
B-vetivenene, khuseno al. 2020 zizanioide Nitra Raiz antibacteriana vapor de
” s s contra raizes secas
Staphylococcu
S Spp.
cedr-8-en-13-ol, a-amorphene, f- | Chou et al., I./etzv.er.z a N?O N?O uma revisao Nao
. . zizanioide | mencionad | mencionad e, .
vetivenene, o-gurjunene 2016 P R R bibliografica | mencionado
CHs
CHs
- 0
/ | —
OH HO
B-vetivenene Khusimol vetivenic acid
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pes

a- vetivone B-Guaiene

5

3,8-Dimethyl-4-(1-methylethylidene)-2.,4,6,7,8,8a-Hexahydro

A
o) O.__H
3 H S H
;Iv" [j H
: H N
valerenol valerenal B-Cadinene

O
OH

3,3,8,8-tetramethyltricyclo[5.1.0.0(2,4)]oct5-ene-5-propanoic acid

H ‘ I
"0

6-isopropenyl-4,8a-dimethyl-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-naphthalen-2-o0
H

; X

cedr-8-en-13-ol a-amorphene a-gurjunene
Figura 2. Estrutura quimica de alguns dos constituintes volateis relatados para o 6leo essencial

de Chrysopogon zizanioides
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2.1.2 Propriedades bioldgicas do 6leo essencial de C. zizanioides
2.1.2.1 Antimicrobiana

Estudos mais recentes tém avaliado o efeito antibacteriano do dleo essencial de C.
zizanioides e os resultados de um trabalho conduzido por Efe (2019) mostraram atividade
antibacteriana do 6leo essencial para as cepas indicadoras Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC
13315, com valor de concentragdo inibitéria minima de 500ug/mL.

O oleo essencial de C. zizanioides quando associado ao 6leo essencial Pogostemon
patchouli mostrou atividade contra bactérias resistentes a antimicrobianos, como
Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 43300) e MRSA (ATCC 33592) resistente a
gentamicina, com valores de concentracao inibitéria minima variaram de 0,06- 0,25 mg/mL Efe
(2019).

Segundo Ramirez-Rueda et al. (2019), com base em analise empregando ensaios de
bioautografia por CCD/anélise por CG-EM, reportaram atividade antimicrobiana do 0leo
essencial de C. zizanioides e das fraces deste 6leo essencial frente bactérias multirresistentes
a antibioticos (MDR), com indicacdes de que substancias como cedr-8-en-13-ol, 6-isopropenil-
4,8a-dimetil- 1,2,3,5,6,7,8,8a-octa-hidro-naftalen-2-ol, Sel-Selineno, Gurjunenepoxide-(2) e
solavetivona estdo dentre os constituintes do 6leo essencial com maior relevancia em termos de
atividade antibacteriana.

Os resultados sobre o uso do dleo essencial extraido das raizes de C. zizanioides na
atividade antimicrobiana contra cepas resistentes, como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), foram investigados utilizando extratos de etanol, hexano e agua. Foi
realizado o ensaio de difusdo em disco para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM).
Entre os extratos testados, a agua nao apresentou atividade inibitoria. O extrato de hexano
demonstrou a menor concentracéo inibitoria, variando de 0,003 a 0,032 mg/mL, indicando que
0S compostos ativos de baixa polaridade presentes no extrato de hexano podem estar
relacionados a sua atividade antimicrobiana. O extrato de etanol apresentou uma CIM de 0,009
a 0,48 mg/mL Kannappan et al. (2017).

Swain et al. (2017) investigaram a sintese verde de nanoparticulas de ouro usando
extratos de raiz e folha de Vetiveria zizanioides e Cannabis sativa, além de suas atividades
antifungicas. Essa metodologia se destaca por seu baixo custo, facil execucdo e carater

ecologicamente amigavel. Os resultados mostraram uma zona de inibicdo significativa quando
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comparada a sintese quimica de nanoparticulas de prata. Os testes foram realizados em fungos
como Penicillium sp., Mucor sp., Fusarium sp., Aspergillus sp., Aspergillus flavus e Aspergillus
fumigatus. Esses achados indicam um potencial uso das nanoparticulas verdes na producdo de
medicamentos para a industria farmacéutica, além das vantagens ambientais dessa abordagem.

Jindapunnapat et al. (2018) avaliaram a atividade dos extratos e do dleo essencial de
vetiver contra Meloidogyne incognita. Submetido a analise cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa as duas substancias encontradas em maior concentracdo foram acido:
sesquiterpénico 3,3,8,8- tetrametiltriciclo [5.1.0.0 (2,4)] oct5-eno-5-propandico acido e o alcool
sesquiterpeno 6-isopropenil- 4,8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidronaftalen-2-ol.

Apesar destes componentes serem 0s de maior concentragéo, os extratos aquosos foram
0s responsaveis por matar 70% em comparacao com o0s extratos de etanol que fora apenas de
40% Jindapunnapat et al. (2018).

2.1.2.2 Repelente
A atividade repelente de quatro compostos isolados do 6éleo essencial de C. zizanioides

foi avaliada. Entre eles, o isolongifolene e o vetiverol apresentaram resultados promissores,
conforme demonstrado no estudo de Tisgratog et al. (2016). Os ensaios de irritacdo por contato
e de repeléncia espacial indicaram que essas substancias possuem potencial repelente, embora

seja necessaria a realizacdo de mais pesquisas para confirmar esses resultados.

2.1.2.3 Sedativa e hipnética
Outro estudo que explorou o uso do éleo essencial de Vetiveria zizanioides focou na

caracterizacdo de polimeros encapsulados com o 6leo essencial para a avaliacdo da atividade
sedativa e hipndtica. Nesse trabalho, foi utilizado um sistema polimérico biocompativel,
composto por alginato de sodio associado a goma gelana ou goma Karaya. Os resultados
mostraram que as microcapsulas poliméricas encapsuladas reduziram a motilidade em relacdo
ao grupo controle, sugerindo um potencial uso terapéutico. Essa tecnologia é relevante, pois um
sistema de liberacdo prolongada proporciona um maior tempo de acdo do farmaco no
organismo, reduzindo a quantidade necessaria e estabilizando os niveis terapéuticos. Isso, por
sua vez, diminui os riscos de efeitos adversos e melhora a ades@o do paciente ao tratamento Ali
et al. (2020).

2.1.2.3 Métodos extrativos
Com a crescente preocupacdo com o meio ambiente, métodos extrativos sustentaveis

em quimica verde tém sido investigados para substituir os métodos tradicionais, David et al.
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(2019) analisaram a utilizag@o de etanol pressurizado com COs: e etanol expandido com dioxido
de carbono para a extragdo e isolamento do 6leo essencial de Vetiveria zizanioides. O estudo
incluiu uma avaliagdo comparativa com a hidrodestilacdo convencional. Por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa, foram identificados trés compostos
majoritarios: valerenol (18,48%), valerenal (10,21%) e beta-Cadinene (6,23%). Notavelmente,
0 método alternativo resultou na identificagdo de 48 compostos a menos em comparagdo com
a hidrodestilacéo. Nos testes antimicrobianos contra Staphylococcus aureus, ambos os métodos

apresentaram eficacias semelhantes contra bactérias Gram-positivas.

2.2 Consideracdes gerais sobre ciclodextrinas
Sistemas de liberacdo modificada sdo amplamente utilizados para otimizar a eficacia e

o perfil terapéutico de substancias bioativas, incluindo os 6leos essenciais. Nos anos recentes,
verificou-se um crescimento consideravel no interesse por produtos desenvolvidos a partir de
ingredientes naturais, incluindo cosméticos e medicamentos, devido ao seu potencial
terapéutico e valor estratégico em diversos setores industriais e econémicos.

Entre esses sistemas, 0s complexos de inclusdo com ciclodextrinas (CDs) destacam-se
pela capacidade de estabilizar e proteger uma ampla gama de substancias. Estudos demonstram
gue a inclusdo de moléculas bioativas em CDs pode melhorar suas propriedades
farmacoldgicas, proporcionando maior seguranca e eficacia. As ciclodextrinas sdo
particularmente eficazes em melhorar a solubilidade em agua de compostos de baixa
solubilidade, além de melhorar sua absorcdo e durabilidade. Dado que, sdo frequentemente
empregadas para reduzir efeitos adversos, como irritacdes gastrointestinais causadas por certos
farmacos, transformar liquidos em microcristais ou pds nao cristalinos, e evitar interacdes
indesejadas entre substancias ativas e excipientes (Dollo et al., 1998; Loftsson et al., 2001;
Loftsson et al., 2005; Loftsson et al., 2007).

