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RESUMO

Oleos essenciais (OEs) sd0 uma mistura de compostos naturais, aromaticos, lipofilicos e
possuem uma variedade de atividades. Suas aplicagcbes podem ser ampliadas a partir da
formagéo de Complexo de Inclusdo (Cl) com Ciclodextrinas (CDs). Este trabalho teve como
objetivo estudar a composi¢do quimica, preparar complexo de inclusdo com g-ciclodextrina e
avaliar a atividade antifungica contra espécies de Candida e atividade larvicida contra Aedes
aegypt dos 6leos essenciais de Croton zehntneri e Lippia lasiocalycina. O éleo essencial de C.
zehntneri (OECZ) foi obtido por hidrodestilagdo das folhas e caracterizado por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), sendo o estragol o composto
majoritario (90%). O CI do OECZ com -ciclodextrina foi preparado pelos métodos de co-
precipitacdo e por spray drying. Os Cls foram caracterizados espectroscopia Raman e ATR-
FTIR e a eficiéncia de complexacdo determinada por CG-EM. Foi observado que o ClI
preparado por co-precipitacdo apresentou a maior eficiéncia de complexacgédo (50%). O estudo
sazonal e circadiano do Gleo essencial de L. lasiocalycina (OELL) foi realizado de marco de
2018 a fevereiro de 2019, exceto outubro, as coletas sendo realizadas nos horérios de 8, 12 e
18h. Os OEs foram extraidos das folhas frescas por hidrodestilacdo e caracterizados por CG-
EM. A composicdo quimica do OELL apresentou: o limoneno como o0 composto majoritario,
oxido de piperitenona, cuminaldeido e o biciclogermacreno, entre outros. Foi observado que o
més e horério de coleta e os periodos do ano ndo interferem no rendimento das hidrodestilacoes,
mas interferem na composicéo quimica do OELL. A atividade antifingica dos OEs foi avaliada
a partir da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentragdo fungicida
minima (CFM). O OECZ foi fungicida para todas as cepas de Candida, exceto para a C.
nivariensis (P2). O OELL e os compostos extraidos do hidrolato de L. lasiocalycina (HILL)
possuem atividade antifingica moderada para todas as cepas estudadas. Também foi avaliada
a atividade larvicida contra Aedes aegypti dos Oleos essenciais livres e complexados e foi
observado que 0s 6leos essenciais apresentaram efeito larvicida nas aliquotas de 7,5 a 20 pL
apos 24 h de exposicao, promovendo 100% das mortes. Por outro lado, apenas o complexo dos
compostos extraidos do hidrolato com B-ciclodextrina, CI HILL/B-CD, apresentou atividade
larvicida. Desta forma, os 0Oleos essenciais estudados podem ser fonte de novos produtos

larvicidas contra Aedes aegypti e antifungicos contra espécies de Candida.

Palavras-chave: estudo sazonal e circadiano, Candida spp, Aedes aegypti, hidrolato, 6xido de

piperitenona, limoneno e estragol.



ABSTRACT

Essential oils (OESs) are a mixture of natural, aromatic, lipophilic compounds and have a variety
of activities. Its applications can be expanded by forming an Inclusion Complex (IC) with
Cyclodextrins (CDs). This work aimed to study the chemical composition, prepare inclusion
complex with B-cyclodextrin and evaluate the antifungal activity against Candida species and
larvicidal activity against Aedes aegypt of the essential oils of Croton zehntneri and Lippia
lasiocalycina. The essential oil of C. zehntneri (CZEO) was obtained by hydrodistillation of the
leaves and characterized by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS),
estragol being the major compound (90%). The I1C of CZEO with B-cyclodextrin was prepared
by co-precipitation and spray drying methods. The ICs were characterized by Raman
spectroscopy and ATR-FTIR and the complexation efficiency determined by CG-EM. It was
observed that the IC prepared by co-precipitation showed the highest efficiency of
complexation (50%). The seasonal and circadian study of the essential oil of L. lasiocalycina
(LLEO) was carried out from March 2018 to February 2019, except October, being the
collections realized at 8, 12 and 18 h. The EOs were extracted from fresh leaves by
hydrodistillation and characterized by GC-MS. The chemical composition of LLEO presented:
limonene, as the major compound, piperitenone oxide, cuminaldehyde and bicyclogermacrene,
among others. It was observed that the month and time of collection and the periods of the year
do not affect the yield of hydrodistillations, but do interfere with the amount of compounds
present in the OELL. The antifungal activity of EOs was evaluated from the determination of
the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum fungicidal concentration
(CFM). CZEO was fungicidal for all strains of Candida, except for C. nivariensis (P2). LLEO
and compounds extracted from L. lasiocalycina hydrolate (LLHY) have moderate antifungal
activity for all strains studied. The larvicidal activity against Aedes aegypti of free and
complexed essential oils was also evaluated and it was observed that the essential oils showed
a larvicidal effect in the rates of 7.5 to 20 uL after 24 h of exposure, promoting 100% of deaths.
On the other hand, only the complex of compounds extracted from the hydrolate with (-
cyclodextrin, LLHY/B-CD IC, showed larvicidal activity. In this way, the essential oils studied
here can be a source of new larvicidal products against Aedes aegypti and antifungals against
Candida species.

Keywords: seasonal and circadian study, Candida spp, Aedes aegypti, hydrolate, piperitenone

oxide, limonene e estragol.
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1. INTRODUCAO

Croton L. é o segundo maior género da familia Euphorbiaceae e 0 mais estudado no
Brasil e no exterior, possui distribuicao pantropical. Apresenta aproximadamente 1200
espeécies, das quais 712 estdo presentes nas Américas e 350 espécies no Brasil, sendo
amplamente distribuidas nos mais diversos biomas, destacando-se o Cerrado, a Caatinga e 0s
Campos Rupestres (ALVES et al., 2019; CRAVEIRO et al., 1978; SODRE; DA SILVA,
2015).

Entre as espécies do género, pode-se destacar a Croton zehntneri Pax et Hoffm, espécie
nativa do Nordeste do Brasil, popularmente conhecida como “canela de cunha”, “canelinha”,
“canela-brava”. E uma planta caducifélia, durante o periodo seco (agosto a outubro) perde toda
a folhagem e no periodo chuvoso (janeiro a maio) adquire as folhas novamente (COELHO-DE-
SOUZA et al., 2019; DA SILVA-ALVES et al., 2015). As partes aéreas de C. zehntneri sdo
ricas em 6leos essenciais, e estes possuem um cheiro forte e agradavel que lembra anis e cravo,
além de apresentar atividades, como por exemplo, antioxidante, larvicida, antimicrobiana,
antimalarica, entre outras (ALBUQUERQUE; SORENSON; LEAL-CARDOSO, 1995;
COELHO-DE-SOUZA et al., 2019; CRAVEIRO et al., 1978).

Outro género que se destaca € género Lippia, que pertence a familia Verbenaceae e
compreende cerca de 200 espécies herbaceas de ervas, arbustos e pequenas arvores e é
amplamente distribuido em toda a América Central e do Sul, bem como na Africa tropical e
regides da Australia. Esse género se destaca por sua aparéncia chamativa no periodo de floracéo
e por seu aroma forte e geralmente agradavel, caracteristico de seus 6leos essenciais e possuem
atividades bioldgicas, como por exemplo antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria
(COSTA et al., 2017; PASCUAL et al., 2001; SALIMENA, 2010; SIQUEIRA-LIMA et al.,
2019).

A espécie Lippia lasiocalycina Cham pertencente ao género Lippia é nativa, porém néao
endémica, encontrada nos estados da Bahia, Mato grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana
(SALIMENA; MULGURA, 2015). FUNARI et al., (2012a, 2012b) descreveram pela primeira
vez a composi¢do quimica do extrato etandlico das folhas de L. lasiocalycina e identificaram
fenilpropanoides glicosilados. O primeiro relato sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial
de L. lasiocalycina apresenta como compostos majoritarios oxido de piperitenona (57,5%) e
limoneno (20,7%) (ALMEIDA et al., 2018).
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As plantas e seus componentes refletem a biodiversidade natural do planeta Terra. Entre
0s Varios tipos de compostos naturais derivados de plantas, os Oleos essenciais, mistura
complexa de compostos volateis isolados de diferentes partes de plantas aromaticas, estdo
recebendo atencdo especial em virtude de suas inUmeras propriedades biologicas, como

atividades antioxidante, antimicrobiana, antilarvicida, entre outras (ZHAI et al., 2018).

A composicdo quimica e o teor do dleo essencial no material vegetal podem variar de
acordo com as estacdes do ano, a zona bioclimatica, as condic¢des de cultivo, idade vegetativa,
adubacdo e estresse hidrico e térmico. Bem como, pelas condic¢Ges da colheita, processamento
e armazenamento do material vegetal, sendo os constituintes volateis, termossensiveis e
facilmente oxidaveis e hidrolisaveis (COOK; LANARAS, 2016; DE MATOS; LUCCA;
KOESTER, 2019). Por isso, os estudos sazonal e circadiano da composicdo quimica e
rendimento de um Oleo essencial devem ser realizados para obtencdo de dleos com

caracteristicas fisico-quimicas conhecidas e padronizadas.

