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RESUMO

Plectranthus ornatus Codd (Lamiaceae), conhecida popularmente como boldo pequeno,
é uma planta medicinal utilizada para tratamento de males que afetam o sistema digestivo.
Essa planta é de importancia econdmica, pois 0 seu 6leo essencial apresenta atividade
antioxidante, antimicrobiana, além de potencializar o efeito bactericida de antibioticos.
No entanto, a bioatividade do Oleo essencial de P. ornatus (OEPO) pode ser
comprometida caso seja exposto a luz ultravioleta, altas temperaturas ou umidade, isso
acaba dificultando a sua aplicagdo na area farmacéutica. Uma das alternativas para
contornar essas desvantagens € o encapsulamento de 6leos essenciais por S-ciclodextrina
(6-CD). Diante disso, este TCC buscou realizar o estudo quimico do OEPO, visando o
isolamento e a identificacdo do perfil quimico desse 6leo essencial, bem como a
preparacdo e caracterizacdo do seu complexo de inclusdo em S-CD. Dessa forma, foi
isolado o0 dleo essencial das folhas de P. ornatus por meio de hidrodestilagdo em aparelho
clevenger bidestilado, enquanto para caracteriza-lo foi utilizada a técnica de GC-MS.
Além disso, com o 6leo essencial de P. ornatus e a f-CD preparou-se ao todo trés
complexos de inclusdo OEPO/S-CD por meio do método de mistura fisica (MF),
malaxagem com &gua (MAA) e malaxagem com &gua/etanol (MAAE). Esses trés
complexos de inclusdo OEPO/-CD, o OEPO e a -CD foram caracterizados por FTIR,
além do que a GC-MS foi utilizada para caracterizar o MAA e MAAE. Também foi
realizado o estudo tedrico com 0s quatros compostos principais do OEPO através do
método dindmica molecular (DM), método semiempirico PM6 e método quantico DFT
(wh97xd). A anélise GC-MS do OEPO resultou na identificagdo 36 compostos volateis,
sendo que os quatro componentes principais desse 6leo essencial foram: g-cariofileno
(21,52%), terpinen-4-ol (6,89%), fitol (4,00%) e 6xido de cariofileno (3,32%). Acerca
dos grupos funcionais presentes no dleo essencial, a maioria foi de sesquiterpenos
(48,6%) seguida de monoterpenos (31,4 %). Ademais, a analise em GC-MS indicou que
a MAAE encapsulou uma maior quantidade de moléculas do OEPO do que a MAA. Os
dados em FTIR apontaram encapsulamento em MAA, MAAE e MF. O estudo por PM6
mostrou que as ligacdes de hidrogénio sdo um dos fatores que contribuem para interacao
dos compostos volateis principais do OEPO com a -CD no processo de encapsulamento.
Dessa forma, a composi¢cdo quimica identificada no OEPO concede suporte ao uso
etnoboténico da planta P. ornatus pela populagdo do norte do Tocantins. Por fim, faz se

necessario a colaboracgdo de grupos de pesquisas para ter resultados mais completos, que



por sua vez possibilitem a proposicdo dos complexos de inclusdo de P. ornatus em 5-CD

como possivel alternativa aos farmacos sintéticos.

Palavras chaves: P. ornatus. Complexo de inclusdo. GC-MS. PM6. Norte do Tocantins.



ABSTRACT

Plectranthus ornatus Codd (Lamiaceae), popularly known as “boldo pequeno”, is a
medicinal plant used to treat ailments that affect the digestive system. This plant is of
economic importance, because its essential oil presents antioxidant and antimicrobial activity,
besides potentiating the bactericidal effect of antibiotics. However, the bioactivity of the
essential oil of P. ornatus (POEQ) can be compromised if exposed to ultraviolet light, high
temperatures or humidity, making its application in the pharmaceutical area difficult. One of
the alternatives to circumvent these disadvantages is the encapsulation of essential oils by S-
cyclodextrin (5-CD). In view of this, this TCC sought to perform the chemical study of
POEO, aiming the isolation and identification of the volatile profile of this essential oil, as
well as the preparation and characterization of its inclusion complex in g-CD. In view of this,
the essential oil was isolated from the leaves of P. ornatus by means of hydrodistillation in a
bidistilled clevenger apparatus, while to characterize it, the GC-MS technique was used. In
addition, with P. ornatus essential oil and $-CD a total of three POEO/f-CD inclusion
complexes were prepared by physical mixing (PM), water kneading (KW) and water/ethanol
kneading (KWE) methods. These three POEO/S-CD inclusion complexes, POEO and s-CD
were characterized by FTIR, in addition to which GC-MS was used to characterize KW and
KWE. Docking was also carried out with the four main compounds of POEO through
molecular dynamics (DM) method, PM6 semi-empirical method and quantum DFT method
(wbh97xd). The GC-MS analysis of POEO resulted in the identification of 36 volatile
compounds, and the four main compounds of this essential oil were: S-caryophyllene
(21.52%), terpinen-4-ol (6.89%), phytol (4.00%), and caryophyllene oxide (3.32%). About
the functional groups present in the essential oil, most were sesquiterpenes (48.6%) followed
by monoterpenes (31.4%). Furthermore, GC-MS analysis indicated that KWE encapsulated
a greater amount of POEO molecules than KW. The FTIR data showed encapsulation in KW,
KWE and PM. The docking by PM6 showed that hydrogen bonds are one of the factors
contributing to interaction of the main volatile compounds of POEO with p-CD in the
encapsulation process. Thus, the chemical composition identified in the POEO provides
support for the ethnobotanical use of the plant P. ornatus by the population of northern
Tocantins. Finally, it is necessary the collaboration of research groups to have more complete
results, which in turn allow the proposition of the inclusion complexes of P. ornatus in f-CD

as a possible alternative to synthetic drugs.

Keywords: P. ornatus. Inclusion complex. GC-MS. PM6. Northern of Tocantins.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais (PMs) tém sido utilizadas pela populago como alternativa
terapéutica ao tratamento de doencas desde dos periodos historicos anteriores a Cristo
(DUNTRA et al., 2016). Por exemplo, a civilizacdo egipcia elaborou o Papiro Ebers
(datado em 1500 a.C.), um registro com mais de 700 drogas utilizadas na medicina do
Antigo Egito, sendo a maioria de origem vegetal (BORCHARDT, 2002). Além disso, 0
trabalho de Huang (1999) considera que em 1100 a.C. a civilizagdo chinesa ja fazia uso
de plantas medicinais, preparando a partir delas cerca de 52 drogas.

Embora o uso de PMs para o tratamento de doencas pela humanidade seja bem
primitivo, a busca pelos constituintes ativos presentes nessas plantas so teve inicio no
século XIX. Nesse sentido, o farmacéutico Friedrich Sertuner em 1806 foi o pioneiro
quando isolou o alcaloide morfina da papoula (Papaver somnniferum), tal evento motivou
uma busca continua por outros medicamentos derivados de plantas (DUNTRA et al.,
2016), e por consequéncia, é estimado que cerca de 30% dos medicamentos terapéuticos
sdo derivados de fontes naturais, isto é, plantas e microrganismos, ja em algumas areas
terapéuticas, como oncologia, a quantidade de medicamentos derivados de plantas atinge
60% (CRAGG; NEWMAN, 2013).

O Brasil tem uma biodiversidade extremamente rica espalhada pelos seus biomas
(Amazodnia e as regides de Mata Atlantica), e que representa cerca de 20% de todas as
espécies vivas conhecidas globalmente (BOLZANI; CASTRO-CAMBOA; SILVA,
2010). Essa rica biodiversidade juntamente com o potencial das plantas medicinais, por
consequéncia, fez a populacdo brasileira adquirir uma longa tradigdo no uso de PMs para
o0 tratamento de diversas doengas agudas e cronicas (DUNTRA et al., 2016).

Diante desse cenario, existe a planta Plectranthus ornatus Codd (sinénimo Coleus
comosus Hochst) (RIJO et. al., 2002) chamada popularmente no nordeste brasileiro como
boldo pequeno e boldo gamba (LORENZI; MATOS, 2002), ja no norte do Tocantins é
conhecida pelo nome sete-dores. Essa planta, é empregada na medicina popular para tratar
de males que afetam o sistema digestivo, além disso as infusdes das folhas dessa espécie
sdo difundidas no Brasil para o tratamento de gastrites, dores espasmaédicas abdominais
(LORENZI; MATOS, 2006), dispepsia e insuficiéncia hepatica (PASSINHO-SOARES
etal., 2013).

P. ornatus (Figura 1) é uma planta originaria da Africa, sendo introduzida no

territorio brasileiro no século XVI (RI1JO et al., 2011). Essa planta medicinal apresenta
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folhas pequenas, bastante aromaticas e suculentas, bem como caule fino e herbaceo com

raizes adventicias, crescendo amplamente na forma de pequenas ervas (AVILA, 2015).

Figura 1 - Plectranthus ornatus Codd cultivada em jardim privado localizado em Araguatins-TO
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Fonte: Autor (2021).

As espécies do género Plectranthus s&o de importancia econémica, pois séo fontes
de Oleos essenciais aromaticos cujo apresentam diversas atividades bioldgicas
(LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2005). Nesse sentido, ha estudos que apontam para
atividade antioxidante alta (ALBUQUERQUE et al., 2006) e baixa do 6leo essencial de
P. ornatus (MOTA et. al., 2014; ALVES et al., 2018), bem como artigos cientificos que
sustentam a acdo antifingica inibitéria em baixas concentracdes desse 6leo essencial
contra cepas de dermatofitos de Trichophyton rubrum e Microsporum canis (ALVES et.
al., 2018). Além disso, Rodrigues et al. (2013) ao estudarem o Gleo essencial isolado de
folhas de P. ornatus verificaram que esse produto natural possui atividade bactericida,
bem como melhorou a atividade antibiética dos medicamentos amicacina, canamicina e
gentamicina.

Os 6leos essenciais (OEs) sdo definidos como substancias aromaticas produzidas
por plantas que geralmente pertencem as familias angiospérmicas, sendo utilizados para
diferentes fins em diversas industrias (PAVELA, 2015). E interessante mencionar que 0s
OEs se acumulam nos diversos 6rgaos das plantas medicinais, por exemplo folhas, caule,
flores, raizes, sementes e casca (VIEIRA, 1999). Logo, foram desenvolvidos métodos
com intuito de isolar os 6leos essenciais, tais como hidrodestilacao, destilacdo por arraste
a vapor, extracao de solvente, extracdo por micro-ondas e super extracdo de fluido critico
(RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).
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Dentre os métodos de isolamento de OEs, este trabalho enfatiza a hidrodestilacao,
pois a sua simplicidade de instalacdo, seletividade e rendimentos significativos de
isolamento do 6leo essencial (OE) (ASBAHANI et al., 2015) faz dessa técnica uma das
mais utilizadas para isolar OEs de diversas plantas medicinais em escala laboratorial
(GOVINDARAJAN et al., 2016; CREVELIN et al., 2015; ANDRADE et al., 2017).