As CDs sdo macrociclicos derivados de agUcares e resultam da degradacdo enzimatica
da ciclodextrina-glicosiltransferase. Essas moléculas formam uma familia de oligossacarideos
composta por seis (alfa-CD), sete (beta-CD) ou oito (gama-CD) unidades de glicose, conectados
por ligagdes a-(1,4). As CDs possuem um espaco interno hidrofobica e uma superficie externa
hidrofilica, o que facilita a inclusdo de uma ampla variedade de moléculas em sua estrutura
Ruktanonchai et al. (2011). A disposicdo dessas unidades de glicose cria uma estrutura
adequada para criar complexos de inclusdo com compostos bioativos, como mostrado em

estudos prévios Mourtzinos et al. (2008).
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Figura 2: Estrutura geral da ciclodextrina.

As ciclodextrinas (CDs) tém a capacidade de criar complexos de inclusdo com uma
vasta gama de substancias, o que tem atraido a atengdo da indudstria farmacéutica para o
desenvolvimento de novos produtos. A criacdo desses complexos tem demonstrado resultados
positivos, melhorando as propriedades farmacolégicas de diversos compostos bioativos, como
aumento da eficécia terapéutica e maior seguranga no uso de farmacos.

As moléculas encapsuladas se ligam a cavidade interna das CDs por meio de interagoes
dipolo-dipolo e de forcas de Van der Waals (Li et al., 2007; Marreto et al., 2008). Esses
complexos sdo mantidos por meio de interagdes ndo covalentes, resultando em uma estabilidade
dindmico em que a molécula convidada alterna entre associar-se e dissociar-se da cavidade da
ciclodextrina. Naturalmente, as CDs (a, ¢ ) em meio aquoso contém particulas de agua em
seus espacos apolares, mas essas moléculas podem ser substituidas por outras menos polares,
proporcionando a encapsulacdo de substancias ativas. A relacdo estequiométrica mais comum
¢ de 1:1, embora outras propor¢des também possam ocorrer, como 2:1 ou 1:2 (ligante: p-CD)

De Jesus. (2006).
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A inclusdo de moléculas em ciclodextrinas pode ser verificada através de varias técnicas
analiticas, como fluorescéncia, espectroscopia de UV-Vis, ressonancia magnética nuclednica e
espectroscopia no infravermelho. A reatividade dos compostos encapsulados tende a ser
reduzida, conferindo-lhes maior estabilidade quimica De Jesus. (2006). Além disso, o complexo
formado geralmente apresenta maior resisténcia a volatilizacdo e a sublimacdo, com uma
significativa melhora na solubilidade das substancias encapsuladas.

Cerca de 40% dos insucessos no desenvolvimento de novos medicamentos estdo
relacionados a problemas de dissolucdo e permeabilidade, fatores que podem ser mitigados com
0 uso de CDs Davis e Brewster. (2004). No caso de 6leos essenciais, que sdo frequentemente
instaveis e pouco sollveis em agua, a encapsulagdo com CDs é especialmente eficaz para
melhorar sua solubilidade e estabilidade. Técnicas de encapsulacdo com CDs tém mostrado
bons resultados na protecdo de compostos volateis, como 0s monoterpenos, que Sdo 0S
principais componentes dos 6leos essenciais (Shiga et al., 2003; Szente et al., 2004; Li et al.,
2007; Ruktanonchai et al., 2011).

No campo da terapia, a oferta de agentes quimioterapicos eficazes ¢é limitada, sobretudo
devido a baixa solubilidade, toxicidade elevada e necessidade de tratamentos prolongados. A
encapsulacdo de farmacos em CDs apresenta-se como uma estratégia promissora para superar
essas limitagdes, otimizando a eficacia e seguranca desses compostos (Soares & Cury, 2001;
Bisignano et al., 1999).

Até o presente momento ndao foram identificados na literatura pesquisas tecnolégicas
com o 6leo essencial de C. zizanioides visando sistemas de liberacdo modificada deste dleo
essencial como bioativo em complexo de encapsulacdo em B-ciclodextrina (B-CD). Assim, com
0 estudo proposto pretende-se investigar novas fontes de agentes antimicrobianos de fonte
natural em estudo com uma abordagem interdisciplinar, inovadora e contemporanea, utilizando
bioensaios laboratoriais, pesquisa em tecnologia farmacéutica e técnicas analiticos para

conduzir a investigacdo quimica e biol6gico com dleo essencial de C. zizanioides.
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3. JUSTIFICATIVA

Nas Ultimas décadas, o interesse por produtos derivados de substancias naturais, como
cosméticos e medicamentos, tem crescido significativamente. Esses produtos nao apenas
oferecem novas opcdes terapéuticas, mas também agregam valor econémico devido ao seu
potencial industrial diversificado.

Sistemas de liberagdo controlada tém sido amplamente investigados para otimizar a
eficacia de moléculas bioativas, especialmente no que se refere a 6leos essenciais e outros
compostos volateis. Entre esses sistemas, as ciclodextrinas (CDs) se destacam pela sua
capacidade de criar complexos de inclusdo com diversos compostos, proporcionando maior
estabilidade e protecdo a compostos sensiveis. Estudos tém demonstrado que a formacgéo desses
complexos melhora as caracteristicas farmacologicas dos medicamentos, elevando sua
seguranca e eficacia.

A principal vantagem do uso de CDs esté na sua capacidade de aumentar a solubilidade
aquosa de compostos que, de outra forma, teriam baixa biodisponibilidade, além de estabilizar
moléculas bioativas. Elas podem, por exemplo, reduzir efeitos colaterais, como irritacéo
gastrointestinal, e melhorar a manipulacdo de substancias ao transforma-las em microcristais
ou p6s amorfos. Além disso, as CDs também ajudam a evitar interacfes indesejadas entre
distintos medicamentos ou entre medicamentos e excipientes (Dollo et al., 1998; Loftsson et
al., 2001; Loftsson et al., 2005; Loftsson et al., 2007).

Dada a crescente demanda por soluces que melhorem a eficiéncia e a estabilidade de
moléculas bioativas, o estudo das CDs como veiculos para liberagdo sustentada representa uma
relevante contribuicdo para a elaboracéo de novas abordagens terapéuticas.

Diferentes partes de C. zizanioides sdo usadas no tratamento etnofarmacoldgico de
doencas. Por exemplo, suas folhas sdo usadas para tratar lumbago, reumatismo, entorses e como
anti-helmintico. A decoccédo do caule é empregada para aliviar a infeccdo do trato urinario. No
entanto, a raiz € a parte mais utilizada, ndo apenas na etnofarmacologia, mas em muitas outras
areas, como as industrias de cosméticos e alimentos. O 6leo essencial das raizes de C. zizaniodes
é utilizado na medicina tradicional como medicamento antibi6tico, antifingico, antimalarico,
anti-inflamatorio, antiacido, carminativo, diaforético, estimulante e antidiabético (Chou et al.,
2016; Ramirez-Rueda et al., 2019). Existem varios relatos de atividade antimicrobiana de OE
e extratos de CZR, tendo atividade em um amplo espectro de microrganismos. Os
microrganismos suscetiveis a EOs e extratos de CZ sdo bactérias como S. aureus, S.

saprophyticus, S. pyogenes, E. faecalis, E. coli, M. tuberculosis; e fungos como A. fumigatus,
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M. canis, T. rubrum e C. albicans. A atividade anti-biofilme foi bem-sucedida contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina Kannappan, et al. (2017). Fracfes e compostos
isolados de CZR também tém atividade antimicrobiana contra diferentes microorganismos
como M. smegmatis, T. mentagrophytes, M. gypsum, A. niger, entre outros (Gupta et al., 2012;
Santos et al., 2014; Prajana et al., 2013).

A principal razdo para investigar compostos antibacterianos da CZR-EO ¢ a deficiéncia
de substancias/ingredientes ativos no tratamento da resisténcia antimicrobiana e de buscar
maior sistemas drug-delivery que melhorem a eficacia e aumentando a seguranca deste bioativo
Moloney. (2016). Segundo Ramirez-Rueda et al. (2019), com base em analise empregando
bioautografia por CCD/analise por GC-MS, foi relatada a atividade antimicrobiana da CZR-EO
e suas fracbes contra dois modelos de bactérias multirresisténcias (MDR), com indicacdes
desses compostos que podem ter um papel importante. Constituintes do 6leo essencial das raizes
de CZ como Cedr-8-en-13-ol, 6-isopropenil-4,8a-dimetil- 1,2,3,5,6,7,8,8a-octa-hidro-naftalen-
2-ol, Sel-Selineno, Gurjunenepoxide-(2) e solavetivona sdo as substancias com maior
relevancia na atividade antibacteriana contra os modelos de bactérias multi droga resistentes
(MDR) utilizados Ramirez-Rueda et al. (2019).