Os oleos essenciais das duas espécies, neste trabalho, apresentam como caracteristica
comum a presenca de poucos constituintes, sendo o estragol (90%) e o limoneno (75%) os
compostos majoritarios das espécies C. zehntneri e L. lasiocalycina, respectivamente. Estes
compostos sdo considerados seguros pelo Food and Drug Administration (FDA), porém,
devido a baixa solubilidade aquosa e instabilidade, suas aplicacfes comerciais tornam-se
limitadas. Uma alternativa para melhorar as caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos essenciais
é promovendo sua complexacdo com ciclodextrinas (DE MATOS; LUCCA; KOESTER, 2019).

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, contendo unidades D-
glicopiranosidicas (glicose) que sdo unidas por ligagdes a-1,4 glicosidicas, sendo as mais
conhecidas a a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextrina (B-CD) e a y-ciclodextrina (y-CD), cada
uma com 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente. As ciclodextrinas sao moléculas
toroidais ou cénicas (tronco conica), com uma cavidade hidrofobica e uma superficie externa
hidrofilica, o que permite que as ciclodextrinas formem complexos de inclusdo com moléculas
hospedes de tamanhos diferentes e de baixa polaridade. Assim, tornando-se uma importante
ferramenta no aumento da biodisponibilidade de compostos com baixa solubilidade aquosa,
melhorando a permeacdo destes compostos atraves das barreiras biologicas e atuando na
liberacdo controlada de compostos ativos (BARMAN; BARMAN; ROY, 2018; CEBORSKA,
2018; ROCHA et al., 2018; VEIGA, PERCORELLI, RIBEIRO, 2006).

A composicdo complexa dos OEs carrega um amplo espectro de aplicacfes possiveis

em muitos campos, por exemplo, na industria de alimentos, bebidas e farmacéutica, na
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medicina, em perfumaria, cosméticos, produtos de salde, ciéncia veterinria, medicina
alternativa (aromaterapia) e produtos agricolas. Recentemente, os OEs ganharam interesse
significativo no campo farmacéutico, principalmente contra agentes patogenos (COOK;
LANARAS, 2016; DE MATOS; LUCCA; KOESTER, 2019).

Nos ultimos anos, tem crescido o numero de estudos com o objetivo de encontrar novos
agentes larvicidas e fungicidas em produtos naturais, fitoquimicos como fontes potenciais de
agentes de controle de patégenos ou compostos quimicos bioativos. Os produtos naturais das
plantas tém o potencial de fornecer uma alternativa verde aos larvicidas, inseticidas e fungicidas
convencionais (BORRERO-LANDAZABAL; DUQUE; MENDEZ-SANCHEZ, 2020;
OSANLOO et al., 2018; TABANCA et al., 2013).

Ha trabalhos relatando a composi¢do quimica do 6leo essencial e suas atividades
bioldgicas da espécie C. zehntneri, mas em relacdo ao seu complexo de inclusdo com
ciclodextrinas existem poucos trabalhos publicados. Por outro lado, praticamente ndo ha
trabalhos publicados sobre a espécie L. lasiocalycina existindo a necessidade de maiores
estudos sobre a composicdo quimica do Oleo essencial desta espécie e suas atividades

bioldgicas.
Assim, esta dissertacéo foi estruturada em:

¢ Introducédo — abordando a importancia e as motivacgdes para a execugao deste trabalho;

e Revisdo da literatura — revisao bibliogréfica sobre plantas medicinais, 6leos essenciais,
géneros Croton e Lippia, as espécies Croton zehntneri e Lippia lasiocalycina, complexo de
inclusdo e ciclodextrinas;

e Capitulo I - Artigo Publicado — Caracterizacdo do complexo de inclusdo do 6leo essencial
de Croton zehntneri com B-ciclodextrina preparados por spray drying e liofilizacao;

e Capitulo Il — Estudo sazonal e circadiano da composi¢do quimica e do rendimento do 6leo
essencial de Lippia lasiocalycina;

e Capitulo 111 — Composi¢do quimica e atividade antifingica dos 6leos essenciais de Lippia
lasiocalycina Cham e Croton zehntneri Pax et Hoffm contra espéecies de Candida spp;

e Capitulo IV — Atividade larvicida dos 6leos essenciais de Lippia lasiocalycina e Croton

zehntneri livres e complexados com B-ciclodextrina contra Aedes aegypti.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Estudar a composicdo quimica, preparar complexo de inclusdo com p-ciclodextrina e
avaliar as atividades antiflngica e larvicida dos 0leos essenciais de Croton zehntneri

Pax et Hoffm e Lippia lasiocalycina Cham.
2.2 Objetivos especificos
e Extrair e caracterizar o 6leo essencial das folhas secas de C. zehntneri;

e Preparar o complexo de incluséo do 6leo essencial de C. zehntneri com B-ciclodextrina

pelos métodos spray drying e co-precipitacao;

e Auvaliar a eficiéncia de complexagdo para cada método de preparo dos complexos de
inclusdo do o6leo essencial de C. zehntneri com p-ciclodextrina por CG-EM,

espectroscopia Raman e ATR-FTIR;

e Auvaliar os efeitos sazonal e circadiano na composi¢do quimica e rendimento do 6leo

essencial de L. lasiocalycina;
e Extrair e determinar a composi¢do quimica do hidrolato da Lippia lasiocalycina;

e Investigar a atividade antifingica dos 6leos essenciais de C. zehntneri e L. lasiocalycina
e dos compostos extraidos do hidrolato da L. lasiocalycina contra espécies de Candida

Spp;
e Preparar e caracterizar o complexo de inclusdo do limoneno com B-ciclodextrina;

e Preparar e caracterizar o complexo de inclusdo dos compostos extraidos do hidrolato de

L. lasiocalycina com B-ciclodextrina;

e Avaliar a atividade larvicida dos 6leos essenciais de C. zehntneri e L. lasiocalycina e do

hidrolato de L. lasiocalycina livres e complexados com B-ciclodextrina.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Plantas medicinais

O conhecimento sobre plantas medicinais sempre esteve acompanhando a evolucao
humana. Civiliza¢Ges primitivas tomaram conhecimento sobre o potencial curativo, toxicidade,
entre outras propriedades das plantas e estas informacdes, primeiramente, foram transmitidas
oralmente ao longo das geracGes e depois, com 0 advento da escrita passou a ser reunida e
transmitida (LOPES et al., 2010). O Brasil possui uma rica diversidade cultural, étnica e
ambiental formando, a partir dos conhecimentos e tecnologias tradicionais, um acervo genético-
cultural que é passado de geracdo em geracdo, entre 0s quais se destaca 0 manejo e uso de
plantas medicinais (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

As plantas sdo produtoras primarias nos ecossistemas e sdo a base da nutricdo humana,
sendo importantes fontes de compostos naturais com diversas bioatividades, possibilitando seu
uso para producdo de alimentos e fins medicinais. Sobretudo, inUmeras plantas aromaticas e
especiarias sdo altamente valorizadas nas industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética,
devido as suas fragrancias e atividades bioldgicas (FRANZ et al., 2011; Yl et al., 2019).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) criou o Programa de Medicina Tradicional na
década de 1970, com o intuito de facilitar a integracdo da medicina tradicional e da medicina
complementar nos sistemas nacionais de atencéo a satde e no &mbito sanitério, recomendando
aos paises membros o desenvolvimento de politicas publicas para o uso racional dessa
integracdo (DA ROSA; CAMARA; BERIA, 2011).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida, especialmente em paises
desenvolvidos, a OMS reconhece que a maior parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento e principalmente os subdesenvolvidos depende da medicina tradicional para
sua atencdo primaria, tendo em vista que 80% desta populacao utiliza préaticas tradicionais nos
seus cuidados bésicos de satde e 85% destes utilizam preparacdes a partir de plantas medicinais
(DA ROSA; CAMARA; BERIA, 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) no Sistema Unico
de Saude (SUS), aprovada por meio do decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, estabelece
“diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de agoes em torno de objetivos comuns
voltados a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, ao

desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como ao fortalecimento das cadeias e dos
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arranjos produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do
complexo produtivo da saiide” (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade mundial, em torno de 15
a 20% do total e sdo consideradas cinco biomas terrestres em abundancia de espécies
medicinais: Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Pantanal Mato-grossense, Cerrado e Caatinga.
Algumas dessas regides possuem plantas medicinais indicadas popularmente, das quais ainda

ndo foram realizados estudos quimico, farmacologico ou toxicologico (ALMEIDA, 2011).

As plantas sdo a matéria-prima para a fabricacao de fitoterapicos, outros medicamentos
e praticas tradicionais como remédios caseiros (medicina popular). Podem ser utilizadas de
diferentes formas para diversos fins, seja in natura ou para a preparacdo de chas e/ou outros
preparos caseiros, sendo na forma de extratos brutos ou fluidos, folhas amassadas, tinturas, pos,
comprimidos, capsulas, e, finalmente, podem ser submetidas a sucessivos processos de extracdo
e purificacdo, para isolamento das substancias de interesse (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
MUSSI-DIAS et al., 2012).
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3.2 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais (OEs) sdo volateis, aromaticos, limpidos e raramente coloridos,
lipossoluveis. Sdo liquidos a temperatura ambiente e tém sido usados desde a antiguidade como
aromatizantes, na conservacao de alimentos, na medicina e na perfumaria. O desenvolvimento
dos conhecimentos sobre os 6leos essenciais, no entanto, foi retardado pelo advento dos
antibioticos em meados do século XIX e foi renovado recentemente por causa do uso indevido
de antibidticos resultando na selecdo de microrganismos mais resistentes. Assim, fez-se
necessario procurar novas alternativas, entre elas, os 6leos essenciais, formados por compostos
naturais e sustentaveis ao meio ambiente e em geral possuem menor toxicidade. E, portanto,
mais seguros e possuem grande potencial, quando comparados aos antibi6ticos sintéticos
(COOK; LANARAS, 2016; DE MATOS; LUCCA; KOESTER, 2019; EDRIS, 2007; ZHAI et
al., 2018).