Na hidrodestilacdo partes das plantas sdo imersas em A&gua, seguido de
aquecimento (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). Segundo Asbahani et al. (2015)
esse aquecimento no momento da extracdo, somado a pressao atmosférica faz a agua e as
moléculas do 6leo essencial formarem uma mistura heterogénea que atinge seu ponto de
ebulicdo em temperaturas proximas a 100 °C, mesmo que para 0s componentes do 6leo
essencial esse ponto seja alto, ou seja, a mistura OE/agua é destilada simultaneamente
como se fosse um Unico composto. Como a dgua é imiscivel com a maioria dos compostos
terpénicos dos OEs, ap6s a condensacdo os OEs podem ser facilmente separados da agua

por decantacdo (Figura 2).

Figura 2 - Sistema de hidrodestilagdo para o isolamento de 6leo essencial. A: mistura da amostra com
agua; B: manta aquecedora; C: condensador; D: 6leo essencial isolado; E: gua floral/ hidrolato; F:
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Fonte: Adaptado de HESHAM; NOUR; YUNUS (2016).

Para isolar OEs por hidrodestilacdo geralmente € utilizado o aparelho Clevenger
(Figura 3), uma vez que permite a reciclagem dos condensados por meio de um sistema
de coobage, bem como é recomendado pela 3° edicdo da Farmacopeia Europeia para
determinar rendimentos de OEs (ASBAHANI et al., 2014). Por outro lado, o0 método de
hidrodestilacdo apresenta desvantagens, tais como: (a) longo tempo de extracdo (3-6 h,
24 h para as pétalas de rosa); (b) alteracdes quimicas das moléculas terpénicas por contato

prolongado com &gua fervente (hidrdlise, ciclizacdo) (BOHRA et al., 1994).
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Tao importante quanto os métodos de isolamento dos OEs séo as tecnicas de
analiticas, cujo visam identificar e quantificar os compostos quimicos presentes nos 6leos
essenciais. Uma delas é a GC-MS (Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas), uma técnica indispensavel nos campos da ciéncia ambiental, ciéncia forense,
industria de aromas e fragrancias, seguranca alimentar, embalagens e muitos outros
(SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011).

Figura 3 - Sistema de hidrodestilacdo com aparelho Clevenger
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Fonte: SAMADI et al. (2016) p. 2.

Outro aspecto discutido acerca dos OES € a sua composicao quimica, ou seja, tais
produtos naturais podem ter cerca de 20 a 60 substancias ativas, por outro lado, existem
OEs que podem ser caracterizados por até 3 componentes principais, em uma
concentracdo bastante alta quando comparado com outros compostos presentes no 6leo
essencial (OE) (BASSOLE; JULIANI, 2012).

Em geral existem dois principais grupos de compostos identificados nos OEs: (a)
hidrocarbonetos terpénicos, constituidos de monoterpenos e sesquiterpenos, sendo que
monoterpenos representam 80% do 6leo essencial (ASBAHANI et al., 2015) e (b)
compostos oxigenados (alcoois, fendis, aldeidos e ésteres) sendo menos frequentes no OE
que os terpenos (BUCKLE, 2015).

Acerca das propriedades bioldgicas dos OEs, elas sdo frequentemente associadas
aos componentes principais encontrados nos 6leos essenciais (RAVEAU; FONTAINE;
SAHRAOQUI, 2020), contudo é importante destacar que estudos farmacoldgicos tém

mostrado que a intensidade dos efeitos dos OEs depende ndo s da concentracdo dos
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componentes majoritarios, mas também dos componentes em menores teores, que agem
sinergicamente com 0s compostos em maiores concentragcdes (MENDES et al., 2010).

Os 6leos essenciais exibem um amplo espectro de atividades bioldgicas tais como
antibacteriana, antifungica, antimofo, antiviral, controle de pragas e repelentes de insetos
(ASBAHANI et al., 2014). Por exemplo, no género Plectranthus o OE da planta P.
amboinicus demonstrou atividade contra culturas da bactéria Staphylococcus aureus
(COSTA; PEREIRA; RODRIGUES, 2011). Conforme Mothana et al. (2018) os 06leos
essenciais de P. cylindraceus, P. barbatus e P. asirensis tiveram atividade antioxidante
respectivamente de 75, 68 e 55%, além disso Satongrod e Wanna (2020) indicaram o 6leo
essencial de P. amboinicus como uma alternativa para o controle do inseto
Callosobruchus maculatus, dentre outros artigos.

Embora os OEs exibam atividades biologicas (antifingica, antibactericida,
fungicida), essas sdo facilmente comprometidas pela degradacdo dos componentes
quimicos dos OEs quando expostos a certas condi¢cfes ambientais, tais como, luz
ultravioleta, altas temperaturas, umidade ou oxidagdo durante 0 armazenamento ou
processamento do 6leo (ASBAHANI et al., 2014). Também os OEs degradam com maior
rapidez na natureza do que 0s compostos sintéticos (MORETTI et al., 2002), além disso
apresentam alta volatilidade (MELO, 2018) e, portanto, tais fatores dificultam a aplicacéo
dos OEs como pesticidas verdes (RAVEAU; FONTAINE; SAHRAOUI, 2020) e
larvicidas vidveis (MARRETO et al., 2008).

Diante desse cenario, temos a encapsulacao do 6leo essencial em carreadores, que
se apresenta como uma abordagem plausivel e eficiente para aumentar a estabilidade
fisica, diminuir a sua volatilidade, aumentar a bioatividade e reduzir a toxicidade do 6leo
essencial (MOGHIMI et al., 2016), isto €, reduzir as desvantagens que impedem a
aplicacdo dos OEs na agricultura, industria de alimentos e farmacia. Assim, foi
desenvolvido diversas estratégias para encapsular os OEs, sendo uma delas o
encapsulamento com ciclodextrinas (DIMA; DIMA, 2015).

Contudo, antes de abordar sobre o processo de encapsulamento realizado pelas
CDs ¢ recomendavel destacar os aspectos relacionados a esses tipos de compostos
quimicos. Nesse sentido, as ciclodextrinas (Figura 4) sdo oligossacarideos ciclicos
(acucares) que consistem em seis (a-ciclodextrina), sete (S-ciclodextrina), oito (y-
ciclodextrina) ou mais unidades de glicopiranose unidas por liga¢des do tipo a-1-4 (DELL
VALLE, 2004). Qutras caracteristicas (didmetro da cavidade interna, volume, ponto de
fusdo) dessas CDs s@o mostradas na Tabela 1.
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As ciclodextrinas foram descobertas por Villers a partir da digestdo de 1000 g de
amido com Bacillus amylobacter (VILLIERS, 1891). No entanto, foi Schardinger que as
caracterizou e determinou que s&o oligossacarideos ciclicos, por isso as CDs sdo também
chamadas de dextrinas de Schardinger (MARQUES, 2010).

Dentre as CDs, a p-ciclodextrina (5-CD) é a mais utilizada devido a sua
A p-CD é menos irritante do que a-ciclodextrina pois

disponibilidade e preco.

quantidades muito pequenas (1-2%) sdo absorvidas no trato intestinal superior apos

administracdo oral, bem como ndo possui nenhum metabolismo no trato intestinal

superior e é metabolizada por bactérias no ceco e colon (DELL VALLE, 2004).

Figura 4 - Estrutura quimica em 2D da a, £ e y-ciclodextrina
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Fonte: VENTURINI et al. (2008) p. 360.

Tabela 1 - Propriedades das ciclodextrinas

Caracteristicas

a-ciclodextrina

p-ciclodextrina

y-ciclodextrina

N° de unidades de glicose 6 7 8
Peso molecular (Da) 972 1135 1247
N° de moléculas 4gua na cavidade 6 11 17
Solubilidade em agua em 25°C(%g/v) 14,5 1,85 23,2
Inicio de fusédo (°C) =275 =280 =275
Diametro da cavidade central (nm) 0,5-0,6 0,6-0,8 0,8-1,0
Diametro da cavidade externa (nm) 1,4-15 1,5-1,6 1,7-1,8
Comprimento do cone (nm) 0,8 0,8 0,8

Fonte: Adaptado de MARQUES (2010).

Ademais, as unidades de glicopiranose presentes nas CDs (Figura 5a) adotam uma

conformacao cadeira, e isso faz com que as CDs exibam uma forma espacial do tipo cone

truncado e oco (RASHEED; ASHOK; SRAVANTHI,

2008) (Figura 5b). Tal

conformacdo estrutural é extremamente rigida, nela os grupos hidroxilas secundarios
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(OH) dos C2 e C3 estdo localizados na extremidade mais larga do cone, enquanto 0s
grupos hidroxilas (OH) dos C6 estdo na extremidade mais estreita do cone (MARQUES,
2010). Essa conformacao também é responsavel pela principal caracteristica das CDs, o
carater anfipatico, ou seja, a presenca de uma cavidade externa hidrofilica e de uma
cavidade interna hidrofobica, uma vez que os grupos polares OH estdo orientados nas
extremidades CDs, enquanto o seu interior ¢ “preenchido” apenas por grupos apolares
C3-H, C5-H e C-O-C glicosidico (a orientagdo dos grupos OH sdo mostrados na Figura
5¢) (SONGKRO et al., 2012).

Figura 5 - Conformacédo em cadeira da molécula de glicopiranose (a), representagéo conica mostrando a
cavidade interna e externa da ciclodextrina (b) e corte transversal de uma molécula de ciclodextrina que
mostra a disposi¢ao de uma molécula de glicose (c)
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Fonte: SANTOS (2014) p. 15.

Como resultado desse carater anfifilico, as CDs podem encapsular uma ampla

variedade de moléculas hdspedes hidrofobicas, formando os chamados complexos de
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incluséo (CI) ou também denominados de “complexo hospedeiro-hdspede”, tal nome é
porque na complexacgdo as CDs sdo como moléculas “hospedeiras ou anfitrids” abrigando
ou recebendo “moléculas héspedes” no interior da sua cavidade hidrofobica (DELL
VALLE, 2004).

O processo de formacéo de complexo de inclusdo é conduzido pela forca motriz
da complexacdo, que tem origem na liberacdo de moléculas de agua presentes no interior
da CD (Figura 6), ou seja, na complexacdo as moléculas de dgua sdo deslocadas por
moléculas hospedes mais hidrofobicas presentes na solucdo, a fim de atingir uma
associacdo apolar-apolar e diminuicdo da tensdo do anel de ciclodextrina, resultando em
um estado de baixa energia mais estavel (SZETJLI, 1998). Assim, a formacdo de
complexos de inclusdo depende diretamente da entrada do substrato hidrofébico na
cavidade da CD e da quebra da rede cristalina de agua, 0 que caracteriza um processo
tipicamente de efeito hidrofobico (SANTOS, 2014).