Assim, o0 estudo atual tem como finalidade explorar novas fontes de agentes
antimicrobianos e citotoxicos de origem natural, utilizando uma abordagem multidisciplinar,
inovadora e contemporanea. Serdo conduzidos bioensaios laboratoriais, estudos de tecnologia
farmacéutica e métodos analiticos, a fim de executar uma investigacdo quimica e bioldgica do
oleo essencial de Chrysopogon zizanioides, além de contribuir para a formacdo e capacitacdo

de recursos humanos altamente qualificados.

4. OBJETIVOS

A meta principal desta pesquisa foi criar o complexo de inclusdo do 6leo essencial extraido
das raizes de Chrysopogon zizanioides com -ciclodextrina, realizando a caracterizagao
detalhada dos seus constituintes quimicos. Além disso, buscou-se avaliar as agdes biologicas
do 6leo essencial e do complexo encapsulado, com foco nas suas propriedades antimicrobianas

e citotoxicas. Foram objetivos especificos:

e Realizar andlise in silico dirigida a partir de constituintes quimicos anteriormente reportados
em literatura para o 6leo essencial das raizes de C. zizamioides, para a predi¢do de
substancias biologicamente ativas;

e Anélise de seus componentes quimicos por meio de cromatografia gasosa ligada a
espectrometria de massas (CG-EM);
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e Preparar o complexo de inclusdo do dleo essencial com B-ciclodextrina;

e Investigar a atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial e de seu complexo de
encapsulacdo com B-ciclodextrina;

e Avaliar os efeitos do 6leo essencial e de seu complexo de inclusdo na viabilidade celular de
linhagens ndo tumorais (fibroblastos e queratindcitos) e tumorais (melanoma e prostata).
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5. METODOLOGIA

5.1. Analise in silico de atividades bioldogicas e mecanismos de acio de constituintes
previamente reportados em literatura para o 6leo essencial de Chrysopogon zizanioides
Esta parte do trabalho teve como objetivo avaliar o painel bioldgico dos constituintes
quimicos, reportados em literatura para o 6leo essencial de C. zizanioides e analisar in silico
predi¢des de potenciais atividades bioldgicas empregando o software Prediction Activity
Spectrum of Substances (PASS online), a partir dos codigos SMILES.

Foram utilizados, além de informacgdes de revisdo de literatura, dados obtidos junto ao
grupo de pesquisa sobre as possiveis substancias encontradas por meio de analise em GC-EM.
Para tanto, foram catalogados os principais constituintes com estrutura quimica elucidada e
cada substancia descrita foi pesquisada no site Pubchem para a obtencdo do canonical SMILES.
O programa PASS online possibilita realizar analises através da estrutura quimica de
substancias, realizando uma predi¢do de valores de compatibilidade de substancias ativas (Pa)
ou inativas (P1) para determinadas atividades bioldgicas e mecanismos de agdo.

Nas predigdes das propriedades farmacologicas in silico dessas substancias,
empregando a ferramenta PASS, foi possivel estimar os indices Pa (probabilidade de ser ativo)
ou Pi (probabilidade de ser inativo). Os resultados da predi¢cao foram expressos pela diferenca
entre os valores de Pa ¢ Pi, onde os valores de Pa-Pi < 0,2 sdo classificados como baixo
potencial, valores de Pa-Pi >0,2 e < 0,5 sdo indicativos de potencial moderado e para Pa-Pi >
0,5 sdo de considerados de alto potencial Amparo et al. (2020).

Para a validacdo da predicdo e das andlises in silico realizadas foram aplicadas as
mesmas analises em substancias controle, com efeito farmacologico e mecanismo de acdo ja

estabelecidos, sendo elas Meticilina, Doxorrubicina e Vancomicina (vide Tabela 5).

5.2.0btencio do dleo essencial de Chrysopogon zizanioides

O dleo essencial (Lote 227, 100 mL) das raizes de Chrysopogon zizaniodes (L.) Roberty
foi adquirido comercialmente da empresa Ferquima (SP-Brasil). De acordo com o fabricante a

origem geografica da planta ¢ a Indonésia.
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5.3.Analise dos constituintes quimicos por CG-EM

A analise dos compostos volateis presentes no 6leo essencial e no seu complexo de inclusao
com [-ciclodextrina foi executada por meio de cromatografia gasosa ligada a espectrometria de
massas (CG-EM), utilizando o equipamento Shimadzu GC-2010, seguindo os procedimentos
descritos por Takayama et al. (2011). Para a separagdo, foi empregada uma coluna capilar de
silica fundida com fase fixa (DB-5; 5,30 m x 0,32 mm x 0,25 pm), com as seguintes condigdes:
temperatura do injetor ajustada para 250 °C, razao de split 1:30 (v/v), temperatura do detector
fixada em 250 °C e hélio como gés de arraste, com um fluxo de 1,52 mL/min (gas de pureza
99,9% da White Martins). O volume injetado foi de 1 uL de amostra diluida em cloroférmio
(1:100, v/v). O programa de temperatura da coluna foi iniciado em 60 °C por 3 minutos,
aumentando 3 °C/min até 220 °C, com um tempo total de analise de 40 minutos. Os espectros
de massas foram adquiridos no intervalo de 40 a 600 unidades de massa atomica (u.m.a.).

A identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial foi feita com base em dois
critérios: os indices de retencéo, calculados utilizando o indice de Kovats, comparados com a
corrida de padrdes de n-alcanos (C8 a C20, Sigma-Aldrich), e a anélise dos espectros de massas,
comparados com dados de referéncia disponiveis na literatura Adams. (1995) e no banco de

dados NIST de 1998.

5.4. Preparacao do complexo de inclusido do 6leo essencial de Chrysopogon zizanioides em

B-ciclodextrina e caracterizacio fisico-quimica do complexo de inclusdo

A preparagao dos complexos solidos seguiu a metodologia de Weisheimer et al. (2010),
com algumas alteragdes. Primeiramente, 2 g de B-ciclodextrina foram dissolvidos em 20 mL de
agua destilada, obtendo-se uma concentragao final de 10% (m/v). A solucdo foi aquecida a 55°C
e mantida sob agitacdo constante por 15 minutos até a completa dissolucdo da B-CD. Em
seguida, o 6leo essencial foi adicionado por gotejamento, mantendo-se a propor¢ao molar de
1:1 entre o Oleo essencial (com base no teor de cedr-8-en-13-ol) e a PB-ciclodextrina. A
combinacdo resultante foi submetida a movimentacao continua por 4 horas. Apos esse periodo,
a suspensdo foi submetida ao método de secagem por pulverizag@o utilizando um mini spray
dryer, seguindo os parametros estabelecidos por Weisheimer et al. (2010). As condi¢cdes
especificas de secagem no spray dryer estdo descritas na Tabela 4, conforme ajustadas por

Ramos (2015).
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Tabela 4. Condigdes de secagem da suspensdo resultante no Spray Dryer

Parametro Condi¢ao
Velocidade da bomba 0,18%
Aspirador 80%
Diametro do atomizador 1,4 mm
Temperatura de entrada 120°C
Temperatura de saida 80°C

O material seco obtido foi armazenado em um dessecador a vacuo para futura analise
por cromatografia gasosa unida a espectrometria de massas (CG-EM). A avaliagdo da
porcentagem de inclusdo do 6leo essencial no espaco da ciclodextrina foi realizada por meio de
CG-EM, utilizando as mesmas condi¢des analiticas empregadas para o 6leo essencial ndo
encapsulado, conforme descrito anteriormente. Para o pd do complexo de inclusdo na
ciclodextrina, foi efetuada uma extragdo prévia antes da analise para determinar a porcentagem
de inclusdo. O mesmo procedimento foi aplicado a uma aliquota do dleo essencial nao
complexado, para comparacdo e validacdo da técnica de extragao.

Para esse proposito, cerca de 20 mg do complexo de inclusdo e do 6leo essencial ndo
encapsulado foram pesados em um tubo de vidro com tampa e dissolvidos em 2 mL de dgua
deionizada. A mistura obtida, foi adicionado 1 mL de hexano, e o tubo foi mantido em banho-
maria a 85 °C por 20 minutos. A fase hexanica foi transferida para um baldo volumétrico de 5
mL contendo 50 pL de solugdo padrdo interna de octadecano a 2,5 mg/mL, e o volume foi
completado com hexano. A solugdo obtida foi entdo analisada por CG-EM. Este procedimento

foi repetido quatro vezes (n=4) para garantir a precisao dos resultados.