O termo "6leo essencial™ foi usado pela primeira vez no século XV1 por Paracelsus VVon
Hohenheim, que nomeou o componente efetivo de uma droga como "Quinta essential". Oleos
essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis produzidos por organismos Vvivos e
isolados por meios fisicos de uma planta inteira ou parte de planta de origem taxondémica
conhecida. A Organizagdo Internacional de Normalizagdo (International Standards
Organization — 1SO) (ISO/ D1S9235.2) define 6leo essencial como um produto obtido a partir
da destilacdo com agua ou vapor d’agua, ou por processamento mecanico (prensagem) de
cascas citricas (DE SOUZA et al., 2018; EDRIS, 2007; ZHAI et al., 2018).

Aproximadamente 3.000 Oleos essenciais sdo conhecidos, destes, 300 foram
reconhecidos como comercialmente importantes e usados principalmente nas industrias
farmacéutica, agronémica, alimentar, sanitaria, cosmética e de perfumaria. Com uma producéo
de 40.000 a 60.000 toneladas por ano, com um valor de mercado estimado em 700 milhGes de
dolares, a producdo e o consumo de 0Oleos essenciais estdo aumentando em todo o mundo e
estima-se que o mercado mundial de 6leos essenciais devera atingir 11,67 bilhdes de dolares
em 2022 (GAO et al., 2017; GIL et al., 2019; ZHAI et al., 2018).

OEs podem ser facilmente isolados do material vegetal e s&o uma mistura complexa de
terpenos e compostos aromaticos que compdem o aroma caracteristico de cada planta e suas
propriedades farmacologicas. Na maioria das vezes, 0s componentes principais Sdo precursores,
intermediarios e produtos de uma via biossintética especifica, e suas proporcdes relativas
podem depender da época do ano da coleta ou do estagio de desenvolvimento da planta (COOK,;
LANARAS, 2016; DEWICK, 2009; EDRIS, 2007; GIL et al., 2019).
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Terpenos s&o compostos organicos formados a partir de unidades isoprénicas Cs (Figura
1), sendo os principais constituintes dos 0leos essenciais. Sua estrutura consiste em diferentes
nameros de unidades isoprénicas (Cs)n e aparecem como lineares ou ciclicos. Eles podem ser
monoterpenos Cio, sesquiterpenos Cis, diterpenos Cao, sesterterpenos Cas, triterpenos Cso, entre
outros. A funcionalizagdo do esqueleto de hidrocarbonetos com vérios grupos funcionais leva
a variedade de compostos, como alcoois, aldeidos ou cetonas, e sdo comumente conhecidos
como terpenoides (CEBORSKA, 2018; DEWICK, 2009).

Figura 1 — Estrutura quimica da unidade isoprénica Cs e do isopreno

A o

unidade isoprénica C5 isopreno

As plantas sintetizam os Oleos essenciais como metabolitos secundérios, e sdo
compostos bioativos com propriedades bioldgicas. Eles desempenham papéis nos mecanismos
de defesa das plantas contra herbivoros, infec¢bes fungicas, virais e bacterianas; na atracdo de
insetos para favorecer a dispersdo de polens e sementes, ou repelir outros indesejaveis; na
comunicacdo e sinalizagdo com outras plantas; e em alopatia, reduzindo a competicdo de
espécies de plantas vizinhas (BAKKALI et al., 2008; COOK; LANARAS, 2016; GIL et al.,
2019).

OEs podem ser biossintetizados por todos os 6rgdos da planta, ou seja, botdes, flores,
folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou casca e sdo armazenados em células
secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares. As familias
Lamiaceae e Apiaceae sdo particularmente as mais ricas em plantas aromaticas. Exemplos
incluem madeira de coniferas, balsamo, frutas citricas, coentro, eucalipto, capim-liméo, cravo,
cominho, horteld, alecrim e tomilho, entre outros (BAKKALI et al., 2008; COOK; LANARAS,
2016; GIL et al., 2019; ZHAI et al., 2018).

E possivel ter vérias espécies diferentes produzindo um 6leo essencial com a mesma
composi¢do quimica, por exemplo, o carvacrol pode ser encontrado em Origanum vulgare
(MASTRO et al., 2017), Origanum onites (OZKAN; BAYDAR; ERBAS, 2010) e Thymbra
capitata (PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2012). Por outro lado, plantas da mesma espécie,
por exemplo, Mentha spicata podem ter aromas completamente diferentes: menta (mentol),
horteld (carvona), horteld selvagem (piperitona e 6xido de piperitenona) e lavanda (linalol e
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acetato de linalilo) (ZHAO et al., 2013). Estes séo conhecidos como quimiotipos, plantas da
mesma espécie tendo compostos provenientes de diferentes vias biossintéticas (COOK;
LANARAS, 2016).

Sabe-se que h& compostos com atividades biologicas semelhantes em plantas
filogeneticamente relacionadas, o que pode contribuir para a busca de novas substancias com
grande potencial econdmico (ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018). No entanto, a composi¢&o
quimica e o teor do 0Oleo essencial no material vegetal podem variar com a estacdo, a zona
bioclimatica, as condi¢des de crescimento e o estresse. Bem como, pelas condicdes da colheita,
processamento e armazenamento do material vegetal, sendo o0s terpenoides e outros
constituintes, geralmente, volateis, termossensiveis e facilmente oxidaveis e hidrolisaveis
(COOK; LANARAS, 2016; DE MATOS; LUCCA; KOESTER, 2019).

OEs sdo uma soma de constituintes e, portanto, as propriedades dos 6leos essenciais
devem ser uma totalidade de efeitos de todos os componentes e suas interagdes, efeito chamado
de sinergismo. Porém cada OE é caracterizado por alguns compostos majoritarios, os quais
podem representar até 90% da mistura total em comparacdo com outras substancias presentes
em quantidades menores, assim, contribuir para a propriedade priméaria da mistura. As
atividades bioldgicas nos ensaios in vivo dependem em grande parte do perfil quimico dos 6leos
essenciais. Por exemplo, os fenodis (timol e carvacrol) constituem cerca de 80% dos Oleos
essenciais de orégano, as espécies mais difundidas da familia Lamiaceae, e sdo os principais
responsaveis por suas atividades antibacteriana e antioxidante (MASTRO et al., 2017; OZKAN;
BAYDAR; ERBAS, 2010; ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018; ZHA\I et al., 2018).

Como os 6leos essenciais sdo misturas complexas de inimeras moléculas ou apenas 2
ou 3 componentes, suas propriedades bioldgicas sdo o resultado de sinergismo de todas as
moléculas. Geralmente, os principais componentes refletem as caracteristicas biofisicas e
bioldgicas dos dleos essenciais dos quais foram isolados, sendo que a amplitude de seus efeitos
depende apenas de sua concentracdo quando testados isoladamente ou Oleos essenciais.
Entretanto, é possivel que a atividade dos componentes principais seja aumentada por outras
moléculas em quantidades menores. Além disso, é provavel que os varios componentes, na sua
totalidade, dos 6leos essenciais desempenhem os papeis na formacgéo da fragrancia, densidade,
textura, cor e, acima de tudo, penetracéo celular, atracédo lipofilica ou hidrofilica e interacdo na
parede celular e membranas (BAKKALI et al., 2008; CAL, 2006; IPEK et al., 2005).

O retorno ao uso na medicina, nos cosméticos e na inddstria alimenticia de produtos

naturais na vida cotidiana estimulou o interesse em diferentes aspectos dos 6leos essenciais.
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Esse interesse é refletido no aumento acentuado da pesquisa, sendo que as publicacbes sobre
6leos essenciais nos ultimos vinte anos focaram principalmente ndo apenas na composicao e
nas propriedades bioldgicas do 6leo essencial, mas também metodologias de isolamento,
variacdo de espécies e outras. O rendimento e a qualidade do 6leo essencial podem ser
otimizados a partir do crescimento da tecnologia de producdo, que estd sempre buscando
processos mais eficientes, rapidos e econdémicos para 0 aumento da qualidade (composicao, cor
e textura), rendimento da extracdo e condicGes de estoque otimizadas para uma vida Gtil mais
longa dos produtos (COOK; LANARAS, 2016).

Sabe-se que a coleta indiscriminada de material vegetal pode levar a reducdo dos
recursos silvestres, perda de biodiversidade e qualidade do material vegetal. Praticas agricolas
sustentaveis sdo formas de garantir a qualidade do material vegetal bruto e suprimento
adequado para a industria. Os tempos de colheita, as condi¢Ges de secagem e processamento
pos-colheita também devem ser otimizadas e padronizadas para minimizar qualquer diferenca
na qualidade (aparéncia, deterioracdo e perda de material vegetal) e no rendimento. Assim, tem
sido preferivel o cultivo de plantas selecionadas com altos rendimentos de 6leo essencial e
biomassa e composicdo quimica conhecida e desejada de acordo com a demanda industrial
(COOK; LANARAS, 2016; GUIMARAES et al., 2008).