E importante também dizer que as interagdes entre CD e moléculas hospedes no
ocorrem por reacdo quimica, mas sim por forgas intermoleculares, e dependendo de como
tais forcas se estabelecem é possivel a formacdo do Cl em solucdo ou meio solido
(MURA, 2014). Além disso, Dell Valle (2004) ao falar sobre o encapsulamento pelas
CDs, destaca que existem dois fatores chaves nesse processo. O primeiro é o efeito
estérico e, portanto, depende do tamanho relativo da CD para o tamanho da molécula
hospede ou certos grupos principais presentes em tais moléculas. O segundo fator séo as
interacdes termodinamicas (forcas de Van de Waals, liga¢bes dipolo-dipolo, interacbes
eletrostaticas, transferéncias de cargas) entre os componentes do sistema (ciclodextrina,
molécula hospede e solvente).

Figura 6 - Representacéo esquematica da formacao do complexo de inclusdo em meio aquoso. A
molécula héspede é o metil-benzeno e as moléculas de agua sédo representadas por circulos em azul

Fonte: Adaptado de MARQUES (2010).

Ademais, os métodos para preparar Cl com ciclodextrinas s&o a co-evaporacao, o

método malaxagem ou pasta, a técnica de evaporacdo de solvente, o método de
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liofilizag&o, dentre outros. Contudo neste trabalho € ressaltado o0 método de pasta, uma
vez que os complexos de inclusdo sdo principalmente sintetizados a partir dessa técnica
(WADHWA et al., 2017). Nesse método, a CD é pesada com precisdo sendo misturada
com agua em almofariz e pistilo (porcelana ou agata), resultando em uma pasta. Em
seguida, “o hospede” nesse caso o OE pode ser incorporado a pasta, tendo uma mistura
completa. Por fim, o sélido obtido pode ser lavado com um solvente orgénico adequado
e seco em um dessecador a temperatura ambiente (FERNANDES et al., 2004).

Além de preparar os Cl é recomendavel verificar o sucesso do fenbmeno de
complexacdo, isto é, se as moléculas hospedes estdo no interior da cavidade interna da
CD. Nesse sentido, existem determinados métodos utilizados para caracterizacdo de
complexos de inclusdo de CDs, tais como os diagramas de solubilidade de fase, a GC-
MS, as técnicas espectroscopicas (Ressonancia Magnética Nuclear - NMR e
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier - FTIR), os métodos
térmicos (Termogravimetria - TG e Calorimetria Diferencial Exploratéria - CDE)
(WADHWA et al., 2017) e métodos de quimica computacional (Parametric Method 3 -
PM3, Parametric Method 6 - PM6, dinamica molecular - DM, Teoria Funcional de
Densidade - DFT) (MISIUK; GOVIL, 2010).

Entre os métodos espectroscépicos, este trabalho destaca a FTIR, uma técnica
analitica que mede a excitacao vibracional dos &tomos envolvidos numa ligagdo quimica,
ou seja, quando certo composto quimico é submetido a radiacdo infravermelha cada
ligacdo dos grupos funcionais (N-H, C-H, O-H, C=0, C-C, C=C, O-H, dentre outras)
exibe uma banda de absorcdo caracteristica no espectro (PAVIA et al., 2010).
Consequentemente, isto torna a FTIR uma ferramenta bastante util na identificacdo de
compostos quimicos, uma vez que permite identificar os diferentes grupos funcionais de
uma determinada amostra e suas ligacbes (FERNANDES et al, 2009).

Acerca dos métodos de quimica computacional, a DM € uma ferramenta
amplamente utilizada para verificar o comportamento de &tomos e moléculas na area de
fisica dos materiais (LIMA, 2013). A DM é baseada em mecanica molecular, isto
significa que o comportamento de um sistema molecular ou mesmo atémico é simulado
a partir das equagOes newtonianas de movimento (NAMBA; SILVA; SILVA; 2008).
Dessa forma, a DM acaba tendo dificuldades de encontrar minimos globais no sistema
estudado, e por isso é utilizada na maioria das vezes como técnica complementar a outros

métodos de quimica computacional (FERREIRA et al., 2015).
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Dentre os métodos semiempiricos (MSEM) existe o método PM6, e como
qualquer método semiempirico, ele combina a fisica tedrica com a fisica experimental,
ou seja, comeca propondo a resolucéo da equacao de Schrodinger e entdo introduz alguns
resultados experimentais, a fim de diminuir o tempo de célculo do sistema molecular
estudado (BARREIRO; RODRIGUES, 1997). O método PM6 foi um avanco em relagéo
a outros MSEM anteriores (RM1 e PM3) pois incluiu a parametrizagdo para os orbitais d
para os elementos representativos, isto possibilitou a esse método computacional calcular
as propriedades de varios sélidos cristalinos organicos e inorganicos (FOSTER;
SOHLBERG, 2009).

Por fim, o método computacional DFT é baseado em mecénica quéntica
(considera a solucdo analitica da equacdo de Schrodinger) para estudo de sistemas
moleculares, além do que aborda problemas ndo tratados por métodos quanticos que nao
consideram relacdes eletrdnicas, como é o caso do Hartree-Fock (SANTOS, 2015). Dessa
forma, o método DFT permite o estudo de sistemas de tamanho moderado a grande
(Natomos >20) com precisdo quimica aceitavel e custo computacional menor em
comparacdo ao Hartree-Fock (MORGON, 2001).

Diante disso, tanto 0 método PM6 quanto o método DFT tém sido utilizados em
determinados trabalhos que visam estudar a complexacdo de compostos volateis de OEs
em ciclodextrinas (HAIAHEM et al., 2013; LAWTRAKUL; INTHAJAK;
TOOCHINDA, 2014; ABDELAAL et al. 2017; SRIHAKULUNG et al., 2018), pois
fornecem energias de complexacdo e podem determinar os tipos de interacdes fisico-
quimicas entre a “molécula hospede” (OE) e a “molécula hospedeira” (CD), fatores
relevantes no fendmeno de inclusdo de moléculas no interior da cavidade interna da CD.

Além disso, na literatura consultada existem determinados autores que tém
demonstrado a formacdo de CI entre a f-CD e Oleos essenciais, melhorando a sua
estabilidade, bioatividade e solubilidade (GALVAO et al., 2015; ANAYA-CASTRO et
al., 2017; ANDRADE et al., 2017; MELO, 2018; MARQUES et al., 2019; SU et al.,
2019).

Portanto, diante de tudo que foi exposto anteriormente, o presente trabalho buscou
trazer uma contribuicdo na area de produtos naturais, fornecendo metodologias para o
isolamento e caracterizagdo quimica do 6leo essencial de P. ornatus, bem como saberes
acerca do processo de encapsulamento desse 6leo essencial em g-ciclodextrina. Além
disso, esse trabalho até o presente momento € o primeiro na literatura consultada que

realiza o estudo da complexacdo do OE de uma planta do género Plectranthus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo quimico do Oleo essencial de Plectranthus ornatus Codd,
visando o seu isolamento, a identificacdo dos compostos volateis, bem como a sintese e

caracterizacdo do seu complexo de inclusdo em g-ciclodextrina.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar o 6leo essencial da planta P. ornatus

e Identificar os compostos quimicos volateis no 6leo essencial de P. ornatus por
GC-MS

e Preparar o complexo de inclusdo de P. ornatus em 4-CD por meio do método de
mistura fisica e malaxagem

e Analisar o 0Oleo essencial de P. ornatus extraido do complexo de inclusdo
OEPO/p-CD por GC-MS

e Analisar o 6leo essencial de P. ornatus livre, a f-ciclodextrina e os Cl de OEPO/p-
CD por FTIR

e Realizar o estudo teérico da formacdo do complexo de incluséo do 6leo essencial
de P. ornatus em -CD

3 METODOLOGIA

3.1 Material vegetal

Primeiramente, as folhas de P. ornatus foram coletadas em mar¢o de 2021 em um
jardim privado em Araguaina, Tocantins, Brasil (S 7°10'10.6"S 48°14'11.9"W). A planta
foi identificada pelo Prof. Me. Alessandro Oliveira Silva, botanico do IFTO (Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Tocantins) - Campus Araguatins e

confirmada pela Dra. Juliana Santos (UNIBRA) como Plectranthus cf ornatus Codd.
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Uma exsicata da planta foi depositada no Herbario IFTO no Campus Araguatins com o
namero de registro 836.

Figura 7 - Fluxograma com as etapas para o isolamento do OEPO de folhas frescas de P. ornatus
cultivadas em jardim privado em Araguaina-TO
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| P ornatus em Clevenger bidestilado ‘

Particido em acetato de etila do
hidrolato de P. ornatus

' L & \
P k|
Folhas frescas de P.
ornatus

Oleo essencial
de P. ornatus
(OEPO)

Fase orginica seca em sulfato
de sédio anidro (Na2SO4)

Rotoevaporacgio a vacuo
da fase orgénica

Fonte: Autor (2021).

3.2 Isolamento do 6leo essencial das folhas de Plectranthus ornatus Codd

Para o isolamento do Gleo essencial de Plectranthus ornatus (OEPO) (Figura 7),
as folhas frescas de P. ornatus (163,0 g) imersas em 1000 mL de agua destilada foram
submetidas a hidrodestilacdo em um aparelho tipo clevenger bidestilado durante 3 horas,
tal processo resultou no hidrolato de P. ornatus. Em seguida, realizou-se nesse material
duas particdes em um funil de separacdo, sendo utilizado para cada uma 70,0 mL de
acetato de etila (C4HsO2) padrdo HPLC. Ap0s isso, a fase orgénica obtida foi seca com
sulfato de soédio anidro (Na;SOs) grau PA em um funil simples, sendo o material
resultante submetido a um rotoevaporador a vacuo por 60 minutos, a fim de evaporar o
solvente. Ao fim da rotoevaporacéo foi obtido o OEPO, sendo transferido para um vial

etiquetado e armazenado em freezer para procedimentos futuros.
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O dleo isolado foi submetido a um fluxo de gas nitrogénio (N2) por 3 min com o
intuito de evaporar completamente o solvente acetato de etila que ainda poderia
permanecer no OEPO pos rotoevaporacdo. Além disso, foi preciso isolar por mais trés
vezes 0 OEPO das folhas de P. ornatus, a fim de obter OE o suficiente para preparacéo
dos CI.

Figura 8 - Fluxograma com as etapas para preparacdo do complexo de inclusdo OEPO/S-CD por meio do
método de mistura fisica (MF), malaxagem com agua (MAA) e malaxagem com agua/etanol (MAAE)

Homogeneizacio de
OEPO, beta-ciclodextrina
e solvente em almofariz " il

Secagem da mistura fisica(a), malaxagem
com agua(b) e malaxagem com
agua/etanol(c) no dessecador

. 2

Complexos de inclusido preparados
ap6s 14 dias no dessecador de vidro.
Mistura fisica (a) malaxagem com
agua(b) e malaxagem com
agua/etanol(c)

Fonte: Autor (2021).