5.5. Avaliacao in vitro da atividade antibacteriana
A acdo antibacteriana do 6leo essencial e do seu complexo de inclusdo em B-CD foi
determinada pelo método de microdiluicdo em placa de 96 pocos, técnica da gota CLSI. (2018),

seguindo a adequacdo de metodologia como descrita por Salvador et al. (2002) e Naghili et al.
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(2013). Para a execucdo do ensaio foi utilizada cepa padréo de Staphylococcus aureus N315
(MRSA) resistente a meticilina; cultivada por 24 horas a 37°C em Miller Hinton (Difco)-MH.

Em cada pogo foram pipetados 100 pL de meio de cultura liquido Miiller Hinton
(Difco)-MHb adicionado do inoculo de microrganismo indicador (5X10% UFC/poco para
bactérias) mais 100uL das amostras-teste a uma concentragdo de 1000 pg/mL e de 200 pg/mL.
Como controle positivo foi utilizado cloranfenicol (200 pg/mL) para as bactérias € como
controle negativo DMSO/4gua destilada esterilizada (5:95, v/v). A incubagao foi a 37°C+ 2 por
48 horas.

Seguindo metodologia descrita por Naghili et al. (2013) com adequagdes, decorrido o
periodo de incubagio foram realizadas diluigdes seriadas 10, 10~ e 10, empregando 10 uL
de amostra-teste € 90uL de tampao fosfato (PBS) e uma gota de 20 pL de cada uma destas
diluicdes para cada amostra-teste (duplicata) foi aplicado em placas de petri contendo Miiller
Hinton (Difco)-MH, seguido de incubagdo a 37°C+ 2 por 48 horas. Os resultados foram
expressos em termos de ufc/mL (% de crescimento) e quando for o caso CIM em pg/mL. Os

experimentos foram realizados pelo menos em duplicata para cada cepa indicadora utilizada.

5.6. Avaliacdo do efeito sobre a viabilidade celular utilizando linhagens de células

tumorais humanas e frente a linhagens de células nio tumorais

As linhagens celulares aplicadas no presente estudo foram HaCat (queratinocitos), 3T3
(fibroblastos), SK-MEL-103 (melanoma) e PC-3 (cancer de prostata). As linhagens celulares
foram obtidas dos seguintes professores aos quais agradecemos: a Profa. Dra. Carmen
Verissima Ferreira (IB-UNICAMP), que gentilmente doou a linhagem celular SK-MEL-103 e
HacCat, 4 Dra. Sandra Martha Gomes Dias (LNBio-CNPEM), que gentilmente doou a linhagem
celular 3T3 e a Profa. Dra. Valeria Quitete (IB-UNICAMP) que doou a linhagem PC-3, cujos
estoques sdo mantidos em nitrogénio liquido.

O teste da viabilidade celular foi realizado através da avaliacao da reducdo do MTT
Mosmann. (1983). O ensaio se baseia na reducdo do MTT, cuja cor anteriormente amarela ¢
convertida a roxo quando reduzido, sinalizando a formacdo dos cristais de formazan, e
consequentemente indicando proporcionalmente o numero de células vidveis. Para isso, o foram
plaqueadas separadamente em microplacas de 96 pogos (200uL/pogo), as quatro linhagens
celulares, com densidade de inoculacdo ente 2,5 x10* a 5,0x10* células/mL, com seus
respectivos meios de cultura. Apos 24 h de incubacdo a 37°C em atmosfera timida com 5% de

CO2, ¢é trocado o meio e adicionadas as amostras a serem avaliadas em concentracdes finais de
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250, 25, 2.5 ¢ 0.25 pg/mL. Como controle positivo € utilizado o quimioterapico Doxorrubicina
nas seguintes concentragdes finais: 62, 6.2, 0.62 e 0.062 pg/mL, como controle negativo o
diluente DMSO/RPMI-1640 (0,1%) e como controle do indculo um branco da suspensdo
celular. Apds as 24 horas de tratamento, foram removidos os meios de cultura e adicionados
100uL do MTT (0,5 mg/mL), em cada pogo. Apods incubacdo de 4 horas em estufa, o MTT foi
removido e adicionado 100pL de DMSO em cada pogo e as placas retornaram por mais 15
minutos para a estufa. Subsequentemente, a absorbancia foi averiguada, no comprimento de
onda de 570 nm, através do leitor de microplacas (BioTek Synergy HT Multi-
Mode Microplate Read), sendo os valores de densidade optica correspondentes a redugao
enzimatica do MTT expressos em percentagens em relacdo ao controle ndo tratado (controle do
indculo). A viabilidade celular e citotoxicidade foram demonstradas através do calculo do I1Cso
(concentragdo de amostra-teste capaz de inibir 50% da populacdo de células avaliadas) em

ng/mL. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5.7.Analise estatistica

Através do software GraphPad Prism 9, foram aplicadas andlises estatisticas apropriadas
para cada experimento, como ANOVA, Teste de Tukey, Sidak, entre outros. Para todos, foram

estabelecidos o nivel de significancia de p < 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Anélise in silico Pass Online

Foi avaliado, em anélise in silico, o painel biolégico dos constituintes quimicos,
reportados em literatura para o 6leo essencial de C. zizanioides visando analisar predi¢des de
potenciais atividades bioldgicas empregando o software Prediction Activity Spectrum of
Substances (PASS online), a partir dos codigos SMILES.

Para comparagédo dos valores, utilizaram-se dados de Amparo et al. (2020), onde os
resultados expressos pelo valor de Pa-Pi foram classificados da seguinte forma: Pa-Pi < 0,2
como potencial baixo (low potential); Pa-Pi > 0,2 e < 0,5 como potencial moderado (moderate
potential); Pa-Pi > 0,5 como potencial alto (high potential). Apos analisar as tabelas fornecidas,
foi possivel observar que os compostos majoritarios encontrados em diferentes 6leos essenciais
exibem uma variedade de atividades bioldgicas. Essas atividades sdo classificadas com base
nos valores de Pa-Pi, onde valores mais altos indicam um potencial terapéutico mais elevado.

Foram investigadas as propriedades terapéuticas de 19 constituintes especificos
reportados em literatura para o 6leo essencial das raizes de C. zizanioides. Os resultados estdo
apresentados na tabela 5. Dentre os aspectos estudados, dois pontos merecem destaque: as
propriedades antimicrobianas, que confirmam achados prévios na literatura cientifica, e as
propriedades anticancerigenas, bem como outras propriedades relevantes para o tratamento de
diversas enfermidades. Foram identificados possiveis atividades biologicas a partir de um
banco de dados composto por informagdes internas e comerciais. O procedimento envolveu
uma triagem criteriosa para a selegdo dos compostos de maior interesse. No caso do 6leo
essencial de C. zizanioides, o cedr-8-en-13-ol mostrou potencial antineoplasico (Pa=0,579),
antibacteriano (Pa=0,418) e antifungico (Pa=0,460).

Por meio desta abordagem, foi possivel prever complexos efeitos farmacologicos, além
de mecanismos fisiologicos e bioquimicos, incluindo informacgdes sobre toxicidade intrinseca.
Este método se assemelha ao utilizado por quimicos medicinais, que comparam o espectro de
atividade de substancias conhecidas para estipular suas propriedades. Estes resultados podem
contribuir para o avango do conhecimento sobre as propriedades terapé€uticas de certos
constituintes do 6leo, fornecendo informagdes valiosas para o desenvolvimento de novos
tratamentos e terapias.