Muitos métodos de extracdo foram desenvolvidos para extrair 6leos essenciais,
incluindo micro-ondas por gravidade, extragdo por micro-ondas sem solventes e com solventes,
extracdo com agua subcritica, extracdo por ultrassom, extracdo supercritica com COg, extracdo
por Soxhlet, entre outras técnicas e 0s métodos tradicionais de extracdo, como a destilacdo por
arraste a vapor e hidrodestilacdo. Portanto, o perfil quimico de 6leos essenciais obtidos a partir
do mesmo material vegetal pode ser diferente na quantidade e na estereoquimica das moléculas
extraidas de acordo com a técnica de extracdo (BAKKALI et al., 2008; CARVALHO;
BERMAMASCO; GOMES, 2018; GAO et al., 2017). Outros fatores podem contribuir para
variar a qualidade, quantidade e composicao, sendo eles o clima, composi¢éo do solo, 6rgéo da
planta utilizado para a extracéo, idade e estagio do ciclo vegetativo. (ANGIONI et al., 2006;
BAKKALI et al., 2008; MASOTTI et al., 2003).

A composicdo complexa dos OEs carrega um amplo espectro de aplica¢fes possiveis
em muitos campos, por exemplo, na industria de alimentos, bebidas e farmacéutica, na
medicina, em perfumaria, cosméticos, produtos de saude, ciéncia veterindria, medicina
alternativa (aromaterapia) e produtos agricolas. Recentemente, os OEs ganharam interesse
significativo no campo farmacéutico (COOK; LANARAS, 2016; DE MATOS; LUCCA,
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KOESTER, 2019). Edris, (2007) revisou a literatura sobre o uso de OEs em terapias e listou
estudos sobre vérias aplicacdes farmacoldgicas, como na quimioterapia, no tratamento de
doencas cardiovasculares, como um antidiabético e muitos outros. OEs possuem muitos
compostos bioativos que, além de sua fragrancia e sabor, também apresentam uma ampla gama
de atividades e propriedades bioldgicas. Por exemplo, sdo antibacterianos, antifingicos,
antioxidantes, inseticidas, repelentes de insetos, acaricidas, larvicidas, anti-helminticas, anti-
inflamatdrios, citotoxicos, antibioticos, anticarcinogénicos, analgésicos e anestésicos locais
(BAKKALI et al., 2008; COOK; LANARAS, 2016).

Os 6leos essenciais estdo recebendo particular atencéo devido as suas propriedades de
remocao de radicais livres, agindo como antioxidantes naturais. O excesso de radicais livres
tem efeitos degradantes, como a oxidacéao de lipidios de membrana, ataque a enzimas, tecidos
proteicos e carboidratos. Como consequéncia, existem varias patologias relevantes, nas quais
os radicais livres sdo provavelmente a causa ou o fator agravante da situacao geral. Portanto,
torna-se muito importante a busca por substancias antioxidantes, uma vez que elas sdo capazes
de estabilizar ou desativar os radicais livres antes de atacarem alvos em ceélulas e tecidos
biolégicos (DE SOUSA BARROS et al., 2015; Yl et al., 2019).

Cerca de 60% da producdo de Oleo essencial é utilizada na inddstria alimenticia,
principalmente para flambagem e tempero de produtos alimenticios, como carnes curadas,
bebidas alcoodlicas e refrigerantes, sorvetes e confeitaria, entre outros (COOK; LANARAS,
2016). Aléem disso, hd uma demanda para reduzir o consumo de antioxidantes sintéticos, como
o hidroxitolueno butilado (BHT) e o hidroxianisol butilado (BHA), devido a suspeita de
carcinogenicidade. Sendo de origem natural, muitos OEs s&o geralmente reconhecidos como
seguros (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA) e ecologicamente corretos pela U.
S. Environmental Protection Agency (EPA) (BASER; BUCHBAUER, 2010; KFOURY et al.,
2015).
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3.3 Género Croton

Euphorbiaceae é uma das familias mais diversas e complexas de Angiospermas com
aproximadamente 6300 espécies e 245 géneros dispersos principalmente nas regides tropicais
do planeta. No Brasil, estd entre as 10 familias de Angiospermas mais representativas,
compreendendo 63 géneros e 945 espécies em todos os biomas, dos quais 629 espécies e 11
géneros séo endémicos. Dentre os géneros com maior diversidade pode-se destacar Croton,
Manihot, Dalechampia e Acalypha (NASCIMENTO et al., 2017; ORLANDINI; LIMA, 2014;
WURDACK; DAVIS, 2009).

Croton L. é o0 segundo maior género da familia Euphorbiaceae e mais estudado no Brasil
e exterior, com cerca de 1200 espécies, e possui distribuicdo pantropical, sendo nas Américas
com, aproximadamente, 712 espécies, e no Brasil, 350 espécies, amplamente distribuidas nos
mais diversos ambientes, destacando-se o Cerrado, a Caatinga e os Campos Rupestres (ALVES
et al., 2019; CRAVEIRO et al., 1978; SODRE; DA SILVA, 2015). Na regi&o Nordeste do
Brasil, as espécies de Croton sdo conhecidas popularmente como velames ou marmeleiros.
Caracterizam-se pela presenca de latex nos seus caules, 6leos essenciais com odores agradaveis
e sdo usadas para 0s mais diversos fins, inclusive para uso medicinal (CRAVEIRO et al., 1978;
OLIVEIRA-TINTINO et al., 2018).

Este género apresenta uma grande variedade de atividades bioldgicas, entre elas, anti-
inflamatoria, antinoceptiva, gastroprotetora e propriedades curativas. Muitas espécies de
Croton sao utilizadas na medicina popular para diversas finalidades, Croton campestris, por
exemplo, é utilizada para dores gerais, influenza, constipacdo, bronquite, pneumonia, asma,
inflamacdes, entre indmeras outras. A espécie Croton nepetaefolius € amplamente utilizada
como agente sedativo e antiespasmodico, também usada contra dores estomacais e intestinais
(MATIAS et al., 2010; OLIVEIRA-TINTINO et al., 2018; SANTOS et al., 2017; SODRE; DA
SILVA; SALES, 2014).

Vérias atividades bioldgicas, incluindo anti-inflamatéria — Croton campestris
(OLIVEIRA-TINTINO et al., 2018), antifungica — Croton tricolor (MIRANDA et al., 2019),
larvicida — Croton nepetaefolius (SANTOS et al., 2017), atividade vasorrelaxante — Croton
argyrophylloides (DE FRANCA-NETO et al., 2012) e gastroprotetora — Croton zehntneri
(COELHO-DE-SOUZA et al., 2013) foram relatadas para o 6leo essencial de varias espécies

deste género.
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3.4 Croton zehntneri Pax et Hoffm

Entre as espécies do género Croton pode-se destacar a espécie Croton zehntneri Pax et
Hoffm. E uma planta nativa do Nordeste do Brasil, Figura 2, popularmente conhecida como
“canela de cunhd”, “canelinha”, “canela-brava”. E uma planta caducifolia, durante o periodo
seco (agosto a outubro) perde toda a folhagem e no periodo chuvoso (janeiro a maio) adquire
as folhas novamente (COELHO-DE-SOUZA et al., 2019; DA SILVA-ALVES et al., 2015). As
folhas e partes aéreas de C. zehntneri sdo ricos em 6leos essenciais e possui um odor forte e
agradavel que lembra anis e cravo (ALBUQUERQUE; SORENSON; LEAL-CARDOSO,

1995; CRAVEIRO et al., 1978).

Figura 2 - C. zehntneri: folhas e inflorescéncia

(fonte: Autor)

Devido a grande importancia medicinal e econdmica das plantas e sua ampla
distribuicéo nas regibes do pais, o governo brasileiro produziu a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS), uma lista de espécies vegetais
ja utilizados na medicina tradicional, que tém potencial para gerar produtos que possam ser
relevantes para o Sistema Unico de Saude (SUS). A espécie C. zehntneri foi incluida nesta lista
devido as suas propriedades farmacoldgicas e seu possivel uso no desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos, incluindo medicamentos (fitoterapicos) e adjuvantes (MINISTERIO
DA SAUDE, 2016).

Neste trabalho, optou-se por realizar uma revisdo da literatura abordando as variagdes
das composigdes quimicas e atividades biologicas dos 6leos essenciais de Croton zehntneri de
acordo com as regides geograficas, Quadro 1 (pdg. 34-39). A investigacdo foi realizada no
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Portal de Periddicos da CAPES/MEC, assim como, as citagdes dos trabalhos encontrados no
portal, usando as palavras-chave: Croton zehntneri, “essential oil” e “biological activities”

(palavras-chaves foram pesquisadas em portugués e outras linguas).

Os primeiros relatos na literatura do uso na cultura popular indicam a infusdo das folhas
ou extratos da “canelinha” como uma bebida no lugar do café, em perfumes e como adogantes
em alimentos e bebidas. Na medicina, as infusbes sdo utilizadas como remédio para dor de
estobmago e insénia (CRAVEIRO et al., 1978), para tratar “distirbios nervosos” como
irritabilidade, ansiedade e convulsées (BERNARDI et al., 1991), efeito sedativo e no alivio de
distarbios da fungdo gastrointestinal (ALBUQUERQUE; SORENSON; LEAL-CARDOSO,
1995).

As pesquisas publicadas sobre 6leo essencial de C. zehntneri até o final da década de
1990 concentram-se na identificacdo da composicdo quimica (CRAVEIRO et al., 1978),
influéncia no sistema nervoso central (BATATINHA; DE SOUZA-SPINOSA; BERNARDI,
1995; LAZARINI et al., 2000) e no sistema muscular (ALBUQUERQUE; SORENSON;
LEAL-CARDOSO, 1995; COELHO-DE-SOUZA et al.,, 1997; COELHO-DE-SOUZA;
CRIDDLE; LEAL-CARDQOSO, 1998).