3.3 Preparacéao dos complexos de incluséo

3.3.1 Mistura fisica (MF)

Para preparacdo da MF (Figura 8), em uma balanca analitica foi pesado 1135 mg
de p-ciclodextrina e 204 mg de OEPO (baseado na massa molecular do p-cariofileno 204
g/mol), a fim de manter a razdo molar de 1:1 OEPO/ -CD. Em seguida, ambos materiais
foram misturados no almofariz e pistilo de porcelana sob agitacdo constante por 10 min.
Entéo transferiu-se essa mistura para um vidro rel6gio, sendo seca a temperatura ambiente
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em um dessecador por 14 dias. Por fim, o material resultante foi triturado em almofariz e

pistilo de porcelana e armazenado em frascos adequadamente fechados.

3.3.2 Método de malaxagem (MA)

No método de maxalagem os complexos de inclusdo foram preparados com uma
proporcdo molar de 1:1 OEPO/p-CD (baseado na massa molecular do g-cariofileno 204
g/mol) em &gua destilada (MAA) ou agua destilada/etanol (MAAE). Dessa forma, 5-CD
(1135 mg) e OEPO (204 mg) foram misturados com auxilio de um almofariz e pistilo de
porcelana. Apos isso, a essa mistura foi adicionada &gua destilada (2,0 mL) ou &gua
destilada (1,0 mL) e etanol (1,0 mL; Grau PA), sob agitacdo manual constante por 10
min. A pasta resultante foi transferida para um vidro reldgio, sendo seca a temperatura
ambiente em um dessecador por 14 dias. Por fim, o material seco foi triturado em
almofariz e pistilo de porcelana e armazenado em frascos adequadamente fechados para
procedimentos futuros (Figura 8).

3.4 ldentificacdo dos compostos quimicos do OEPO por Cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

Com uma micropipeta (20-200 pL) foi adicionado no vial (tipo headspace)
pequenas aliquotas de OEPO até se obter 20 mg desse 6leo. Em seguida, nesse mesmo
vial adicionou-se com outra micropipeta (100-1000 pL) 1000 pL do solvente acetato de
etila grau HPLC. Por fim, em outro vial foi preparado um branco com 1000 pL de acetato
de etila.

Apos isso, OEPO e o branco foram injetadas em um cromatografo a gas Agilent
Technologies 7890B acoplado a um espectrometro de massas 5977(GC-MS), assim foi
obtido o cromatograma, bem como 0s espectros de massas para 0s compostos quimicos

presentes nessas amostras.

3.5 Determinacao dos compostos volateis do OEPO inclusos em f-CD por analise de

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

3.5.1 Extragdo do 0leo total do complexo de inclusdo
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Para extrair o 6leo total dos complexos de inclusdo (MAA e MAAE) foi seguido
a metodologia de Marreto et al. (2008) com algumas modificacfes. Assim, 4gua destilada
(2,4 mL), acetato de etila (1,2 mL) e o complexo de incluséo (0,06 g) foram colocados
em um baldo de fundo redondo sob agitacdo e aquecimento constante a 85 °C por 20 min.
Em seguida, o material resultante foi filtrado e o residuo lavado com acetato de etila (3
mL) por trés vezes. Depois foi adicionada a amostra acetato de etila (0,5 mL) e solugéo
de Img/ mL de padréo interno timol (0,5 mL), sendo ent&o submetida a rotoevaporagao
e analisada por GC-MS (Figura 9).

O total de dleo correspondera a quantidade de 6leo essencial complexado na
cavidade da g-ciclodextrina mais o 6leo adsorvido na superficie da mesma (MARRETO
et al., 2008).

Figura 9 - Fluxograma com os procedimentos experimentais para extra¢do do 6leo total do complexo
OEPO/p-CD preparado pelo método MAA e MAAE

Pesagem do complexo de Agitacdo  constante € Filtracao e lavagem com acetato de etila

inclusao OEPO/f-CD aquecimento em 85 °C do (3 yese) do material resultante do
complexo de inclusao

procedimento de agitacao e aquecimento
OEPO/f-CD por 20 min.

do complexo

Oleo total extraido do Fase  organica em
complexo OEPO/B-CD rotoevaporador a viacuo.

Fonte: Autor (2021).

3.5.2 Extragdo do 0leo adsorvido a superficie do complexo de incluséo

Para extrair o 6leo adsorvido a superficie dos complexos de inclusdo (MAA e
MAAE) foi utilizada a metodologia de Marreto et al. (2008) com algumas modificacfes

laboratoriais. Dessa forma, o acetato de etila (2,4 mL) e o complexo de incluséo (0,06 g)
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foram colocados em um baldo de fundo redondo sob agitacdo durante 20 min. A
suspensdo foi filtrada e o residuo lavado com acetato de etila (3 mL) por trés vezes. Em
seguida, foi adicionada & amostra acetato de etila (0,5 mL) e solucdo de 1mg/ mL de
padréo interno timol (0,5 mL), sendo submetida a rotoevaporacao, e entdo analisada por
GC-MS (Figura 10).

A diferenca entre o 6leo total e o Oleo adsorvido na superficie da beta-
ciclodextrina foi utilizada para determinar o teor de complexacéo do 6leo (MARRETO et
al., 2008). Lembrando que essa quantificacdo tem carater relativo, uma vez que nao foi
realizada pelo fator de resposta (RF) do padrdo interno timol usando a equacdo de
Padukka, Bhandari e D"Arcy (2000), que é uma quantificagdo absoluta para determinar o

teor de substancias de 6leo essencial inclusas na ciclodextrina.

Figura 10 - Fluxograma com os procedimentos experimentais para extracao do 6leo adsorvido na
superficie do complexo OEPO/S-CD preparado pelo método MAA e MAAE
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Fonte: Autor (2021).

3.6 Condicdes para analise por GC-MS

As amostras (OEPO, MAA, MAAE e branco de acetato de etila) foram analisadas
em um cromatdgrafo a gas Agilent Technologies 7890B acoplado a um espectrémetro de

massas (GC-MS) 5977B. Os cromatografos operaram com colunas capilares HP-5MS, L
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=30 m, DI =0,25 mm e filme = 0,25 pm, sendo que o gas de arraste foi Hélio (99.999%)
em um fluxo constante na coluna cromatogréfica de 1 mL/ min. As temperaturas do
injetor, linha de transferéncia do massas, quadrupolo e da fonte foram mantidas a 300°C,
250°C, 150 °C e 230 °C, respectivamente. O modo de temperatura do forno foi: Inicial 50
°C por 1 min; uma elevacédo de temperatura de 1,5 °C/ min até 140 °C por 0 min e uma
outra variacao de temperatura de 10 °C/min até 250 °C por 40 min.

O tempo total de corrida para cada amostra foi de 76 min, além disso tanto os
volumes de amostra injetados quanto o volume para padrao de n-alcanos foram de 1,5 pL
no modo splitless. A detec¢do por massas no modo scan, foi realizada num intervalo de
40-500 Da. Os componentes quimicos foram identificados através da comparacao de seu
espectro de massas com espectros existentes na literatura Adams (2007), com espectros
do banco de dados (NIST2014) do equipamento, do NIST Web Book e pela comparagéo
dos indices de Retencdo (IR).

Os indices de retencdo (IR) foram determinados utilizando uma série homéloga
de n-alcanos Cq-C24C2 diluida em hexano grau HPLC injetados nas mesmas condi¢oes
cromatograficas das amostras, utilizando a equacédo de Van den dool e Kratz (1963). Por
fim, a quantificacdo relativa de cada componente no éleo essencial e no 6leo extraido do

complexo de inclusdo foi calculada a partir da area de integracdo do cromatograma.

3.7 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR em modo de refleténcia total atenuada (ATR) das amostras
(OEPO, p-CD MF, MAA e MAAE) foram registrados em um equipamento AGILENT
CARY 630 na faixa de 650 cm™ a 4000 cm™ com resolucdo de 2 cm™. O equipamento
encontra-se disponivel na UNIFESSPA (Universidade Federal do Sul e Sudeste do Pard)
-Campus Marab4, no Laboratério de Analise Quimica.

Foram realizados dois métodos para obtencéo dos espectros de infravermelho das
amostras (OEPO, -CD MF, MAA e MAAE). O método | consistiu somente em adquirir
0s espectros de infravermelho das amostras diretamente no cristal do aparelho FTIR. No
método |1, as amostras foram dissolvidas em 200 pL do solvente acetato de etila sobre o
cristal do FTIR, assim foi feita a aquisi¢do de espectros com as amostras em solvente e
espectros apds a completa secagem do solvente. Lembrando também que foi obtido o

espectro de infravermelho do branco acetato de etila.
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3.8 Modelagem molecular do complexo de inclusdo OEPO/ g-CD

Primeiramente, a estrutura da f-ciclodextrina foi obtida no website Cambridge
Crystallographic Data Center (CCDC). Em seguida, o p-cariofileno foi inserido no
interior da #-CD por meio de dinamica molecular durante 2 ns em temperatura ambiente
(25 °C). Para realizar a dindmica utilizou-se o Programa Abalone Verséo 2.0.0. Entéo, a
estrutura com pg-cariofileno encapsulado por -CD foi usada para construir dois modelos
de solvatacdo explicita com 10 moléculas e 40 moleculas ao redor do complexo. Em
seguida, aplicou a cada modelo molecular de solvatagdo o método semiempirico PM6
com intuito de otimizar a estrutura do g-cariofileno no interior da f-CD, obtendo assim a
estrutura quimica de equilibrio para o S-cariofileno e g-ciclodextrina em ambiente aquoso
no Programa Gaussian (2009).

Para quantificar a interacdo entre o p-cariofileno e pS-ciclodextrina em agua
calculou-se a energia de complexagdo (AE) com a seguinte equagdo 1 (DJILANI et al.,
2015):

AE = Ecomplex — (E p-cAR tivre + Ep-cD livre) (1)
Onde, Ecomplex, E p-cAr livre € Ep-cD 1ivie SA0 respectivamente energia total do complexo,
energia da estrutura do S-CAR néo-encapsulado e energia da estrutura 5-CD livre do
eugenol.

Essas energias (Ecomplex, E g-cARr livre € Ep-cp 1ivie) foram obtidas pelo método PM6
de maneira remota no ClusterHPE, um supercomputador das dependéncias da
Universidade de Brasilia (UnB) com as seguintes especificacdes: 6 GB de memdria
RAM, Random Access Memory (Memoria de Acesso Aleatorio), 2 Processadores Intel
(R) Xeon (R) CPUGoId 5120 @ 2.20 GHz 8 Mb de cache, cada Processador possui 14
nucleos, SSD local com capacidade de 500GB e Sistema Operacional CentOS 7.

Os mesmos procedimentos acima foram realizados para o ambiente agua/etanol,
todavia foi distribuido metade de moléculas de agua e etanol para o sistema de 10
moléculas e para o sistema com 40 moléculas ao redor da estrutura do S-cariofileno (5-
CAR) inclusa na g-ciclodextrina.