Os resultados das andlises in silico sugerem que algumas substancias encontradas no
0leo essencial das raizes de vetiver apresentam uma diversidade de atividades biologicas, com
potencial terapéutico relevante em termos das predi¢fes de hipotese de agdo. Esses achados

destacam a importancia dos 6leos essenciais como fontes de bioativos.
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Atividade biolégica Valores de Pa - Pi para substincias detectadas no o6leo essencial de Chrysopogon zizanioides

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Antileucémico - - - 0,250 0,441 0,300 - 0,149 0,436 0,250 - - 0,256 - - - 0,273 0,625 0,070 - 0,462 NA
Antineoplasico 0,402 0,258 - 0,884 0918 0447 0219 0812 0,742 0884 0,587 0,185 0,526 - 0492 0,334 0,622 0,579 0,763 - 0,956 NA
Antifungico 0,165 0,089 0,215 0457 0,630 0341 0,141 0,467 0,457 0,240 - 0,336 0,251 0,497 0,349 0488 0460 0415 0,073 0,610 NA

0,436

Antibacteriano 0,075 0,085 0,073 0425 0,387 0209 0,087 0429 0306 0425 0,145 0,282 0,249 0,167 0,119 0,009 0229 0418 0,395 0,666 0,701 NA
Antiinflamatorio 0,901 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NA
Mecanismo de acio
Inibidor da sintese de - - - 0,219 0,214 0,323 - 0,244 0,306 0,219 0,024 0,144 0,134 0,170 0,267 - 0,188 0,204 0,031 0,215 0,479 NA
proteinas
Inibidor da biossintese da 0272 0262 0,128 - - 0,193 0,247 - 0,195 - 0,341 0,055 0,195 0,049 0,188 0,126 - 0,070 - - - NA
parede celular
Agente oxidante 0,472 - 0,127 0,063 - 0,070 0,524 0,161 0,206 0,063 0,296 0,064 0,012 0,098 0,191 0,246 0,160 0,240 - - - NA
Inibidor da proteina-tirosina - - - - - - - - - - - - 0,056 - 0,106 0,112 - - - - - NA
fosfatase 2C
Inibidor da sintese de - 0,144 0,236 0,334 - 0,247 0,156 0,350 0,229 0,334 0,236 0,099 0,389 0,261 0,248 0,178 0,307 0,243 0,070 - - NA
colesterol
Inibidor da expressio MMP9 0,654 0,605 0,236 0482 0344 0435 0,622 0402 0,714 0482 0,548 0,243 0,480 0316 0,728 0,489 0,219 0253 0,298 - - NA
Agonista da interleucina 2 - - 0,009 - - 0,211 - - - - - 0,252 - 0,099 0,086 - - 0,161 - - - NA

Pa: potencial de ser ativo; Pi: potencial de ser inativo.
Pa-Pi < 0,2: Baixo potencial; Pa-Pi entre >0,2 ¢ < 0.5: Moderado potencial; Pa-Pi > 0.5: Alto potencial.
(1) Cycloocta-1,3,6-triene, 2,3,5,5,8,8-hexamethyl-; (2) (+)-sativen; (3) Patchoulene; (4) gamma.-Muurolene; (5) Bicyclo[5.3.0]decane, 2-methylene-5-(1-methylvinyl)-8-methyl-; (6) Tricyclo[6.3.0.0(1,5)]undec-2-en-4-
one, 5,9-dimethyl-; (7) Biphenylene, 1,2,3,6,7,8,8a,8b-octahydro-4,5-dimethyl-; (8) alpha.-Amorphene; (9) gamma.-Himachalene; (10) gamma.-Muurolene; (11) naphthalenone, (12) beta.-Vatirenene; (13) 2-(4a,8-
Dimethyl-1,2,3,4,4a,8a-hexahydro-2-naphthalenyl)-2-propanol; (14) Cadina-1(10),6,8-triene; (15) Widdrol; (16) delta.-Selinene; (17) gamma.-Gurjunenepoxide; (18) Cedr-8-en-13-ol; (19)Solavetivone; (20) Meticilina;;
(21) Doxorrubicina; (22) Vancomicina.
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6.2. Andlise por CG-EM do 6leo essencial das raizes de Chrysopogon zizanioides,
A analise quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM) do oleo essencial extraido das raizes de Chrysopogon zizanioides revelou que 0s
principais constituintes incluem substancias como Cedr-8-en-13-ol, 6-isopropenil-4,8a-
dimetil-1,2,3,5,6,7,8,8a-octa-hidro-naftalen-2-ol, ~ Sel-Selineno, Gurjunenepoxide-(2) e
solavetivona. Esses achados estdo em conformidade com os resultados ja relatados na
literatura para este 6leo essencial (Ramirez-Rueda et al., 2019; Jindapunnapat et al., 2018;
Chou et al., 2016), como ilustrado na figura 4 e na tabela 6.

Os resultados da analise por CG-EM revelaram a presenca majoritaria de cedr-8-en-13-
ol do 6leo essencial das raizes de C. zizanioides de planta originaria da Indonésia, segundo o
fabricante Ferquima corroborando os achados de Chou et al. (2016) e Ramirez-Rueda et al.
(2019), que também identificaram essa substancia como o principal constituinte do 6leo
essencial. Além disso, a presenga de B-vetivenene e y-gurjuneno epoxido, observada nos
resultados deste estudo, é consistente com os relatos de Jindapunnapat et al. (2018), que
destacam esses compostos como responsaveis pela atividade antibacteriana do 6leo. A
variagdo na concentragdo de alguns constituintes, como B-vatirenene, pode ser atribuida as
diferencas nas condicdes de cultivo e nas metodologias extrativas, conforme apontado por
David et al. (2019), que evidenciaram variac¢des significativas na composi¢do quimica do 6leo
essencial devido a influéncia ambiental e as técnicas de extracdo utilizadas. Esses resultados
reforcam o potencial do éleo essencial de C. zizanioides como fonte de substancias bioativas
com propriedades antimicrobianas e farmacoldgicas, de acordo com a informagdes da

literatura.

(x10.000.000)
TIC

145

015

Intensidade de drea (UA)

IlllllltﬂlllllllII|IIIIllllllllll]l[Il]lﬁ'l—‘T-‘l-_’l‘ulllllllII

0 10.0 15.0 20.0 250 300 350 40.0 450 500 550 60.0

(W]

Tempo de retengdo (min)



37

Figura 3: Cromatograma CG-EM da andlise do dleo essencial das raizes de Chrysopogon

zizanioides (sem extracdo, analise da injecdo de solug¢do contendo 1mg do 6leo esséncial em

100ul de diclorometano). UA, unidades arbitrarias.

esséncial em 100ul de diclorometano).

Tabela 6: Resultados obtidos na andlise quimica (CG-EM) do 6leo essencial das raizes de

Chrysopogon zizanioides (sem extracdo, analise da injecdo de solucdo contendo 1mg do 6leo

Tempo de
retencdo RI? RIP
(min) Substancia (calc.) (lit.) Area relativa
(%)

14.816 Cycloocta-1,3,6-triene, 2,3,5,5,8,8-hexamethyl- 1354 1354 1,79
15.356 1,5,9,9-Tetramethyl-2-methylene-spiro[3.5]non-5-ene 1328 1328 1,43
16.275 (+)-sativen 1339 1339 1,16
17.320 Patchoulene 1432 1432 5,33
17.477 gamma.-Muurolene 1435 1435 3,76
17.646 Bicyclo[5.3.0]decane, 2-methylene-5-(1-methylvinyl)-8-methyl- 1456 1456 1,43
17.909 Tricyclo[6.3.0.0(1,5)Jundec-2-en-4-one, 5,9-dimethyl- 1424 1424 0,5
18.178 Biphenylene, 1,2,3,6,7,8,8a,8b-octahydro-4,5-dimethyl- 1443 1443 1,59
18.406 alpha.-Amorphene 1440 1440 7,78
18.734 gamma.-Himachalene 1499 1499 8,59
18.841 gamma.-Muurolene 1435 1435 1,17
20.218 Bicyclo[5.3.0]decane, 2-methylene-5-(1-methylvinyl)-8-methyl- 1456 1456 0,15
20.594 7-Ethynyl-1,4a dmet:g:)ﬁa;,;ﬁﬁfa hexahydro-2(1H) 1548 1548 16,74
20.684 Laurene 1549 1549 0,09
20.885 beta.-Vatirenene 1489 1489 9,32
21 555 2—(4a,8—D|methyI—1,2,3,4,4S£;r;]eo>;ahydro-2-naphtha|enyl)-2— 1580 1580 5.97
22.442 Cadina-1(10),6,8-triene 1589 1589 1,54
24.203 Widdrol 1651 1651 1,92
24.963 6-Isopropenyl-4,8a dr:?;g?géklehz_i,g,Gj,S,Sa octahydro 1690 1690 0,07
25.253 delta.-Selinene 1481 1481 0,61
25.448 gamma.-Gurjunenepoxide 1558 1558 6,66
25.982 Cedr-8-en-13-ol 1646 1646 19,52
26.747 2-(4a,8-Dimethyl 1,2,3,??:6_52,1?_(31(_:2?hydr0 naphthalen-2-yl) 1745 1745 0,21
28.046 Solavetivone 1645 1645 2,67

Os constituintes foram identificados com base no indice de retencdo e no padrdo de fragmentagéo
observado nos espectros de massas em CG-EM (NIST, 2005), sendo organizados de acordo com a ordem
de eluicao na coluna Durabond-DBS5 (30 m). O indice de retencao de Kovats, calculado a partir de uma
série homologa de n-alcanos (C8 a C20), foi determinado para cada substancia utilizando a metodologia
de van Den Dool & Kratz (1963) e comparado com os valores disponiveis na literatura (ADAMS, 2007).
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A érea total corresponde a 100%. Rla (calc.): indice de retencdo calculado. RIb (lit.): indice de retengdo
conforme descrito na literatura (ADAMS, 2007). -: substincia ndo detectada. O coeficiente de variagdo
foi inferior a 5% (n=3).