A partir do ano 2000, as publicacfes relacionadas ao 6leo essencial de C. zehntneri
tiveram como objetivo atividades bioldgicas, entre elas, atividade antinociceptiva (OLIVEIRA
et al., 2001), atividade antioxidante (DE MORAIS et al., 2006; DONATI et al., 2014; SERRA
et al., 2018), atividade larvicida contra Aedes aegypti (DE LIMA et al., 2013, 2006; SANTOS
et al., 2007), atividade antimicrobiana (ANDRADE et al., 2015; COUTINHO et al., 2010; DA
COSTA etal., 2008; FONTENELLE et al., 2008; RODRIGUES; COSTA; COUTINHO, 2009)
e atividade antimalarica (MOTA et al., 2012).

Aguiar et al (2014) reportaram pela primiera vez o preparo e caracteriza¢do de complexo
de inclusdo de 6leo essencial de C. zehntneri. O 6leo essencial (coletado em Simdes, Piaui)
apresentou como composto majoritario o estragol (99%), e este foi complexado com [-
ciclodextrina, pelo método de co-precipitacdo. O complexo foi caracterizado por espectroscopia
de absorcdo no infravermelho (V) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (AGUIAR et
al., 2014).

A partir dos dados do Quadro 1 (pag. 34-39), é possivel observar que a espécie possuli
aromas que variam entre exemplares coletados em diferentes regides do Nordeste do Brasil,

principalmente no estado do Ceara. Tais variagdes na composi¢do quimica dependem da regido
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de cultivo, método de extracdo, analise, e da parte da planta utilizada para obtencdo dos 6leos
essenciais. Assim, distinguem-se para esta espécie quatro tipos quimicos: anetol — para 0s
exemplares coletados em Tiangué (CE) e Vigosa (CE); eugenol — para os coletados em Quixada
(CE); metil-eugenol — para os coletados em Oeiras (PI); estragol — Simdes (PI) e Salitre (CE)
(AGUIAR et al., 2014). As estruturas quimicas destes compostos estdo apresentadas na Figura
3. Além dos quatro compostos caracteristicos dos 6leos essenciais de C. zehntneri, também é
possivel a identificacdo de outros compostos majoritarios como geraniol, anisaldeido,

eucaliptol e espatulenol.

Figura 3 - Estruturas quimicas dos principais compostos quimicos dos 6leos essenciais de
Croton zehntneri

T

estragol anetol eugenol metil-eugenol

Estragol ((1-metoxi-4-(prop-2-enil)benzeno), também conhecido como metil chavicol),
Figura 3, é um fenilpropanoide e constituinte natural de diversos 6leos essenciais de plantas
aromaticas como manjericdo (Ocimum basilicum L., Lamiaceae), estragdo (Artemisia
dracunculus L., Asteraceae) e erva-doce (Pimpinella anisum L., Apiaceae) (LEWINSOHN et
al., 2000; ZELLER; HORST; RYCHLIK, 2009). Além disso, estragol tem sido usado como
agente aromatizante em bebidas ndo alcodlicas, como condimento e em produtos medicinais, e
possui propriedades inseticidas, antivirais, antimicrobianas, acaricida, miorrelaxante e
anticonvulsivantes (BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004; CABRAL et
al., 2014; CHANG; CHO; LI, 2009; DIAO et al., 2014; OBOLSKIY et al., 2011; PONTE et
al., 2012; RODRIGUES et al., 2016; ZELLER; HORST; RYCHLIK, 2009).

Anetol ((1-metoxi-4-(prop-1-enil)benzeno), Figura 3, é encontrado em especiarias e
ervas, como anis, erva-doce, erva-cidreira, coentro, etc., e é o principal componente dos 6leos
essenciais de Illicium verum e Foeniculum vulgare (DIAO et al., 2014; DOMICIANO et al.,
2013). Estudos demonstram que o anetol possui propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoria
e antioxidante (HUANG et al., 2010; KUBO; FUJITA; NIHEI, 2008; SA et al., 2017), sendo
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assim, amplamente utilizado como agente aromatizante em doces e bebidas alcodlicas e, além
disso, capaz de inibir o crescimento de patégenos, podendo ser usado como conservante natural
(GHARIB et al., 2017; KFOURY et al., 2014, 2016a, 2016b; ZAFEIROPOULOU et al., 2010).

Eugenol (4-alil-2-metoxihidroxibenzeno — “esséncia de cravo”), Figura 3, € um
derivado fenilpropanoide e conhecido pelo seu sabor e aroma caracteristicos e pelas suas
propriedades antimicrobiana e antioxidante, sendo utilizado como agente de sabor e fragrancia
alimentar. Além disso, o eugenol ¢ um aditivo alimentar aprovado pela Food and Drug
Administration dos EUA, com uma LDso de 3000 mg kg™ para ratos via oral (GONG et al.,
2016; PILETTI et al., 2017). Esta presente no 6leo essencial de varias plantas, entre elas,
Ocimum tenuiflorum (RAINA; KUMAR; DUTTA, 2013), Ocimum basilicum
(BHUVANESHWARI et al., 2016) e Syzygium aromaticum (cravo) (SEBAALY et al., 2015);

podendo ser encontrado também na noz-moscada, canela, entre outros (KIM et al., 1997).

Metil-Eugenol (4-alil-1,2-dimetoxihidroxibenzeno), Figura 3, € um fenilpropanoide
derivado do eugenol. A conversdo de eugenol para metil-eugenol é realizada pela enzima
eugenol-O-metiltransferase. O nivel de atividade desse tipo de enzima nos diferentes
quimiotipos de plantas é um dos principais fatores que afetam a composicdo distinta de
fenilpropanoides em OEs. Ele estéa presente em mais de 450 espécies de plantas, entre elas, esta
presente no 6leo essencial de Ocimum basilicum L (FISCHER et al., 2011), Melaleuca
alternifélia e Melaleuca linariifolia (SHEPHERD et al., 2017). Metil-eugenol possui a
propriedade de atrair machos selvagens de moscas dos géneros Bactrocera e Dacus e desde a
década de 1950 é empregado para 0 monitoramento e controle de espécies, atraindo e
aprisionando moscas machos (REYES-HERNANDEZ et al., 2019).
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estragol (56%)
metil-eugenol (34%)

partes aéreas

metil-eugenol (34%)
metil-isoeugenol (26%)

caule

Identificacdo da composicao quimica do 6leo

essencial de Croton

Araripe, Ceara,

Brasil

Constituintes Partes ) .
o N Estudos Origem Referéncias

Majoritarios utilizadas

estragol (61%) folhas

CRAVEIRO et al., 1978

estragol (52%)
anetol (32%)

eugenol (47%)
geraniol (23%)

folhas

Identificacdo da composicdo quimica do 6leo
essencial das folhas coletadas em diferentes

localidades

Tiangu4, Ceara,
Brasil /1979

Quixada, Ceara,
Brasil / 1977

CRAVEIRO et al., 1981

partes

aéreas

Efeitos depressores no sistema nervoso de ratos

Oeiras, Piaui, Brasil

BATATINHA; DE
SOUZA-SPINOSA,;
BERNARDI, 1995

estragol (59%)
anetol (27%)

folhas

Efeitos relaxantes nos musculos esqueléticos de ratos

ALBUQUERQUE;
SORENSON; LEAL-
CARDOSO, 1995

estragol (57%)
anetol (28%)

partes

aéreas

Efeitos no musculo liso do intestino in vitro

Tiangu4, Ceara,

Brasil

COELHO-DE-SOUZA et
al., 1997
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trans-anetol (94%)

caule

Atividade larvicida contra Aedes aegypti

Vicosa, Ceara, Brasil

Constituintes Partes ) .
o N Estudos Origem Referéncias
Majoritarios utilizadas
_ B o N COELHO-DE-SOUZA;
estragol (57%) Efeitos especificos modulatorios na contratilidade do
folhas ] o - CRIDDLE; LEAL-
anetol (28%) mausculo liso isolado
CARDOSO, 1998
metil-eugenol (24%) partes Estudo das alteracdes do sistema nervoso central para ) o )
) ] ) y Oeiras, Piaui, Brasil LAZARINI et al., 2000
estragol (10%) aereas avaliar a ansiedade e depresséo
anetol (85%) o o o Vigosa, Minas
folhas Avaliacdo da atividade antinociceptiva ) ) OLIVEIRA et al., 2001
estragol (5%) Gerais, Brasil / 1998
Estudo cinético e da solubilidade dos extratos obtidos | Serra do Ibiapaba,
anetol (85 a 88%) folhas N _ ) ) SOUSA et al., 2005
utilizando CO; pressurizado Ceard, Brasil
anetol (31 a 47%) partes Atividade antioxidante de espécies Croton coletadas | Vigosa, Ceara, Brasil
o ] S DE MORAIS et al., 2006
anisaldeido (19 a 27%) aereas em dois horarios diferentes / 2002
folhas e

DE LIMA et al., 2006




Quadro 1 - Estudos de 6leos essenciais de C. zehntneri obtidos de diferentes regides geograficas (continua)

36

Estudos

Origem

Referéncias

Estudo do papel dos nervos sensoriais sensiveis a

capsaicina na mediacdo dos efeitos cardiovasculares

em ratos anestesiados

Vicosa, Ceard,
Brasil / 2003

DE SIQUEIRA et al.,
2006

p-anisaldeido (16%)