Para uma melhor representatividade da formacdo do complexo OEPO/ p-CD,
também foram calculadas por PM6 as energias de interacdo entre a S-ciclodextrina e 0s
compostos volateis terpinen-4-ol (TERP), oxido de cariofileno (O-CAR) e fitol (FIT) em
ambiente &gua e agual/etanol, utilizando o0s mesmos procedimentos descritos

anteriormente para o complexo f-CAR/S-CD. Além disso, foram calculadas as energias
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de interacdo dos compostos volateis principais do OEPO (5-CAR, TERP, O-CAR e FIT)
pelo método quéntico DFT com funcional wbh97xd, a fim de comparar os resultados
obtidos no método PM6. As energias de interagdo foram comparadas para verificar as
interacdes mais estaveis entre moléculas de 6leo essencial e a molécula de s-ciclodextrina

em solvente 4gua e agua/etanol.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Compostos volateis identificados no OEPO in natura por GC-MS

O oleo essencial de P. ornatus (OEPO) foi caracterizado por um odor agradavel,
bem como uma coloracdo amarela ténue. Além disso, 0 OEPO apresentou um total de 97
compostos volateis (Figura 11), o que faz dele uma mistura complexa. Contudo, foi
possivel identificar 36 compostos, que estdo demonstrados na Tabela 2 pela sua ordem
de eluicdo na coluna HP-5MS. Embora a quantidade de volateis identificados tenha sido
baixa, tais compostos representaram 68,18% do perfil quimico total do 6leo. Dessa
maneira, 0 OEPO teve como compostos volateis principais: S-cariofileno (59; 21,52%),
terpinen-4-ol (47; 6,89%), fitol (85; 4,00%) e Oxido de cariofileno (69;3,32%) (Figura
12).

Além disso, dentre os compostos identificados, a maioria pertenceu ao grupo
funcional dos sesquiterpenos (48, 6%, sendo 40% de hidrocarbonetos sesquiterpénicos e
8,6 % de sesquiterpenos contendo oxigénio), seguido pela fragcdo de monoterpenos, (31,4
%, sendo 25,7 % de hidrocarbonetos monoterpénicos 5,7 % monoterpenos com oxigénio)
outros (17,1 %, que incluem aldeidos, alcoois e cetonas) e diterpenos (2,9 %) (Tabela 2).

A composicdo quimica do 6leo essencial da espécie P. ornatus crescendo na
regido norte do Tocantins foi diferente da composicéo dos 6leos essenciais anteriormente
estudados para espécies cultivadas no nordeste brasileiro e Portugal. Para ficar mais claro,
0 Oleo essencial isolado de folhas e caule de P. ornatus na fase vegetativa e de floragéo
cultivadas em Portugal, apresentou como componentes principais: oct-1-en-3-ol (13-
31%), p-pineno (11-24%), a-pineno (11-19%) e p-cariofileno (0,2- 11%) (MOTA et al.,
2014).
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Figura 11 - Cromatograma de ions totais (TI1C) dos compostos volateis do OEPO
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Fonte: Autor (2021).

Tabela 2 - Composicdo quimica do 6leo essencial isolado de folhas frescas da planta Plectranthus ornatus
Codd cultivada na regido norte do Tocantins

Pico TR (min) Composto GC- IRexpt IRIite Sl Referéncia
MS 2
(%)
S-butoxietanol® 905 9045 831  Osorioetal.
11 7,620 0,19 (2006)
14 8,470 a-tujeno 2,18 923 924 936 Adams (2007)
15 8,738 a-pineno 1,57 929 932 924 Adams (2007)
19 10,615 Sabineno 1,31 969 969 932 Adams (2007)
20 10,727 S-pineno 0,62 971 974 963 Adams (2007)
21 11,002 1-octen-3-ol 2,28 979 974 909 Adams (2007)
22 11,400 3-octanona 0,07 985 979 839 Adams (2007)
23 11,883 3-octanol 0,51 996 991 951 Adams (2007)
(3E) -3- acetato de 1008 1001 926 Adams (2007)
24 12,599 hexenila 0,92
26 13,479 0-cimeno 0,54 1021 1022 929  Adams (2007)
28 13,714 Silvestreno 0,17 1024 1025 912 Adams (2007)
5-isopropil-2- 1043 1039 905 Ali et al.
metilbiciclo [3.1.0] (2008)
31 14,978 hex-3-en-2-ol 0,29
32 15,133 (E)-p-ocimeno 2,21 1045 1044 905 Adams (2007)
33 15,701 y-terpineno 1,07 1054 1054 881 Adams (2007)
38 19,569 1,3,8- p-mentatrieno 0,19 1110 1108 881 Adams (2007)
47 24,429 terpinen-4-ol 6,89 1172 1174 890 Adams (2007)
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Tabela 2 (Continuacéo) - Composicao quimica do 6leo essencial isolado de folhas frescas da planta
Plectranthus ornatus Codd cultivada na regido norte do Tocantins

Pico TR (min) Composto GC- IRexp. IRIitt SI Referéncia
MS @
(%)
50 27,113 Decanal 0,28 1205 1201 856 Adams (2007)
54 38,593 a-cubebeno 0,56 1343 1348 917  Adams (2007)
55 40,581 a-copaeno 1,04 1368 1374 951 Adams (2007)
56 41,227 S-bourboneno 0,91 1375 1387 934 Adams (2007)
57 41,865 S-cubebeno 0,51 1383 1387 904  Adams (2007)
58 42,065 [-elemeno 0,25 1386 1389 884 Adams (2007)
59 43,995 p-cariofileno 21,52 1409 1417 955  Adams (2007)
60 44,791 S-copaeno 0,83 1419 1430 916 Adams (2007)
D isogermacreno® 1435 1439 919 Radulovic et al.
61 46,001 0,20 (2006)
62 46,628 a- cariofileno 1,56 1443 1452 930 Adams (2007)
63 48,848 D germacreno 2,20 1471 1480 942  Adams (2007)
a-amorfeno® 1486 1490 914  Zarai et al.
64 50,054 0,34 (2011)
eremofileno® 1493 1503 891  Skaltsaetal.
65 50,600 2,71 (2003)
66 51,552 y-Cadineno 0,52 1505 1513 904  Adams (2007)
S-Cadineno? 1516 1518 916  Skaltsa et al.
67 52,422 1,99 (2003)
69 56,498 oOxido de cariofileno 3,32 1570 1582 898 Adams (2007)
70 46,628 a- cariofileno 1,56 1443 1452 930 Adams (2007)
73 61,060 tau-cadinol 2,05 1643 1638 889 Adams (2007)
75 61,857 6-cadinol 2,38 1658 1644 893 Adams (2007)
85 70,523 Fitol 4,00 2118 2119 956 Adams (2007)
Total 68,18
Classe dos compostos
volateis identificados
Hidrocarbonetos
monoterpénicos 25,7
Monoterpenos com
oxigénio 5,7
Hidrocarbonetos
sesquiterpénicos 40
Sesquiterpenos com
oxigénio 8,6
Diterpenos 2,9
Outros 17,1

TR = Tempo de retengdo em minutos do composto. SI = Indice de similaridade com base no R. Match. (a)
= Area percentual dos compostos com base na normalizacao das areas por GC-MS. (b) = indice de retencéo
experimental calculado usando a equacdo de Van den Dool e Kratz. (c) = indice de retencdo da literatura
baseada na equacdo de Van den Dool e Kratz. (d) = Identificado pelo NIST Web Book e/ou NIST MS

Search 2.0.

Fonte: Autor (2021).
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Figura 12 - Estrutura quimica dos principais compostos volateis encontrados no éleo essencial de P.
ornatus: g-cariofileno (a), 6xido de cariofileno (b), terpinen-4-ol (c) e fitol (d)
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Fonte: Autor (2021).

Ja no nordeste brasileiro existe até 0 momento quatro estudos que abordaram a
composicdo quimica do OEPO, sendo que trés foram realizados com espécies de P.
ornatus coletadas do jardim de plantas medicinais da Universidade Federal do Ceara
(UFC) (Fortaleza-Ceard), enquanto outro, com plantas cultivadas no Jardim de Plantas
Medicinais da Universidade Regional de Cariri (Crato-Ceara).

Dentre os trés estudos com plantas P. ornatus cultivadas em Fortaleza-Ceard, ha
o trabalho feito por Albuquergue et al. (2006), cujo a partir das folhas de P. ornatus
coletadas em 4 horarios diferentes do dia detectaram a seguinte composi¢do quimica do
6leo essencial: p-cariofileno (10-62%), eugenol (38%), timol (14%) e carvacrol (8%). O
segundo estudo foi realizado por Ferreira (2012), que ao isolar o 6leo essencial de folhas
frescas de P. ornatus identificou como compostos volateis principais: p-cariofileno
(27,08%), D germacreno (4,04%), 6xido de cariofileno (6,49%) e S-bourboneno (2,42%).

O terceiro estudo foi realizado por Alves et al. (2018), que constataram 0s
seguintes compostos principais no OEPO: éxido de cariofileno (61,74%), p-cariofileno
(10,65%), terpinen-4-ol, (6,20%) e p-bourboneno (4,54 %). Por fim Rodrigues et al.
(2013), identificaram no 0Oleo essencial de folhas de P. ornatus cultivadas em Crato-Ceara
0S seguintes compostos majoritarios: Eugenol (22,9 %), S-cariofileno (18,2%), Timol
(16,6 %) e Carvacrol (13,9%).
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Segundo Mota et al. (2012) as diferencas nos percentuais da composi¢do quimica
do 6leo essencial de P. ornatus em determinados paises do mundo (Brasil e Portugal) é
atribuida aos fatores geograficos e climéaticos. O estagio de desenvolvimento da planta,
época de colheita e método de isolamento também podem serem responsaveis pelos
diferentes perfis quimicos de um o6leo essencial especifico, independentemente das
caracteristicas genéticas da espécie medicinal (FIGUEIREDO et al., 2008)

Embora existam distingBes nos perfis quimicos do 6leo essencial da planta P.
ornatus, é importante ressaltar que sempre o p-cariofileno aparece como uns dos
principais compostos volateis do OEPO nos trabalhos que identificaram a composicao
quimica desse 6leo (ALBUQUERQUE et al., 2006; FERREIRA, 2012; RODRIGUES et
al. 2013; MOTA et al., 2014; ALVES et al., 2018). Além disso, o estudo de Govindarajan
et al. (2015) sustenta que o p-cariofileno possui uma maior atividade bioldgica contra
larvas Anopheles subpictus (LCs0=41,66 pug/mL), Aedes albopictus (LCso= 44,77 png/mL)
e Culex tritaeniorhynchus (LCs0=48,17 pg/mL) comparado ao Oleo essencial de P.
barbatus (5-CAR em 18,42 % da sua composicdo total) que exibiu uma LCsp igual a 84,
20; 87,25 e 94,34 ug/mL, respectivamente nas espécies de mosquitos mencionados acima.

Ademais, o p-cariofileno esta presente em maior concentracdo no 6leo essencial
da espécie Alpinia purpurata (8-CAR em 18,26-15,58 % da sua composicao total), bem
como é um dos compostos principais no oleo essencial de Blumea densiflora (5 -CAR em
6, 68% da sua composicao total), tais OEs exibiram atividade larvicida contra Aedes
Aegypti (SANTOS et al., 2012) e Anopheles anthropophagus, respectivamente (ZHU;
TIAN, 2011). Diante disso, o p-cariofileno pode ser uma alternativa ecologicamente
viavel para o controle de mosquitos vetores de doencas como a dengue e a malaria
(GOVINDARAJAN et al., 2015).