6.3 Preparacgdo do complexo de inclusdo do 6leo essencial de Chrysopogon zizanioides em
B-ciclodextrina,

O complexo de inclusdao do 6leo essencial de C. zizanioides em B-CD foi preparado e

apresentou percentagem de inclusdo do 6leo essencial referente a cedr-8-en-13-ol relativo.

O complexo de inclusdo do 6leo essencial de C. zizanioides foi preparado em B-CD em
termos de Cedr-8-en-13-ol relativo e a secagem foi por atomizagdo empregando spray-dryer. A
andlise da eficiéncia de encapsulagdo foi realizada por GC-MS, sendo possivel observar na
figura 5 e tabelas 7 ¢ 8 os constituintes quimicos detectados na amostra analisada da fase
hexanica da etapa de extracdo de amostra de 6leo essencial das raizes de C. zizaniodes nao

complexado e da amostra do complexo de inclusdo do 6leo essencial de C. zizanioides em -

CD.

A Figura 4 mostra os cromatogramas obtidos por GC-EM da amostra de 6leo essencial
de C. zizanioides, bem como do complexo de inclusdo desse 6leo essencial em B-ciclodextrina.
Os dados indicam que ocorreu um carreamento seletivo de certos constituintes presentes no
Oleo essencial para o complexo de inclusdo. Além disso, houve uma alteragao nas proporgdes
desses constituintes, sendo o cedr-8-en-13-ol identificado como o composto predominante tanto

no 6leo essencial quanto no complexo encapsulado.
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Figura 4: Cromatogramas CG-EM obtidos ap6s injecdo da fase hexanica da etapa de extragdo de
amostra de 6leo essencial das raizes de Chrysopogon zizanioides (A) e do complexo de inclusdo do
6leo essencial de Chrysopogon zizanioides em 3-CD (B).

As analises por CG-EM (Tabelas 7 e 8) mostraram o carreamento seletivo de alguns
constituintes do 6leo essencial no complexo com B-CD, incluindo o delta-selineno, gamma-
gurjuneno epoxido-(2) e o cedr-8-en-13-ol como componente majoritario, estando este ultimo
constituinte dentre as substancias apontadas na literatura como um dos responsaveis pela
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de vetiver Ramirez-Rueda et al. (2019).

A preparagdo do complexo de inclusdo do 6leo essencial de Chrysopogon zizanioides
em [-ciclodextrina resultou em uma porcentagem de inclusdo de 45,17% para o cedr-8-en-13-
ol, principal constituinte do 6leo essencial. Este resultado € consistente com estudos anteriores
que destacam a eficacia da B-ciclodextrina em encapsular compostos volateis e aumentar sua
estabilidade, como demonstrado por Shiga et al. (2003) e Li et al. (2007), que relataram o
aumento na solubilidade e na protecao contra a volatilizacdo dos compostos encapsulados. No
presente estudo, a encapsulagdao também foi eficaz em melhorar a solubilidade em agua, um
beneficio reconhecido pela literatura ao utilizar B-ciclodextrina como encapsulante de 6leos
essenciais Ruktanonchai et al. (2011). A eficiéncia de encapsulagdo e o rendimento obtido no

processo de secagem por atomizagdo em spray-dryer corroboram os achados de Weisheimer et
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al. (2010), que também utilizaram essa metodologia para encapsular compostos bioativos.
Dessa forma, a inclusao do 6leo essencial em B-ciclodextrina ndo apenas manteve a integridade
dos principais constituintes, mas também oferece um sistema de liberacdo controlada, o que

pode potencializar suas aplicacdes terapéuticas.

Tabela 7: Resultados obtidos na andlise quimica (CG-EM) obtidos apés injecdo da fase
hexanica da etapa de extragdo de amostra de Oleo essencial das raizes de Chrysopogon

zizanioides.
Tempo de
retencdo Substéancia R (calc.) RIP(lit.) Area relativa
(min)

(%)
14.815 Cycloocta-1,3,6-triene,2,3,5,5,8,8-hexamethyl- 1354 1354 2,08
15.363 1,5,9,9-Tetramethyl-2-methylene-spiro[3.5]non-5-ene 1328 1328 1,83
16.272 (+)-Sativene 1339 1339 1,28
17.334 beta.-Patchoulene 1432 1432 5,87
17.500 gamma.-Muurolene 1435 1435 4,15
17.651 Bicyclo[5.3.0]decane, 82_—rrT:1eettkt;>/ll_ene-5-(1-methylvmyl)- 1456 1456 1,68
17.907 Tricyclo[6.3.0.0(1,5)Jundec-2-en-4-one, 5,9-dimethyl- 1424 1424 0,54
18.175 Biphenylene, 1,2,3,5,7,8,8a,8b—octahydro—4,5— 1443 1443 0.63

dimethyl-

18.439 alpha.-Amorphene 1440 1440 7,70
18.783 gamma.-Himachalene 1499 1499 5,43
18.873 gamma.-Muurolene 1435 1435 1,51
50235  Bicyclo[5.3.0]decane, 82_-rrnlrlet’ettk?)illI_ene-5-(1-methylwnyl)- 1456 1456 013
20.652 7-Ethynyl-1,4a-dimethyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydro- 1548 1548 13,95

2(1H)-naphthalenone (70) (1549) Laurene
20.923 beta.-Vatirenene 1489 1489 9,23
2-(4a,8-Dimethyl-1,2,3,4,4a,8a-hexahydro-2-

21.559 naphthalenyl)-2-propanol 1580 1580 6,69
22.459 Cadina-1(10),6,8-triene 1589 1589 2,24
24.231 Widdrol 1651 1651 1,99
6-lsopropenyl-4,8a-dimethyl-1,2,3,5,6,7,8,8a-
25.135 octahydro-naphthalen-2-ol 1481 1481 4,70
25.229 delta.-Selinene 1481 1481 0,78
25.455 gamma.-Gurjunenepoxide-(2) 1558 1558 6,00
26.040 Cedr-8-en-13-ol 1646 1646 15,47
26.718 2-(4a,8-Dimethyl-1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro- 1745 1745 0,51

naphthalen-2-yl)-prop-2-en-1-ol
27.973 Solavetivone 1645 1645 5,61

Os constituintes foram identificados com base no indice de retengdo e no padrao de fragmentacdo dos
espectros de massas em CG-EM (NIST, 2005), sendo listados conforme a ordem de eluigdo na coluna
Durabond-DBS5 (30 m). O indice de retengdo de Kovats, derivado de uma série homologa de n-alcanos
(C8 a C20), foi calculado para cada composto seguindo a metodologia de van Den Dool & Kratz (1963)
e comparado com valores reportados na literatura (ADAMS, 2007). A area total analisada corresponde
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a 100%. Rla (calc.): indice de retencdo calculado. RIb (lit.): indice de retencdo conforme os dados
literarios (ADAMS, 2007). -: substancia ndo detectada. O coeficiente de variacdo foi inferior a 5% (n=3).

Tabela 8: Resultados obtidos da analise quimica (CG-EM) apo6s injecao da fase hexanica da extragdo da
amostra do complexo de inclusdo do 6leo essencial de Chrysopogon zizanioides em B-ciclodextrina.