Constituintes Partes
Majoritarios utilizadas
estragol (46%) partes
anetol (42%) aéreas
anetol (74%)
_ folhas
eucaliptol (4%)
anetol (36%)
caule

anetol (90%)

inflorescéncias

Atividade larvicida contra Aedes aegypti

Tiangu4, Ceara,
Brasil / 2004

SANTOS et al., 2007

/2008

estragol (72%) o . _ o Vicosa, Ceard, FONTENELLE et al.,
folhas Atividade antifingica e avaliacdo da toxicidade )
anetol (14%) Brasil 2008
estragol (77%) Atividade antibacteriana e avaliacdo da toxicidade | Salitre, Ceard, Brasil
] folhas ) i DA COSTA et al., 2008
eucaliptol (7%) frente a Artemia salina / 2006
anetol (56%) Efeitos do 6leo essencial na hepatotoxicidade Vicosa, Ceara,
folhas ) ) _ LIMA et al., 2008
estragol (28%) induzida pelo paracetamol em ratos Brasil / 2004
. ) ) 3 o Crato, Ceard, Brasil | RODRIGUES; COSTA,;
trans-anetol (94%) folhas Atividade antibacteriana e modulacao antibidtica

COUTINHO, 2009
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Constituintes Partes ) .
o - Estudos Origem Referéncias
Majoritarios utilizadas
anetol (89%), eugenol
folhas
(84%), estragol (90%)
anetol (70%) ) )
oL ) o _ Ubajara e Croata da
eugenol (49%) talos Avaliacéo do efeito de inibicdo da colinesterase de ) )
o L ) Serra, Ceara, Brasil / SANTOS et al., 2010
z-metil-isoeugenol (53%) trés quimiotipos de Croton zehntneri 2008
anetol (34%)
z-metil-isoeugenol (81%) cascas
e-metil-isoeugenol (91%)
estragol (77%) o . Crato, Cear4, Brasil /
_ folhas Estudo da modulacéo na atividade antibidtica COUTINHO et al., 2010
eucaliptol (7%) 2008
Atividade larvicida de esferas de alginato revestidas )
o ] ) Fortaleza, Cear4,
anetol (47%) folhas com goma de cajueiro dopadas com 6leo essencial Brasil DE PAULA et al., 2010
rasi
de Croton zehntneri
estragol (77%) partes Avaliacdo da citotoxicidade e a atividade Salitre, Ceara, Brasil
_ ) S MOTA et al., 2012
eucaliptol (7%) aereas antimalarica dos OEs / 2007
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Constituintes Partes ) .
o N Estudos Origem Referéncias
Majoritarios utilizadas
Avaliacgéo da atividade dos OEs nas fases ) ) )
trans-anetol (85%) ] o Vigosa, Ceara, Brasil CAVALCANTI et al.,
folhas inflamatdria e remodeladora do processo de
estragol (4,8%) L _ /1998 2012
cicatrizacao de feridas
estragol (46%) partes Investigacao dos efeitos cardiovasculares em ratos Vicosa do Ceard, BEZERRA DE
anetol (42%) aereas hipertensos Ceard, Brasil / 2003 SIQUEIRA et al., 2013
trans-anetol (86%) folh Investigacao da acdo gastroprotetora em ratos com | Vicosa, Ceard, Brasil | COELHO-DE-SOUZA et
olhas
estragol (5%) lesdo gastrica / 1998 al., 2013
partes Estudo da atividade inseticida contra varios estagios ) ) )
trans-anetol (91%) ) ) ) Vicosa, Ceard, Brasil DE LIMA et al., 2013
aereas da vida do Aedes aegypti
estragol (57%) Avaliacdo dos efeitos relaxantes no corpo cavernoso
folhas - CABRAL et al., 2014
anetol (28%) de ratos
Preparacdo e caracterizacdo do complexo de inclusdo | Simdes, Piaui, Brasil
estragol (99%) folhas ) ) ) ) AGUIAR et al., 2014
do oleo essencial com B-ciclodextrina /2011
estragol (72%) _ ) _
cascas o o o _ Goias, Bahia, Brasil
trans-anetol (23%) Atividade antioxidante e antimicrobiana /2011 DONATI et al., 2014
estragol (93%) folhas
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Constituintes Partes ) .
o N Estudos Origem Referéncias

Majoritarios utilizadas

anetol (86%) partes Estudo dos efeitos na excitabilidade nervosa em Vicosa do Ceard, DA SILVA-ALVES et al.,
estragol (5%) aereas nervo ciatico de ratos Ceard, Brasil /1988 2015
estragol (85%) folhas e Atividade antimicrobiana (bactérias e fungos) e Simdes, Piaui, Brasil

_ _ ) ) ) ANDRADE et al., 2015

eSpatulenol (6%) caules citotoxidade contra linhagens de células tumorais /2011

anetol (86%) Atividade antioxidante para reverter a leséo do _ ] _

folhas ) o Vicosa, Ceara, Brasil SERRA et al., 2018
estragol (5%) sistema respiratorio causada pela asma
trans-anetol (86%) folh Estudo da toxicidade ap6s tratamento por via oral em Vicosa do Ceard, COELHO-DE-SOUZA et
olhas

estragol (5%)

ratos

Ceara, Brasil

al., 2019
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3.5 Género Lippia

A familia Verbenaceae possui aproximadamente 2600 espécies agrupadas em 100
géneros com distribuicdo pantropical. O nimero mais significativo de espécies € encontrado na
Ameérica Latina, onde ocorrem em uma ampla gama de ecossistemas. Esta familia envolve
ervas, arbustos, subarbustos, lianas e algumas arvores, e sdo conhecidas como espécies
aromaticas, para uso ornamental ou na medicina popular desde a antiguidade (COSTA et al.,
2017; ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018).

Os géneros com maior diversidade no Brasil sdo: Lippia, Stachytarpheta, Glandularia,
Lantana, Verbena e Citharexylum. Em relacdo a atividade antimicrobiana contra patdégenos
humanos, realizada por OEs de espécies pertencentes a familia VVerbenaceae na América do
Sul, os principais géneros estudados sdo Lippia, Lantana e Aloysia e as principais contribuicdes
foram dadas pelo Brasil na maioria das espécies de todos os géneros da familia (COSTA et al.,
2017; ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018).

O género Lippia, pertencente a familia VVerbenaceae, compreende cerca de 200 espécies
herbaceas de ervas, arbustos e pequenas arvores e é amplamente distribuido em toda a América
Central e do Sul, bem como na Africa tropical e regides da Australia. As espécies estdo
distribuidas nas regides aridas do sudoeste dos Estados Unidos da América, nas florestas
tropicais deciduas da América Central e no cerrado brasileiro, que sdo as regides com altos
indices de endemismo. No campo, esse género se destaca por sua aparéncia chamativa no
periodo de floracdo e por seu aroma forte e geralmente agradavel, caracteristico de seus 6leos
essenciais (COSTA et al., 2017; PASCUAL et al., 2001; SALIMENA, 2010; SIQUEIRA-
LIMA et al., 2019).

Considera-se que o Brasil possui 0 maior numero de espécies do género Lippia
conhecidas e sdo representadas por espécies distintas por sua aparéncia durante a curta fase de
floragdo e por sua fragrancia geralmente forte e agradavel. No Brasil, essas espécies possuem
uma larga importancia na medicina popular. Muitas comunidades, especialmente indigenas e
rurais, usam esses vegetais em forma de chés, infusdes, xaropes, banhos, gargarejo ou
bochecho, inalacdo e tintura. A partir do conhecimento etnocultural, muitos estudos s&o
impulsionados, fazendo com que sejam confirmadas, cientificamente, as propriedades bioativas
relatadas pelos usuérios da medicina popular (COSTA et al., 2017; PASCUAL et al., 2001,
SIQUEIRA-LIMA et al., 2019).
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Entre os efeitos bioldgicos relatados para 0 género Lippia, suas propriedades do sistema
nervoso central sdo destacadas por varios estudos. Como o género inclui muitas plantas
aromaticas ricas em Oleos essenciais, suas propriedades farmacoldgicas sdo comumente
atribuidas a esses 0Oleos. Sdo formados majoritariamente por compostos terpenos que ja
demonstraram ter aplicabilidade clinica e fazem parte de vérios farmacos (PASCUAL et al.,
2001; SIQUEIRA-LIMA et al., 2019).

Durante a pesquisa sobre género Lippia foi observado que as espécies Lippia alba,
Lippia sidoides, Lippia citriodora, Lippia multiflora e Lippia origanoides do género Lippia séo
as que possuem a maior quantidade de trabalhos publicados na literatura. Sendo assim, optou-
se por realizar uma busca da composi¢do quimica e atividades bioldgicas dos 6leos essenciais
das espécies mencionadas, para a formacdo da base de dados para caracterizacdo do Gleo
essencial de Lippia lasiocalycina, espécie de estudo deste trabalho. A investigacéo foi realizada
no Portal de Periddicos da CAPES/MEC, assim como as citacfes dos trabalhos encontrados no
portal usando as palavras-chave: “Lippia”, “essential oil” ¢ “biological activities” e os nomes

das espécies do género Lippia. Os resultados estdo apresentados no Quadro 2 (pag. 46-54).