4. 2 Analise do complexo de inclusdo OEPO/f-CD por GC-MS

Os compostos volateis identificados no complexo de incluséo OEPO/S-CD
preparado pelo método MAA e MAAE sdo mostrados respectivamente na Tabela 3 e
Tabela 4. Dessa forma, a analise da Tabela 3 indica que o complexo preparado com
solvente agua levou a baixa inclusdo de moléculas do 6leo essencial de P. ornatus, pois
somente o0 1,3,8- p-mentatrieno e terpinen-4-ol foram identificados no dleo extraido do

método MAA. Uma explicacao para tal resultado é que no ambiente aquoso os OEs tém
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a tendéncia a associarem-se a si mesmos, ao invés de interagirem com a ciclodextrina
(MARRETO et al., 2008).

Tabela 3 — Caracterizagdo do complexo de inclusdo OEPO/f-CD preparado pelo método
malaxagem com agua (MAA)

Diferenca de concentracédo (%)

MAA Extraidos dos extratos de 6leo original P.
ornatus
. Oleo Oleo Teor de Raz&o de
Tr/min Compostos - complexagéo «
superficie total (%) complexagéo
19,630 1,3,8- p-mentatrieno - 0,25 0,25 Total
24,487 Terpinen-4-ol - 0,57 0,57 Total

Fonte: Autor (2021).

Tabela 4 — Caracterizagdo do complexo de inclusdéo OEPO/S-CD preparado pelo método malaxagem com
agua/etanol (MAAE)

Diferenca de concentracédo (%)

MAAE Extraidos dos extratos de 6leo original P.
ornatus
. Oleo Oleo Teor de Raz&o de
Tr/min Compostos - complexagéo «
superficie total %) complexagéo
19,630 1,3,8- p-Mentatrieno - 1,09 1,09 Total
24,487 Terpinen-4-ol 3,58 1,53 -2,05 Nenhum
43,951 p-cariofileno - 3,05 3,05 Total
56,498 oOxido de cariofileno 0,42 1,80 1,38 1:4,2
61,873 o-cadinol - 0,40 0,40 Total
70,523 Fitol - 0,79 0,79 Total

Fonte: Autor (2021).

Por outro lado, a presenca do etanol no método de preparagdo MAAE melhorou o
fendmeno de encapsulamento do 6leo de P. ornatus pela g-ciclodextrina, uma vez que
6leo extraido desse método comparado com o do MAA apresentou uma maior quantidade
de moléculas inclusas: 1,3,8-p-mentatrieno, p-cariofileno, 6xido de cariofileno fitol e o-
cadinol (Tabela 4). Resultado semelhante foi obtido por Galvdo et al. (2015), pois
relataram que 0 metodo malaxagem com agua/etanol na proporgéo 50:50 resultou em uma
maior complexacdo do OE de Citrus sinensis comparado ao método malaxagem com
somente agua destilada.

Diante disso, 0 maior encapsulamento das moléculas de 6leo essencial no método
MAAE é explicado pelo fato do etanol como co-solvente favorecer um meio mais
hidrofdébico e, por consequéncia, possibilitar uma maior interacdo das interacdes de Van
der Waals entre a molécula hospede e a ciclodextrina (DELL VALLE, 2004).
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Ademais o complexo preparado pelo método MAAE acabou encapsulando as
moléculas principais do OEPO (p-cariofileno, 6xido de cariofileno e fitol) e, portanto,
pode exibir atividades bioldgicas, sobretudo pela inclusdo do p-cariofileno, um
sesquiterpeno indicado como responsavel pela atividade anti-inflamatoria e antioxidante
de OE de copaiba (Copaifera reticulata) em ratos artriticos (AMES-SIBIN et al., 2018)
bem como um agente potencializador da atividade antifingica do cetoconazol
(SOBRINHO et al., 2020).

4.3 Analise do complexo de inclusdo OEPO/p-CD por FTIR

A FTIR é uma ferramenta Gtil para caracterizacdo de CI, ou seja, com essa técnica
é possivel verificar se os compostos volateis do 6leo essencial estdo inclusos na cavidade
interna das CDs (SANTOS, 2014). A base das informagbes sobre a complexacdo com
ciclodextrinas por FTIR surgem a partir da comparacao entre os espectros dos complexos
e dos seus compostos isolados (CD e 6leo essencial), sendo, portanto, analisado as
diferencas entre os espectros obtidos (RAJENDIRAN; MOHANDOSS; VENKATESH,
2014).

Em face disso, no espectro do OEPO (Figura 13a) é observado bandas em
comprimento de onda 2905, 2850, 1705, 1100, 1005 e 800 cm™ correspondendo aos
terpenos presentes no OEPO. Dessa forma, o pico intenso em 2905 cm™ e outro em 2850
cm* representam o estiramento em C-H de carbono sp®. Ja a absor¢do em 1005 e 800 cm
1 ¢ devido ao C-H fora do plano. A absorg¢do em 1705 cm™ é por causa do estiramento de
carbonila (C=0) dos compostos que compdem o OEPO.

O espectro de infravermelho da s-CD pura (Figura 13b) mostra uma banda larga
de 3299 cm™ referente ao estiramento do grupo OH presente na molécula glicopiranose,
2900 cm™ de estiramento C-H (grupo CH2) e 1630 cm™ devido a deformagéo angular H-
O-H. Além disso, o espectro apresentou absorcdo em 1150 cm™ de estiramento C-O-C do
anel e da ligacdo glicosidica e absorcdo intensa em 1005 cm™ devido ao estiramento C-
O-C de alcool. Tais resultados sdo semelhantes aos valores de espectro de absor¢do
encontrados na literatura para f-CD (MARTINS, 2018; TORRES et al., 2018).
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Figura 13- Espectros de absorcao na regido do infravermelho do 6leo essencial de P. ornatus (a)
e beta-ciclodextrina (b) obtidos pelo método |
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Comparando os espectros de infravermelho que correspondem aos complexos de
inclusdo obtidos pelos métodos MF, MAA e MAAE (Figura 14) com a da f-CD fica
evidente que ambos s@o semelhantes, ou seja, a f-CD sobrepds os espectros dos
complexos de incluséo impedindo verificar bandas de absor¢es do OEPO.

Os espectros de infravermelho obtido pelo método Il para o0 OEPO e a MF sdo
mostrados na Figura 15, enquanto na Figura 16 temos os espectros de absorcdo do
complexo MAA e MAAE obtidos pelo método II.
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Figura 14 - Espectros de absor¢&o na regido do infravermelho do complexo de inclusdo OEPO/
S-CD preparado pelo método MF(a), MAA (b) e MAAE (c) obtidos pelo método |
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O espectro de infravermelho do complexo preparado pelo método de MF (Figura
15b) mostrou bandas de absor¢fes em 2905, 1100 e 1010 cm™ (indicadas por setas em
azul) que correspondem as bandas de absor¢bes encontradas no espectro do 0leo
essencial de P. ornatus (Figura 15a), isto por sua vez indica o fenébmeno de
encapsulamento no método de MF.

Figura 15 - Espectros de absorgdo na regido do infravermelho do dleo essencial de P. ornatus (a)
e MF (b) obtidos pelo método Il ap6s a evaporagao do acetato de etila
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Na andlise dos espectro correspondente ao complexo de inclusdo obtido pelo
método MAA ¢ percebido bandas de absor¢des em 1100 e 1010cm™ (indicadas por seta

em azul - Figural6a), enquanto no espectro do complexo MAAE existem bandas de
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absorgdes em 2905, 1100 e 1010 cm™ (indicadas por setas na cor azul - Figura 16b) ,
assim, o espectro de MAAE apresentou uma banda fraca em 2905 cm™ que desapareceu
no espectro MAA, indicando maior teor de moléculas hdspedes no complexo inclusdo
preparado com agua/etanol do que no complexo de inclusdo preparado somente com agua
destilada. Os dados GC-MS confirmam esse resultado do FTIR, pois a analise em GC-
MS mostrou que o complexo MAAE apresentou maior capacidade de encapsular as
moléculas do 6leo essencial de P. ornatus.

Figura 16 - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho de MAA (a) e MAAE (b) obtidos
pelo método Il ap6s a evaporacdo do acetato de etila.
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4.4 Estudo tedrico computacional do complexo de inclusdo OEPO/ g-CD

O estudo computacional do complexo de inclusdo OEPO/ -CD foi realizado por
trés métodos tedricos: a dindmica molecular, método semiempirico PM6 e método
quantico DFT. A dinamica molecular ¢ um método usado para simular a evolucgéo
temporal de determinado sistema. Em tese nessa metodologia, a integracéo das equagdes
de mecénica classica € utilizada para determinar a posicdo, velocidade e aceleragdo das
particulas do sistema em um instante especifico (PEREIRA, 2004).

Por outro lado, 0 método PM6 € considerado um tipo de método semiquantico, ou
seja, ele em tese é fundamentado na mecéanica quantica, embora realize aproximacdes das
integrais, por consequéncia isso limita a sua precisdo, por outro lado o torna mais
vantajoso no tempo computacional comparado aos métodos quanticos (SILVA, 2017).

O método DFT ao contrario do PM6 é um método quantico, ou seja, nele €
realizada a resolu¢do numérica de integrais da mecénica quéantica (SILVA, 2017). Além
disso, no DFT é calculado as frequéncias vibracionais pela aproximacao harmonica, isso
faz com que as mesmas sejam superestimadas em comparacdo com o0s valores
experimentais (VESSECCHI et al., 2008).

Diante disso, os resultados de tais métodos para os complexos dos quatros
compostos principais do OEPO (#-CAR, O-CAR, TERP e FIT) com 4-CD s&o mostrados

nas secdes seguintes.

4.4.1 Dindmica molecular do complexo de inclusdo OEPO/ 5-CD

A dindmica molecular entre o FIT e a -CD resultou na entrada do FIT no interior
da cavidade interna hidrofobica da $-CD, sendo que a estrutura do complexo de incluséo
estabilizada foi caracterizada por parte da cadeia alifatica do FIT permanecer no interior
da p-CD (Figura 17a). Isso ocorre, pelo fato de o FIT ser um diterpeno com tamanho
molecular significativo a ponto da -CD ndo conseguir encapsula-lo totalmente.

J& na estrutura do complexo de inclusdo TERP/ S-CD obtida por dindmica
molecular ¢ demonstrado que o TERP permanece totalmente incluso no interior da
cavidade interna da $-CD, como mostrado na Figura 17 b. Isso pode ser atribuido ao
efeito esterico, ou seja, o volume molecular do TERP é adequado o suficiente para fazé-

lo ser ajustado espacialmente no interior da cavidade interna da s-CD.
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Figura 17 - Encapsulamento dos compostos volateis fitol (a) e terpinen-4-ol (b) pela S-ciclodextrina
simulada por dindmica molecular. A esquerda da seta é mostrado o FIT, TERP e -CD isolados, ja a
direita da seta € mostrado o complexo de inclusdo. Os compostos volateis e S-ciclodextrina estdo
representados pelo modelo vareta

(a)

Fitol

ciclodextrina ciclodextrina

(b)

Terpinen-4-ol

ciclodextrina

ciclodextrina

Fonte: Autor (2021).