Tempo de retencado

. Substéancia Ria (Calc.) Rib(lit.) Area relativa
(min)
(%)
25.095 delta.-Selinene 1481 1481 10,41
25.441 gamma.-Gurjunenepoxide-(2) 1558 1558 11,92
25.926 Cedr-8-en-13-ol 1646 1646 77,67

Os constituintes foram determinados com base no indice de retengo e no padrio de fragmentagao obtido
nos espectros de massas por CG-EM (NIST, 2005) e organizados conforme a ordem de elui¢do na coluna
Durabond-DBS5 (30 m). O indice de retencdo de Kovats, calculado a partir de uma série homoéloga de n-
alcanos (C8 a C20), foi determinado para cada composto utilizando a metodologia de van Den Dool &
Kratz (1963) e comparado com os valores disponiveis na literatura (ADAMS, 2007). A area total
corresponde a 100%. Rla (calc.): indice de retengdo calculado. RIb (lit.): indice de retencdo conforme
descrito na literatura (ADAMS, 2007). -: composto ndo detectado. O coeficiente de variag@o foi inferior
a 5% (n=3).

6.4 Caracterizacao fisico-quimica do complexo de inclusdo em B-CD do éleo essencial
das raizes de Chrysopogon zizanioides

Na caracterizagdo do complexo de inclusdo calculou-se por CG-EM a propor¢ao de
inclusdo do o6leo essencial em B-CD em relagdo a de Cedr-8-en-13-ol relativo e avaliou-se o
teor de Cedr-8-en-13-ol presente nos complexos de encapsulagao em B-CD derivados do 6leo
essencial de C. zizanioides, estimando-se a eficiéncia de encapsulacdo do 6leo essencial. O
rendimento calculado para o p6 do complexo de encapsulagdo do oleo essencial de C.
zizanioides em B-CD foi de aproximadamente 19,24% e a estimativa da eficiéncia de
encapsulacdo pela percentagem de inclusdo do 6leo essencial referente a cedr-8-en-13-ol

relativo foi de 45,17%.

6.5 Avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de Chrysopogon zizanioides e
do seu complexo de inclusio em B-ciclodextrina

O dleo volatil estudado de C. zizanoides isoladamente e seu complexo de encapsulagdo em
B-ciclodextrina demonstraram atividade antimicrobiana contra a bactéria S. aureus (N315)

resistente a meticilina nas condi¢des experimentais avaliadas (Figura 6, Tabela 9).
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Diluicdes 106 10° 10* (duplicata) Diluigdes 106 10® 10* (duplicata)

A B

Figura 5: Imagem do ensaio antibacteriano técnica da gota para amostra de 6leo essencial das raizes
de Chrysopogon zizanioides (A) e do complexo de inclusdo do dleo essencial de Chrysopogon
zizanioides em B-CD (B) na concentragdo de 200ug/mL.

Tabela 9. Efeito antimicrobiano do 6leo essencial de Chrysopogon zizanioides e do seu
complexo de inclusdo em f-ciclodextrina

Amostras-teste S. aureus N315 (ufc/mL)
1000 pg/mL | 200 pg/mL
Oleo essencial vetiver 0 0
Complexo de inclusdo dleo essencial vetiver/B-CD - Spray Dryer 0 10*
DMSO 5% >10° >10°
Cloranfenicol NA 0

Os resultados indicam que o complexo de encapsulagdo do 6leo essencial em -
ciclodextrina apresentou uma atividade antibacteriana inferior em comparagao com o 6leo nao
encapsulado, o que pode ser atribuido a quantidade reduzida de compostos ativos no complexo.
No entanto, houve uma melhora significativa na solubilidade aquosa durante o bioensaio. No
ensaio antibacteriano, utilizando o método de microdiluigdo em caldo, foi observada uma
turvacdo no meio de cultura nos pogos contendo o 6leo essencial puro antes da adi¢do do
in6culo, enquanto o meio permaneceu limpido nos pogos com o complexo de inclusao,
indicando uma auséncia de dispersdao. A melhoria na atividade antimicrobiana do oleo
encapsulado pode ser explicada pela melhor dissolugdo e maior durabilidade quimica
proporcionada pela P-ciclodextrina. Esses achados sdo consistentes com investigagdes

anteriores que investigam a encapsulagdo de 6leos essenciais em ciclodextrinas (Shiga et al.,
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2003; Szente et al., 2004; De Jesus, 2006; Li et al., 2007; Marreto et al., 2008; Ruktanonchai et
al., 2011).

Os dados obtidos a respeito da atividade antimicrobiana do 6leo volatil de C. zizanioides
sdao coerentes com os resultados descritos na literatura para essa espécie e outras plantas da
familia Poaceac Ramirez-Rueda et al. (2019). Entretanto, até agora, ndo foram identificadas
pesquisas envolvendo a encapsulacdo do 6leo essencial das raizes de C. zizamioides em
ciclodextrina, o que torna esse trabalho inovador no campo da tecnologia farmacéutica aplicada
a sistemas de liberagao modificada. Esses resultados encorajam futuras pesquisas para validar
e detalhar os efeitos observados, tanto no comportamento do complexo de inclusdo quanto na
atividade antibacteriana seletiva de seus constituintes.

Os resultados da avaliagdo antibacteriana do 6leo essencial de C. zizanioides e do seu
complexo de encapsulacdo em B-CD mostraram uma acdo significativa contra S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), com concentragdes inibitorias minimas (CIM) de 200 pg/mL.
Esse efeito antibacteriano estd em concordancia com estudos anteriores, como os de Kannappan
et al. (2017) e Ramirez-Rueda et al. (2019), que demonstraram a eficacia do 6leo essencial de
C. zizanioides contra cepas multirresistentes. A inclusdo do o6leo essencial em B-ciclodextrina
nao apenas manteve sua atividade antibacteriana, mas também potencializou sua eficacia, como
relatado por Li et al. (2007), que mostraram que a encapsulacdio em B-CD aumenta a
estabilidade e solubilidade dos compostos ativos, melhorando sua biodisponibilidade. Além
disso, a redu¢do da volatilidade e a protecdo quimica proporcionadas pela B-CD, conforme
indicado por Shiga et al. (2003), também contribuiram para a manuten¢do da atividade
antimicrobiana apds o encapsulamento. Estes resultados corroboram a ideia de que a
encapsulacdo do oleo essencial em B-CD € uma estratégia promissora para otimizar suas
propriedades antibacterianas, tornando-o mais eficaz no combate & cepas resistentes a
antibidticos.

Os achados da analise antibacteriana do complexo de inclusdo do 6leo essencial de
Chrysopogon zizanioides em P-ciclodextrina, na concentragdo de 200 pg/mL frente a
Staphylococcus aureus, demonstraram atividade moderada, contudo, observa-se que o periodo
de analise foi limitado a 24 horas. Considerando que a B-ciclodextrina ¢ um sistema de liberagao
modificada, capaz de promover a liberacdo controlada e prolongada do ativo encapsulado, ¢
possivel que a extensdo do tempo de avaliacdo para 48 ou 72 horas revele um aumento na
eficacia antibacteriana. Estudos adicionais utilizando periodos mais longos poderiam esclarecer

se o complexo apresenta desempenho aprimorado em fungdo do efeito sustentado
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proporcionado pela B-ciclodextrina, evidenciando seu potencial para aplica¢des terapéuticas

mais eficazes.

6.6 Avaliacao do efeito do dleo essencial de Chrysopogon zizanioides e do seu complexo

de inclusdo em f-ciclodextrina na viabilidade celular e citotoxicidade

A partir da avaliacdo do efeito na viabilidade celular utilizando o ensaio MTT, foi
possivel averiguar a citotoxicidade dos extratos para as linhagens de célula tumoral (SK-MEL-
103 e PC-3) e ndo tumorais (3T3 e HaCat) e como resultado obteve-se os valores de 1Cso, isto
¢, a concentracdo de extrato capaz de inibir 50% da populacdo de células Silva et al. (2011).
Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras, 0o DMSO a 0,1% e os resultados
mostraram que a concentragdo final de DMSO inferior a 0,1% (v/v) ndo afetou o crescimento

das linhagens celulares avaliadas. Os resultados estdo sumarizados na Tabela 10.

Os resultados da avaliagdo de viabilidade celular e citotoxicidade indicaram que tanto o
0leo essencial de C. zizanioides quanto o seu complexo de encapsulagdo em B-CD apresentaram
baixa toxicidade em células ndo tumorais (fibroblastos 3T3), com valores de ICso superiores a
250 pg/mL. Em contraste, uma redugdo significativa na viabilidade celular foi observada nas
linhagens tumorais de melanoma (SK-MEL-103) e prostata (PC-3), particularmente para o
complexo de inclusdo em B-CD, com ICso de 73,74 pg/mL. Esses resultados estdo em
conformidade com os achados de Prajna et al. (2013), que relataram a eficécia do dleo essencial
de C. zizanioides em inibir o crescimento de células tumorais. Além disso, a encapsulacdo em
B-CD demonstrou um efeito superior em relagdo ao 6leo essencial puro, o que pode ser
explicado pela melhoria na estabilidade e biodisponibilidade do composto ativo, conforme
observado por Loftsson et al (2007). A reducdo da citotoxicidade em células ndo tumorais e o
aumento da agdo contra células tumorais destacam o potencial terapéutico do complexo de
inclusdo, em linha com os resultados de Salvador et al. (2002), que também relataram a eficacia
de B-CD na potencializagdo de substancias bioativas para uso terapéutico, incluindo agdes

antitumorais.