A partir do Quadro 2 (pag. 46-54) é possivel observar a composi¢do majoritaria dos
6leos essenciais de algumas espécies do género Lippia, e estes compostos sdo: citral (mistura
de isémeros, geranial e neral), limoneno, geraniol, carvona, timol, p-cimeno, mirceno, -
terpineno, entre outros (Figura 4). Ha uma variagdo no teor e composicao quimica dos 6leos
essenciais de diferentes espécies no mesmo género e na mesma espécie no que se refere aos

constituintes majoritarios.
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos principais compostos quimicos dos 6leos essenciais em
especies de Lippia

o 5

geranial neral geraniol limoneno
o |
] |
OH |
AN
carvona timol p-cimeno  mirceno  y-terpineno

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown ¢é conhecida no Brasil como “erva-cidreira” e ¢
amplamente difundida em todo o territorio, sendo amplamente utilizada na medicina popular.
Muitos dos beneficios relatados estdo diretamente relacionados aos 6leos essenciais, pois
possuem propriedades antifungicas, antimicrobianas e antioxidantes (Quadro 2, pag. 46-54).
Entretanto, grandes variac6es sdo observadas em sua composi¢do, sugerindo um grande nimero
de quimiotipos dentro de uma mesma espécie (TELES et al., 2012; ZAMORA; TORRES;
NUNEZ, 2018). A partir da busca realizada neste trabalho foi possivel observar que 0s
principais compostos dos 6leos essenciais de L. alba séo o citral (geranial e neral), limoneno,

carvona, timol, y-terpineno, p-cimeno e entre outros.

De acordo com Hennebelle et al., (2006), a partir da composi¢cdo quimica dos Oleos
essenciais de L. alba s&o considerados sete quimiotipos para a planta. Essas observagdes sao
sustentadas por uma estreita relacdo estrutural e a origem biossintética comum entre o0s
compostos do mesmo grupo, de acordo com a Figura 5. O quimiotipo | inclui todas as amostras
gue possuem o citral (geranial e neral) e/ou linalol presentes como compostos majoritarios.
Tagetenona (mistura de dois isbmeros, ocimenona e mircenona) € 0 composto majoritario do
quimiotipo I1. Oleos que possuem limoneno como composto majoritario com uma quantidade
variavel de carvona, piperitenona e piperitona sdo do quimiotipo I1l. Os outros quimiotipos séo
caracterizados por compostos majoritarios especificos: quimiotipo IV (mirceno); quimiotipo V

(y-terpineno); quimiotipo VI (eucaliptol e canfora); quimiotipo VII — (estragol)
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(HENNEBELLE et al., 2006). Estragol € um fenilpropandide, obtido a partir do acido cindmico,
rota biossintética diferente da dos outros quimiotipos (I-VI), que possuem a mesma rota
biossintética apresentada na Figura 5 (DEWICK, 2009).

Lippia sidoides Cham. € uma planta aromatica nativa da regido semiarida do nordeste
do Brasil e apresenta muitas atividades bioldgicas cientificamente comprovadas, incluindo
larvicida, acaricida, inseticida, antifingica, antibacteriana, antileishmania, anti-inflamatodria e
antiparasitaria (Quadro 2, pag. 46-54). Os 6leos essenciais obtidos a partir das folhas s&o ricos
em timol, carvacrol, p-cimeno ¢ y-terpineno e possuem alto potencial de aplicacdo em diversos
setores, como farmacéutico, alimenticio e cosmético. L. sidoides estd na lista de plantas
medicinais com alto potencial para gerar produtos de interesse do RENISUS (BALDIM et al.,
2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
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Figura 5 - Esquema das principais vias envolvidas na biossintese dos principais compostos
terpénicos presentes nos 6leos essenciais de Lippia alba
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Adaptacido de HENNEBELLE et al., (2006).
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Lippia citriodora Kunth é um arbusto medicinal e ornamental cultivado principalmente
devido ao aroma de limé&o. A principal parte medicinal sdo as folhas que incluem 0,9% a 1,5%
do Oleo essencial, cujos componentes principais sao geranial, neral e limoneno. Apresenta
muitas atividades bioldgicas cientificamente comprovadas, incluindo larvicida, antimicrobiana,
antioxidante, citoprotetora e propriedades antiproliferativas e analgésicas (Quadro 2, pag. 46-
54). Possui outros sindnimos para seu 0 nome cientifico, como por exemplo Aloysia citriodora
e Aloysia triphylla, o que pode dificultar na busca de informacdes sobre a espécie
(BAHRAMSOLTANI et al., 2018; GOLPARYAN; AZIZI; SOLTANI, 2018; OCAZIONEZ et
al., 2010).

Lippia multiflora Moldenke é um arbusto perene e aromatico, cresce na Africa Central
e Ocidental e possui propriedades analgésica, antipirética, anti-inflamatéria e antimicrobiana.
Varios trabalhos relatam inimeras composic¢@es quimicas de seus 6leos essenciais que diferem
qualitativa e quantitativamente que poderiam explicar as atividades farmacoldgicas, entre 0s
principais componentes estdo timol, p-cimeno, a-terpineol, eucaliptol e citral (Quadro 2, pag.
46-54) (ARTHUR et al., 2011; SORO et al., 2015).

Lippia origanoides H.B.K. ocorre na América Central e no norte da América do Sul
(principalmente na floresta Amazonica). De acordo com os diferentes compostos majoritarios
presentes no Oleo essencial, foram classificados em cinco tipos diferentes levando em
consideracdo o aroma: A (p-cimeno, E-cariofileno, a- e B-felandreno, limoneno, a-humuleno e
1,8-cineol) com aroma citrico; B (carvacrol) e C (timol) com o mesmo aroma “orégano”; D
(eucaliptol) com aroma fresco de canfora; E (cinamato de metila) com sabor frutado-
amadeirado, lembrando canela. Muitos estudos demonstraram as diferentes atividades
bioldgicas in vivo e in vitro do 6leo essencial de L. origanoides, incluindo atividade
antimicrobiana, larvicida, antiparasitaria, relaxante e mutagénica e outras (Quadro 2, pag. 46-
54) (CASTILHO et al., 2019; MENEZES et al., 2018).
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Quadro 2 - Constituintes majoritarios de 6leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo essencial (continua)

o Partes Constituintes ) L
Espécies N o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
L alb folh geranial (51%) Caracterizagdo quimica do 6leo essencial e Umuarama, GLAMOCLIJA et
. alba olhas
neral (33%) atividade antifungica contra mofos verdes Paran4, Brasil al., 2011
linalol (66%) Potencial antifungico e sua influéncia nas 3 o
) ) ) . Sé&o Cristovao,
L. alba folhas eucaliptol (8%) peptidases e queratinases dos dermatofitos _ _ COSTA etal., 2014
) A Sergipe, Brasil
carvona (5%) (micoses cutaneas)
citral (32%) Atividade antimicrobiana e os efeitos dos )
) ) ) . Fortaleza, Ceard, MACHADO et al.,
L. alba folhas neral (25%) ingredientes dos alimentos na atividade )
_ o ) ) Brasil 2014
limoneno (14%) antimicrobiana do éleo
geranial (41%) o ) L )
Avaliacdo dos efeitos de excitabilidade nos Fortaleza, Ceara,
L. alba - neral (34%) o ) SOUSA et al., 2015
_ nervos ciaticos de ratos Brasil
limoneno (10%)
folhas e carvona (62%) Investigacdo da atividade antiparasita in vitro Manaus,
L. alba ) o _ _ o _ | SOARES et al., 2016
inflorescéncias limoneno (18%) contra parasitas branquiais de tambaqui Amazonas, Brasil
nerol/geraniol (27%) | Composicao quimica e avaliacdo da atividade | Nova Odessa, Sdo
L. alba folhas SANTOS et al., 2016

citral (22%)

citotoxica e antimicrébica do 6leo essencial

Paulo, Brasil
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o Partes Constituintes ) o
Espécies . o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
carvona (53%) Fortaleza, Cear3,
limoneno (27%) Brasil
carvona (64%) _ o o ) Rio Real, Bahia,
_ Avaliacdo da atividade acaricida de 6leos )
limoneno (26%) o . Brasil PEIXOTO et al.,
L. alba folhas i essenciais de quatro gendtipos de L. alba S
geranial (47%) o ] Brasilia, Distrito 2015
contra larvas de Rhipicephalus microplus _
neral (33%) Federal, Brasil
geranial (44%) Brasilia, Distrito
neral (31%) Federal, Brasil
carvona (63%)
limoneno (27%) . Aracaju, Sergipe,
L. alba folhas Atividade repelente contra carrapatos ) LIMA et al., 2016
carvona (53%) Brasil
limoneno (27%)
geranial (25%) o _ 3 o
Determinacéo do tempo de indugédo anestésica
neral (16%) L Manaus, BATISTA et al.,,
L. alba folhas o e resposta fisioldgica ao estresse durante ]
oxido de Amazonas, Brasil 2018

cariofileno (16%)

exames biométricos
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Quadro 2 - Constituintes majoritarios de 6leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo essencial (continua)

timol (70%)
p-cimeno (8%)

carvacrol (46%)

y-terpineno (15%)

Koch)