Ademais, a dindmica molecular para o f-CAR e a f-CD mostrou que parte desse
composto volatil permanece no interior da $-CD, ou seja, na formacdo do complexo -
CAR/ p-CD aentrada do f-CAR na -CD ocorre pelo seu anel com nove carbonos, sendo
gue 0 seu grupo butano fica na parte externa da S-ciclodextrina, como mostrado na Figura
18a.

Para 0 O-CAR, a dindmica molecular resultou em duas possiveis entradas desse
sesquiterpeno oxigenado no interior da f-CD. Na primeira, essa molécula hdspede entra
com seu grupo oxigenado na parte interna da S-CD, resultando em um complexo de
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inclusdo com a grupo butano para fora da f-CD (Figura 18b). Contrariamente, na segunda
forma o O-CAR entra com seu grupo butano no interior da cavidade da $-CD, resultando
em um complexo de inclusdo em que o grupo oxigenado dessa molécula hospede fica na

parte externa da S-CD, como mostrado na Figura 18b.

Figura 18 - Encapsulamento dos compostos volateis g-cariofileno (a) e 6xido de cariofileno (b) pela -
ciclodextrina simulada por dindmica molecular. A esquerda da seta é mostrado o0 f-CAR, O-CAR e a f-
CD isolados, ja a direita da seta € mostrado o complexo de inclusdo. Os compostos volateis e a -
ciclodextrina estdo representados pelo modelo vareta

(@)

(b)

Sxido de carlofilenc Oxido de cariofilenc

Fonte: Autor (2021).
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Em face disso, as moléculas com tamanho menores, nesse caso o TERP, sdo mais
facilmente inclusas no interior da f-CD, enquanto nas moléculas maiores do OEPO (FIT,
S-CAR e O-CAR) estudadas pela dinamica molecular a interagdo com a 5-CD ocorre com
partes ou grupos dessas moléculas hdspedes, uma vez que o tamanho da cavidade da /-
CD ndo e grande o suficiente para envolvé-las totalmente. Portanto, na formacédo de
complexo ocorre uma discriminacdo estereosseletiva, que emerge das diferengas que a
molécula hospede em potencial apresenta para se adaptar a cavidade da CD, assim o ajuste
espacial é considerado um dos fatores para reger o processo de complexacdo (HARATA,
1998).

4.4.2 Energias de complexacao entre os principais compostos volateis do OEPO e a -
CD

As estruturas dos complexos de inclusdo obtidas por dindmica molecular foram
utilizadas como modelos iniciais para os calculos de energia de interacdo pelo método
PM6. Dessa forma, os valores de energias de interacdo (AE) para os complexos f-CAR/
S-CD, O-CAR/B-CD- | (grupo butano para dentro da f-CD), O-CAR/f-CD- Il (grupo
butano para fora da f-CD) TERP/S-CD e FIT/S-CD em solvente agua e dgua/etanol sdo

mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Energias de interagdo entre 0s compostos volateis principais do OEPO e a -CD em solvente
dgua e dgua/etanol calculadas pelo método semiempirico PM6

Complexo de incluséo AE (kcal/mol) AE (kcal/mol) 5 AE (kcal/mol)  AE (kcal/mol) 20

10 moléculas de moléculas de 40 moléculas moléculas de
agua agua/ 5 moléculas de 4gua agua/20 moléculas
de etanol de etanol

p-Cariofileno/s-CD -16,32 -16,06 -16,38 -16,44

Terpinen-4-ol/3-CD -19,89 -20,08 -19,58 -17,12

Oxido de cariofileno/p- -21,71 -21,59 -23,16 -24,28
CD-1

Oxido de cariofileno/g- -15,81 -15,87 -15,24 -14,99
CD-ll

Fitol/-CD -25,61 -29,03 -27,53 -28,38

Fonte: Autor (2021).

Logo é observado na Tabela 5 que os principais compostos volateis do OEPO (-
CAR, O-CAR, TERP e FIT) ao interagirem com a -CD tanto em solvente aquoso quanto
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no solvente agua/etanol resultam em energias com valores negativos. Isso pode indicar
do ponto de vista qualitativo a possibilidade de formag&o complexos entre cada um desses
quatros compostos volateis com a f-CD, pois as energias de complexacdo negativas
concedem modelos de complexos favorecidos (MADI et al., 2013; LAWTRAKUL;
INTHAJAK; TOOCHINDA, 2014).

Os complexos f-CAR/p-CD, O-CAR/p-CD-I, O-CAR/S-CD-11 e TERP/S-CD néo
mostraram diferencas significativas na energia de interagdo no modelo de solvatagéo 10
moléculas de agua e no modelo com 5 moléculas de dgua/5 moléculas de etanol. Para
ficar mais claro, o complexo S-CAR/f-CD no solvente dgua (10 moléculas de agua)
apresentou energia igual a -16,32 kcal/mol, enquanto no solvente &gua/etanol (5
moléculas de agua/5 moléculas de etanol) exibiu um AE igual a -16,06 kcal/mol, valores
que sao proximos a nivel de estudo tedrico.

Além disso, o FIT/B-CD foi o unico dentre os complexos estudados que exibiu
alteracdo significativa na energia de interacdo, pois no ambiente dgua apresentou um valor
igual a -25,61 kcal/mol, enquanto no solvente agua/etanol mostrou energia de interacao
de -29,03 kcal/mol, uma diferenca de 3,42 kcal/mol. Dessa forma, o modelo de solvatagédo
com 10 moléculas de agua e 5 moléculas de agua/5 moléculas de etanol foi adequado
apenas para mensurar o efeito solvente da &gua e da agua/etanol na formacéao do complexo
de incluséo FIT/S-CD.

Nos modelos de solvatacdo com 40 moléculas de agua e 20 moléculas de agua/20
moléculas de etanol ndo foi verificado alteracdo significativa na energia de interacdo dos
complexos p-CAR/S-CD, O-CAR/p-CD-II e FIT/p-CD. Por exemplo, o complexo O-
CAR/p-CD-II apresentou energias de interacdo de -15,24 kcal/mol e -14,99 kcal/mol
respectivamente no solvente dgua (40 moléculas de agua) e no solvente dgua/etanol (20
moléculas de agua/20 moléculas de etanol).

Por outro lado, o complexo TERP/S-CD exibiu valores de energia de interacéo
com valores diferentes nos dois ambientes, pois em agua e agua/etanol a energia de
interacdo foi respectivamente igual a -19,58 kcal/ mol e -17,12 kcal/mol, uma diferencga
de 2,46 kcal/ mol. Portanto, 0 modelo de solvatagdo com 40 moléculas de agua e 20
moléculas de 4gua/20 moléculas de etanol foi adequado apenas para mensurar o efeito
solvente da 4gua e da dgua/etanol na formacgdo do complexo de inclusdo TERP/f-CD.

Segundo Srihakulung et al. (2018) quanto mais negativo o valor da energia de
complexacdo (AE), mais favoravel serd o caminho para formacdo do complexo de

inclusdo. Diante disso, ao comparar 0s AE entre os complexos de incluséo, é verificado
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que o complexo FIT/S-CD (-25,61kcal/mol - solvatacdo em 10 moléculas de agua)
apresentou energia com valor mais negativo, seguido por O-CAR/f-CD-l1 (21,71
kcal/mol), TERP/-CD (-19,89 kcal/mol), p-CAR/f-CD (-16,32 kcal/mol) e O-CAR/S-
CD-1l (-15,81 kcal/mol). Isso indica que o complexo FIT/5-CD é o mais estavel e,
portanto, o FIT a nivel de estudo tedrico pode ser mais facilmente incluso no interior da
cavidade da S-CD durante o encapsulamento do OEPO do que os outros compostos
volateis desse 6leo essencial, neste caso o TERP, f-CAR e O-CAR.

Ademais, a f-CD e as moléculas hdspedes interagem por diversas forcas para
formar complexos de inclusdo, tais como interacdes dipolo-dipolo, Van der Waals e
interagcbes hidrofébicas (DELL VALLE, 2002; LAWTRAKUL; INTHAJAK;
TOOCHINDA, 2014). Neste sentido, na Figura 19 é mostrado que entre o hidrogénio da
hidroxila (OH) da molécula terpinen-4-ol e a glicopiranose da -CD existe uma ligacdo
de hidrogénio de 2,09 A de comprimento, também na Figura 20 a hidroxila terminal (OH)
do fitol realiza trés ligacdes de hidrogénio (2,21 A, 2,40 A e 1,86 A de comprimento) com
a molécula da glicopiranose da s-CD.

Figura 19 - Estrutura otimizada pelo método semiempirico PM6 para o complexo de inclusdo TERP/-
CD em 10 moléculas de agua. O TERP e as moléculas de agua estdo representados em modelo vareta. A
[S-CD é representada pelo modelo de linha
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.
Fonte: Autor (2021).
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Figura 20 - Estrutura otimizada pelo método semiempirico PM6 para o complexo de inclusdo FIT/S-em
10 moléculas de agua. O FIT e as moléculas de agua estao representados em modelo vareta. A -CD é
representada pelo modelo de linha

Fitol

Ligagdes de Hidrogénio-f""""‘x.\ 2,21A

N1 ciclodextrina

Fonte: Autor (2021).

Dentre as duas estruturas para o complexo O-CAR/B-CD, somente a
conformacéo-1 (grupo butano para dentro da f-CD) apresentou ligacéo de hidrogénio com
1,72 A de comprimento entre o oxigénio do O-CAR e o 4tomo de hidrogénio da molécula
de glicopiranose da s-CD (Figura 21 a). Além disso, essa conformacgédo foi mais estavel
que a conformacédo-I1, pois resultou em uma energia de interacdo igual a -21,71 kcal/mol
(modelo 10 &guas de solvatacdo - Tabela 5), um valor bem mais negativo comparado a
conformacao-11, que foi de -15,81 kcal/mol (modelo 10 &guas de solvatacédo - Tabela 5).

Acerca do complexo de inclusdo p-CAR/f-CD, o p-cariofileno ndo realiza
ligaces de hidrogénio com as moléculas de glicopiranose da 5-CD (Figura 22). Também
considerando a estrutura mais estavel do complexo O-CAR/S-CD, o complexo f-CAR/S-
CD dentre os compostos volateis do OEPO estudados foi 0 que apresentou energia de
interacdo menos negativa com valor de -16,32 kcal/mol (modelo com 10 moléculas aguas
de solvatacdo-Tabela 5).