Tabela 10. Resultados do efeito na viabilidade celular para o 6leo essencial de Chrysopogon
zizanioides e seus complexos de inclusdao em B-ciclodextrina
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Valores de ICso (ug/mL)

Amostras-teste 3T3 HaCat SK-MEL-103 PC-3

Oleo essencial Vetiver >250 127,34+ 0,014 132,96 £0,020 125,25+0,031
Complexo de inclusio 6leo essencial
>250 167,95+0,270 73,74+0,02 >250
de Vetiver/p-CD -Spray Dryer

B-CD >250 >250 >250 >250

Doxorrubicina® 0,65+0,018 1,62£0,010 4,56 £ 0,025 0,25+ 0,012

Legenda: “Diluente, controle negativo; "Doxorrubicina = controle positivo. Os dados sdo valores médios = desvio
padrdo de ensaios em triplicata. Os resultados estdo expressos em valos de ICsp (ug/mL), isto ¢, a concentracdo de
amostra-teste capaz de inibir 50% da populacdo de células.

Esses achados do efeito na viabilidade celular sdo consistentes com os de David et al.
(2019), que relataram a eficacia de 6leos essenciais encapsulados na inibi¢do do crescimento
de células tumorais sem afetar gravemente as células saudéaveis. A utiliza¢ao de B-ciclodextrina
como encapsulante parece ter aumentado a eficicia do Oleo essencial, protegendo seus
compostos ativos e melhorando sua liberacdao gradual, o que esta de acordo com os estudos de
Ruktanonchai et al. (2011), que demonstraram a eficdcia de ciclodextrinas na melhora da
estabilidade e biodisponibilidade de compostos bioativos. Além disso, o padrio de
citotoxicidade diferencial entre células tumorais e ndo tumorais reflete a potencial seletividade
terapéutica do complexo de inclusdo, o que reforca as observacdes de Loftsson et al. (2007)

sobre o uso de ciclodextrinas em sistemas de liberacao controlada de farmacos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho procedeu-se o estudo com o 6leo essencial de C. zizanioides em
complexo de inclusdo em B-CD com abordagens que incluiram o desenvolvimento tecnoldgico
de preparo do complexo de incluséo do 6leo essencial em B-CD a avaliacéo do efeito biologico
e citotoxicidade visando avaliar a capacidade de aumento ou ndo dessas atividades do Gleo
essencial complexado em B-CD como sistema de carreamento e liberacdo modificada de
bioativos para a busca de novos insumos e moléculas biologicamente ativos.

Este estudo envolveu o preparo do complexo de inclusao do 6leo essencial das raizes de
C. zizaniodes em B-CD, a caracterizacdo dos constituintes quimicos e a avalia¢do das atividades
bioldgicas (antibacteriana e citotoxicidade) do 6leo essencial e do seu complexo de inclusdo em
B-CD. Os dados obtidos apontam para a possibilidade de uso do dleo essencial das raizes de C.

zizanioides e de seu complexo de inclusdo em B-CD como fonte de substancias bioativas.

A escolha da p-ciclodextrina como matriz de encapsulacdo neste estudo foi
fundamentada em duas principais razdes. Primeiramente, a alta viscosidade do 6leo essencial
analisado representa um desafio para sua manipulacao e aplicacado em formas puras, sendo a
encapsulacdo uma estratégia eficiente para superar essa limitagcdo, permitindo uma melhor
dispersdo do composto. Além disso, a B-ciclodextrina ¢ comercialmente mais acessivel em
comparagdo as suas formas o e 7y, apresentando um custo-beneficio mais favoravel para
aplicagdes em larga escala. Assim, sua selecdo reforca tanto a viabilidade técnica quanto a

econdmica das estratégias de encapsulacdo propostas neste trabalho.

O complexo de inclusdao do 6leo essencial de C. zizaniodes em B-CD foi preparado
empregando secagem por atomizacdo em spray-dryer € apresentou percentagem de inclusao do
o6leo essencial referente a cedr-8-en-13-ol relativo de 45,17% e o rendimento calculado para o

p6 do complexo foi de 19,24%.

Quanto a caracterizagdo fisico-quimica dos complexos, as analises por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) mostraram o carreamento seletivo de
alguns constituintes do dleo essencial no complexo com B-CD, incluindo o delta-Selineno,
gamma-Gurjuneno epoxido-(2), e como componente majoritario o Cedr-8-en-13-ol, substancia
apontada na literatura como um dos responsaveis pela atividade antimicrobiana do o6leo

essencial de vetiver.

A composi¢ao quimica do 6leo permitiu em andlise in silico a predi¢ao de atividades

bioldgicas (antineoplasica, antitumoral, antibacteriana, antifingica e anti-inflamatéria) e
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mecanismos de a¢do (inibi¢ao da sintese de colesterol, inibigao da biossintese da parede celular

e da expressado MMPY) para os principais constituintes do 6leo essencial de vetiver.

Procedeu-se a avaliagdo in vitro da atividade antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus (N315) (MRSA) resistente a meticilina e analise do efeito na viabilidade celular de
linhagens tumorais (SK-MEL-103, melanoma e PC-3, préstata) e ndo tumorais em culturas de
células de fibroblasto (3T3) e queratinocitos (HaCat) comparando a a¢ao do 6leo sozinho e
encapsulado em B-CD. De modo geral, o 6leo essencial de C. zizanioides e seu complexo de
inclusdo em B-CD apresentaram baixa toxicidade para as linhagens ndo tumoral 3T3 com
valores de ICso maiores que 250 pg/mL e o complexo de inclusdo do 6leo essencial em B-CD
mostrou uma redugdo da viabilidade para SK-MEL-103 (ICs0=73,74 pg/mL). Tanto o 6leo
essencial como seu complexo apresentaram agdo antibacteriana a 200 pg/mL frente a

Staphylococcus aureus (N315), resistente a meticilina (MRSA).

Estudos adicionais, tanto in vitro quanto in vivo, devem ser conduzidos para avaliar mais
detalhadamente o 6leo essencial e seu complexo de inclusdo em ciclodextrina, com o objetivo
de aprimorar a estabilidade quimica dos componentes do 6leo, melhorar sua solubilidade,
eficacia, indice terapéutico e biodisponibilidade, tornando-o mais adequado para uso
terapé€utico. As seguintes consideragdes sdo propostas:

o Este estudo alcangou sucesso no preparo do complexo de inclusdao do 6leo essencial de
C. zizanioides em [-ciclodextrina, e os resultados preliminares mostraram que a
atividade antimicrobiana do 6leo encapsulado foi satisfatoria em doses menores quando
comparado ao 6leo essencial puro. Assim, uma formulag¢do contendo o 6leo essencial e
seu complexo de inclusdo poderia ser desenvolvida em maior escala.

o Pesquisas mais aprofundadas sdo necessarias para explorar o mecanismo de agdo da
atividade antibacteriana do 6leo essencial e do complexo de inclusdo, tanto em relacao
ao melanoma quanto a outros modelos, por meio de experimentos in vitro e in vivo.

e Atoxicidade do 6leo essencial e do complexo de inclusdo deve ser avaliada em modelos
animais para determinar sua seguranga.

o As formulagdes de 6leo essencial com B-CD foram avaliadas logo apds o preparo. Seria
importante realizar estudos de estabilidade a longo prazo para monitorar a concentragao
dos componentes ativos do 6leo e seus efeitos na bioatividade ao longo do tempo.

o Investigagdes farmacotécnicas mais detalhadas e o desenvolvimento de tecnologias
farmacéuticas poderiam ser realizados, incluindo o uso de outras ciclodextrinas e
sistemas de liberagdo controlada para otimizar a formulacao.

e A analise estrutural dos complexos de inclusdo poderia ser aprofundada com o uso de
técnicas como microscopia eletronica de varredura (MEV), ressondncia magnética
nuclear (RMN) e espectroscopia no infravermelho, com o intuito de melhor estudar e
elucidar os mecanismos de interacdo entre os componentes do 6leo essencial e as
ciclodextrinas nos complexos de inclusao.
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