Diante disso, a presenca de ligagdes de hidrogénio nos complexos FIT/5-CD, O-
CAR/p-CD-l e TERP/-CD séo um dos fatores que contribuem para energias de interagéo

mais negativas nesses trés complexos quando comparadas com as energias de
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complexacéo do f-CAR/f-CD e O-CAR/B-CD-I1, que por sua vez foram menos negativas
(Tabela 5).
Figura 21 - Estruturas otimizadas pelo método semiempirico PM6 para os complexos de inclusdo O-

CAR/p-CD-I (a) e O-CAR/B-CD -I1 (b) em 10 moléculas de dgua. O S-CAR esté representado em modelo
vareta. A 5-CD e as moléculas de agua estéo representadas pelo modelo de linha

Ligacéo de Hidrogénio Conformagéo |
v oxido de cariofilneo

(@)

)\/ Ciclodextrina

Conformacéo Il

oxido de cariofileno

Ciclodextrina

Fonte: Autor (2021).
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Figura 22 - Estrutura otimizada pelo método semiempirico PM6 para o complexo de inclusdo g-CAR/f-
CD em 10 moléculas de agua. O -CAR e as moléculas de agua estdo representadas em modelo vareta. A
S-CD é representada pelo modelo de linha.

beta-cariofileno

7 N

'/ ¥ ciclodextrina
LN
e

Fonte: Autor (2021).

Ademais, as energias de complexacédo para os complexos f-CAR/S-CD, TERP/f-
CD, O-CAR/B-CD-I1 e FIT/S-CD em ambiente aquoso foram calculadas pelo método DFT
com funcional wh97xd. Dessa forma, as energias presentes na Tabela 6 sdo bem mais
negativas do que as energias de interacdo calculadas pelo método PM6 para os complexos
dos quatro compostos volateis do OEPO e a #-CD, mostradas na Tabela 5. Esta diferenca
nas energias de interacdo entre os dois métodos é pelo fato de o DFT ser um estudo de
quimica computacional bem mais completo, pois é baseado em mecanica quantica, ou
seja, no célculo é realizado a resolucdo numérica de vérias integrais que no método PM6
nédo séo resolvidas, mas somente aproximadas para parametros experimentais (SILVA,
2017).

Tabela 6 - Energias de interacdo entre 0s compostos volateis principais do OEPO e a -CD em solvente
&gua calculadas pelo método guéntico DFT (wh97xd)

Complexo AE (kcal/mol) 10 moléculas de agua
S-Cariofileno/s-CD -42,67
Terpinen-4-ol/p-CD -49,70

Oxido de cariofileno/g-CD-I -61,58
Oxido de cariofileno/s-CD-II -42,29
Fitol/s-CD -75,46

Fonte: Autor (2021).



56

Ademais, a ordem de afinidade dos quatro compostos volateis de OEPO pela f-
CD no método quantico DFT convergiu com a do método PM®6, ou seja, o complexo FIT/
B-CD foi mais estavel, apresentado energia de interacdo igual a -75,46 kcal/mol, seguido
por O-CAR/S-CD-I (-61,58 kcal/mol), TERP/f-CD (-49,70 kcal/mol) e f-CAR/f-CD (-
42,67 kcal/mol) O-CAR/B-CD-I1 (-42,29 kcal/mol). Tal resultado indica que a nivel de
método tedrico o PM6 é adequado para conceder energias de interagdo dos compostos
principais do OEPO pela g-CD e, portanto, acaba sendo mais vantajoso utilizar esse
método semiempirico para a estudar a complexacdo em S-CD, na medida que tem um
custo computacional muito menor comparado ao método quantico DFT.

Quando se compara os dados do estudo tedrico PM6 com os dados do estudo
experimental (GC-MS) do complexo MAAE, ¢ percebido do ponto de vista qualitativo
gue ambos métodos convergiram, ou seja, 0 método semiempirico PM6 exibiu energias
de complexacdo negativas no solvente agua/etanol para os complexos f-CAR/p-CD/, O-
CAR/pB-CD e FIT/p-CD (Tabela 5) , indicando por sua vez, o encapsulamento dessas
substancias em $-CD, assim como os dados em GC-MS mostraram que o p-cariofileno,
oxido de cariofileno e fitol permanecem no interior da cavidade interna da - CD (Tabela
4).

Do ponto de vista quantitativo, por outro lado, existem diferengas na ordem de
complexacdo em S-CD entre o estudo tedrico PM6 e os resultados experimentais em GC-
MS do complexo MAAE. Para ficar mais claro, pelo calculo PM6 o fitol (-29,03 kcal/mol-
Tabela 5) é a molécula hospede que melhor interage com a S-CD, seguido por Oxido de
cariofileno (-21,59 kcal/mol - Tabela 5) e o g-cariofileno (-16,06 kcal/mol - Tabela 5),
todavia pelos dados em GC-MS o S-cariofileno foi 0 composto volatil com maior teor de
inclusdo na cavidade interna da $-CD, seguido por 6xido de cariofileno e fitol (Tabela 4).

Diante disso, o estudo teodrico adotado neste trabalho convergiu com o dado
experimental ao prever que o 6xido de cariofileno é a segunda molécula cujo mais
interage com a S-CD. Acerca da mudanca na ordem de complexacdo do p-cariofileno
entre os dados tedricos e experimentais, provavelmente foi pelo fato da estrutura
otimizada em PM6 ndo ter encontrado ligacdes de hidrogénio entre essa molécula
hospede e a f-CD (Figura 22), pois caso localizasse essa possibilidade, a energia de
interacdo entre o p-cariofileno e a f-CD se tornaria bem mais negativa, assim como
ocorreu na conformacao | do complexo 6xido de cariofileno e a 5-CD.

Por fim, este estudo tedrico ndo considera fatores cinéticos no fenémeno de

complexacdo, isto é, embora a energia de interacdo entre a f-CD e a molécula FIT seja a
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mais negativa (-29,03 kcal/mol - Tabela 5), o fitol € o terceiro composto principal no 6leo
essencial de P. ornatus, fator determinante para esse composto volatil ndo ser a molécula

hospede que mais encapsula na cavidade interna da s-CD.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A composicdo quimica do oleo essencial de P. ornatus foi identificada com
diferencas quimicas qualitativas e quantitativas comparado aos perfis quimicos desse 6leo
em trabalhos anteriores. Isso é consequéncia do método, lugar de coleta e o 6rgdo da
planta empregado para isolar o OEPO. Por outro lado, a posteriori é importante aumentar
a quantidade de folhas para isolamento numa escala industrial, ou seja, na ordem de
quilogramas, a fim de obter um maior nimero de compostos identificados, além de poder
separar o 6leo essencial sem necessidade de particionamento com solvente.

Acerca dos complexos de inclusdo em f-CD, as andlises no GC-MS e no FTIR
mostraram que o complexo MAAE encapsulou uma maior quantidade de substancias do
OEPO no interior da #-CD do que o complexo MAA. Contudo, a posteriori pode ser
buscado outros métodos de preparacdo de complexos de inclusdo, como o0 método co-
precipitacdo (envolve preparo de Cl em temperaturas acima de 25 °C), a fim de obter ClI
com compostos que estdo em menores concentracbes no OEPO. Ademais, a analise em
GC-MS deve ser realizada na MF, para ter além do FTIR, mais um resultado que
corrobora para a possibilidade de encapsulamento do OEPO pela #-CD nesse método de
preparacéao.

As energias de interacdo calculadas no estudo tedrico PM6 do encapsulamento
dos compostos volateis p-cariofileno, 6xido de cariofileno, fitol e terpinen-4-ol por f-CD
em ambiente &gua/etanol foram negativas e, portanto, indicam a possibilidade de
formacédo de complexos de incluséo entre esses compostos volateis e a f-CD. Dentre tais
substancias, somente o terpinen-4-ol ndo encapsulou no complexo de inclusdo MAAE,
isto mostra por sua vez que o método tedrico PM6 € uma alternativa viavel no ambito
qualitativo para prever a possibilidade das moléculas do OEPO encapsularem em S-CD.

Além disso, 0 método semiempirico PM6 somente convergiu com os dados
experimentais do GC-MS ao prever o oxido de cariofileno como segundo composto do
6leo essencial de P. ornatus que mais interage com a cavidade interna da $-CD. Dessa
maneira, a nivel de estudo teodrico poderia ser considerado além da energia de interacéo,

os fatores cinéticos envolvidos no fenébmeno de complexacdo em £-CD, para entdo o
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estudo teorico ter mais possibilidade de coincidir integralmente do ponto de vista

quantitativo com os dados experimentais em GC-MS.

5.1 Contribuic¢des da monografia

A composi¢do quimica do 6leo essencial identificada neste trabalho concede apoio
ao uso etnoboténico da planta P. ornatus pela populagéo da regido norte do Tocantins.
Também, o presente trabalho amplia o leque de fontes de consulta para melhor
compreensdo das mudancas quantitativas e qualitativas no perfil quimico que o dleo
essencial sofre a depender do territorio onde a planta P. ornatus é cultivada.

Além disso, este trabalho foi o primeiro a realizar na literatura consultada o estudo
da complexacdo de um Oleo essencial em S-CD de uma planta que pertence ao género
Plectranthus. Por consequéncia, pode ser considerado uma fonte de pesquisa e
metodologias para trabalhos que desejam estudar o fendmeno de complexacdo do dleo
essencial de outras plantas desse género, como a P. cylindraceus e a P. barbatus.

Este trabalho mostrou que o método semiempirico PM6 consegue no ambito
qualitativo fornecer com uma razoavel previsibilidade quais sdo as moléculas que podem
permanecer inclusas na cavidade interna da f-CD. Dessa forma, o método PM6 como
outros métodos tedricos de quimica computacional sdo possiveis alternativas para
verificar a possibilidade de encapsulamento das moléculas de 6leos essenciais com a -
CD e, portanto, definir se é viavel ou ndo realizar a preparacdo dos complexos de incluséo,
configurando-se como ferramentas para otimizacdo nas etapas de trabalhos cientificos,

sobretudo no que tange ao tempo de pesquisa.

5.2 Trabalhos futuros

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, puderam ser identificadas algumas
possibilidades de continuagéo a partir de futuras pesquisas, as quais incluem: (a) trabalhos
que envolvam o estudo da interacdo entre a f-CD com as moléculas em menores
concentrages (1,3,8-p-mentatrieno e J-cadinol) do 6leo essencial de P. ornatus , a fim
de obter uma maior representagéo a nivel tedrico do fenémeno de encapsulamento pela
S-CD, (b) pesquisas que envolvam verificar a atividade bioldgica do dleo essencial de P.
ornatus encapsulado por p-CD, bem como determinar se o encapsulamento melhora a

atividade bioldgica do 6leo essencial de P. ornatus e (c) patentes que visam propor 0s
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complexos de inclusdo do oOleo essencial de P. ornatus em $-CD como alternativa aos

produtos farmacéuticos sintéticos.
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APENDICE B - ESPECTRO DE MASSA EXPERIMENTAL DO OXIDO DE
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APENDICE C - ESPECTRO DE MASSA EXPERIMENTAL DO TERPINEN-4-
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APENDICE D - ESPECTRO DE MASSA EXPERIMENTAL DO FITOL
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