Limoeiro do

Norte, Ceara

Poco redondo,

Sergipe

o Partes Constituintes ) o
Espécies N o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
geranial (41%) o ] ]
Investigacao do efeito vasorrelaxante no Fortaleza, Ceard, DA SILVA etal.,
L. alba - neral (34%) ) _ ) ]
] musculo liso de aortas isoladas de ratos Brasil 2018
limoneno (10%)
geranial (36%) o . . ] ]
Avaliacdo da atividade tocolitica em Uteros Fortaleza, Ceard, PEREIRA-DE-
L. alba - neral (26%) ) )
) isolados de ratos Brasil MORAIS et al., 2019
limoneno (16%)
o folhas e timol o o _ Fortaleza, Ceara, CARVALHO et al.,
L. sidoides | o Atividade larvicida contra Aedes aegypti )
inflorescéncias carvacrol Brasil 2003
timol (69%)
p-cimeno (10%) Mossord, Rio
timol (68%) _ ) o o Grande do Norte
] Composicdo quimica e atividade acaricida
o ) p-cimeno (10%) ) ) _ CAVALCANTI et
L. sidoides partes aéreas contra acaro rajado (Tetranychus urticae

al., 2010
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Quadro 2 - Constituintes majoritarios de 6leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo essencial (continua)

o Partes Constituintes ) L
Espécies . o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
Caracterizagdo quimica, avaliacdo da
o ) timol (78%) atividade bioldgica contra Leishmania Teresina, Piaui, DE MEDEIROS et
L. sidoides partes aéreas ] ) ] ) ]
p-cimeno (6%) amazonenses e citotoxidade contra células Brasil al., 2011
mamiferas

timol (39%)
p-cimeno (34%)

Avaliaco da atividade leishmanicida de 6leos Poco redondo, FARIAS-JUNIOR et

L. sidoides folhas carvacrol (44%) o L ] ]
] essenciais com composicdes diferentes Sergipe, Brasil al., 2012
p-cimeno (18%)
y-terpineno (17%)
o timol (85%) Atividade antibacteriana e antibiética Crato, Ceard,
L. sidoides folhas _ ) VERAS et al., 2012
p-cimeno (5%) modulada Brasil
o timol (85%) Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e Crato, Cearg,
L. sidoides folhas _ L ; ) ) ) VERAS et al., 2013
p-cimeno (5%) elucidacédo do possivel mecanismo de agao Brasil
_ Investigagéo da atividade acaricida contra ) )
o timol (70%) i o ) Horizonte, Ceara,
L. sidoides - ) larvas e ninfas de Rhipicephalus sanguineus e ) GOMES et al., 2014
0-cimeno (15%) Brasil

Amblyomma cajennense




50

Quadro 2 - Constituintes majoritarios de 6leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo essencial (continua)

o Partes Constituintes ) L
Espécies N o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
] Investigacdo da atividade antiparasitaria em
o folhas e timol (65%) _ o o Manaus, SOARES et al.,
L. sidoides | o ) tambaquis e alteracdes histopatolégicas e ]
inflorescéncias p-cimeno (12%) L Amazonas, Brasil 2017a
fisioldgicas
) Composicdo quimica do 6leo essencial e ]
o folhas e timol (85%) o o L Crato, Ceard,
L. sidoides | o _ determinacéo da atividade antibiotica de ) VERAS et al., 2017
inflorescéncias p-cimeno (5%) . . o Brasil
aminoglicosideos e B-lactamicos
. . o Regides de
geranial (19%) Avaliacdo do efeito inibitorio e citotoxidade )
o ) ) ) ) Cundinamarcae | OCAZIONEZ et al.,
L. citriodora | partes aéreas neral (16%) sobre a replicacdo de sorotipos de virus da o
] o Antioquia, 2010
limoneno (11%) dengue in vitro o
Colémbia
geranial (33%) Investigacdo das mudancas na composicao Nasr, Jalal
o ) o o o SHAHHOSEINI et
L. citriodora | partes aéreas neral (26%) quimica do OE durante estadios fenoldgicos Al Ahmad, | 2013
al.,
limoneno (7%) da planta Tehran, Iran
limoneno (28%) o _ o
o Avaliacdo do mecanismo de inibicéo da BENSABAH et al.,
L. citriodora folhas neral (14%) . Settat, Marrocos
) corroséo de aluminio do OE 2015
geranial (14%)
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Quadro 2 - Constituintes majoritarios de 6leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo essencial (continua)

o Partes Constituintes ) )
Espécies N o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
limoneno (12-22%)
eucaliptol (10-26%) Investigacdo dos efeitos dos métodos de Nasr, Jalal
L. citriodora folhas neral (8-14%) embalagem e duragdo de armazenamento na Al Ahmad, EBADI et al., 2017
geranial (13-22%) quantidade e composicdo do OE Tehran, Iran

espatulenol (4-10%)

trans-citral (26%) Avaliacdo das atividades antimicrobiana, )
o folhas e o o ) ) Afidnes,
L. citriodora cis-citral (17%) antioxidante, citoprotetora e propriedades . | FITSIOU etal., 2018
caules L _ Atenas, Grecia
nerol (8%) antiproliferativas
limoneno (18%) _ o o
o partes Investigagdo da atividade antioxidante e ) FARAHMANDFAR
L. citriodora ) neral (16%) . o Sari, Iraque
aereas estabilidade oxidativa etal., 2018

geranial (13%)

geranial (20%) _ ) . )
o partes Avaliacdo dos efeitos analgésicos do 6leo _
L. citriodora ) neral (14%) ) o ) _ Arbil, Iraque KASKOOS, 2019
aereas ) essencial de L. citriodora e Cirus limon
mirceno (8%)
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Quadro 2 - Constituintes majoritarios de 6leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo essencial (continua)

o Partes Constituintes ) o
Espécies N o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
_ Avaliacéo dos efeitos em varias concentracdes de
limoneno (25%)
o OEs durante o0 armazenamento de framboesas,
L. citriodora folhas espatulenol (15%) ) . o - ISHKEH et al., 2019
observando os teores fitoquimicos, atividades
a-curcumeno (8%) o o
enzimaticas e aumento da vida util
p-cimeno (41%) . . o |
) ) Avaliacdo dos efeitos analgésico, antipirético e anti- Kindamba,
L. multiflora folhas timol (19%) ] . ABENA et al., 2003
) inflamatdrio do OE em ratos e camundongos Pool, Congo
acetato de timol (14%)
timol (30%) L o
) ) Estudo da composi¢do quimica e atividade Ouagadougou, BASSOLE et al.,
L. multiflora folhas p-cimeno (26%) _ ] )
_ antibacteriana Burkina Faso 2003
acetato de timol (12%)
eucaliptol (60%) L o
) partes _ Estudo da composi¢do quimica do OE e atividade Fasola, Oyo, OWOLABI etal.,
L. multiflora ) sabineno (17%) o o
aereas _ bactericida Nigéria 2009
a-terpineol (14%)
) Identificacdo da composicao quimica dos OEs de L.
p-cimeno (21%) ] o o N ,
) ) multiflora, Mentha piperita e Ocimim basilicume | Ouagadougou, BASSOLE et al.,
L. multiflora folhas timol (14%) o o ) )
atividade antimicrobiana dos OEs e seus Burkina Faso 2010

[-cariofileno (13%)

componentes majoritarios
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Quadro 2 - Constituintes majoritarios de 6leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo essencial (continua)

o Partes Constituintes ) o
Espécies N o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
geranial (29%) o
Abidjan
neral (22%) ] )
i Determinacgdo e comparagdo da composigéo
] geraniol (26%) o N _
L. multiflora folhas _ quimica do OE coletadas nas regides de Ivory Toumodi SORO et al., 2015
geranial (24%)
i Coast, savana e floresta
timol (50%)
) Bondoukou
acetato de timol (11%)
carvacrol (39%) L o L )
) ) partes ) Estudo da composicéo quimica e atividade Oriximina, Para, OLIVEIRA et al.,
L. origanoides ) timol (18%) o ) )
aereas _ antimicrobiana Brasil 2007
p-cimeno (10%)
timol (64%) o L ] _ .
) ) _ Avaliacdo da composicéo quimica e os efeitos | Chiguara, Mérida, | CHATAING et al.,
L. origanoides folhas m-cimeno (9%) _ .
_ no crescimento de bactérias e leveduras Venezuela 2012
y-terpineno (7%)
carvacrol (29%) o o . . Montes Claros,
) ) partes ) Avaliacédo da composicdo quimica, atividade ) ) ANDRADE et al.,
L. origanoides ) 0-cimeno (26%) o ) o Minas Gerais,
aereas o antimicrobiana e toxicidade do OE ) 2014
metil-timol (11%)) Brasil
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Quadro 2 - Constituintes majoritarios de 6leos essenciais de diferentes espécies de Lippia, localidades de cultivo e partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo essencial

o Partes Constituintes ) o
Espécies N o Estudos Localidade Referéncias
utilizadas majoritarios
carvacrol (37%) Efeitos do OE na resisténcia a aminoglicosideos ) o
) ) partes ) ) . . Teresina, Piaul, BARRETO et al.,
L. origanoides ) timol (22%) em Staphylococcus aureus resistente a meticilina )
aereas ) Brasil 2014
y-terpineno (11%) (SARM)
Investigacao da atividade antiparasitaria in vivo e
carvacrol (50%) o ) ) L
) ) ) in vitro contra monogenoidea e efeitos Manaus, Amazonia SOARES et al.,
L. origanoides folhas p-cimeno (13%) L . )
] fisiologicos e histologicos em Colossoma Brasil 2017b
timol (10%)
macropomum
carvacrol (26%) - o L
) ) ) Determinacdo da composicdo quimica, atividade | Jardindpolis, Sdo HERNANDES et
L. origanoides folhas 0-cimeno (11%) o ) . . _
) antimicrobiana e mutagénica e potencial toxico Paulo, Brasil al., 2017
y-terpineno (11%)
Avaliacdo da bioatividade contra trés pragas em
carvacrol (48%) ) L _ .
) ) _ paises tropicais: acaros (Tetranychus urticae), | Manaus, Amazoénia
L. origanoides folhas p-cimeno (9%) MAR et al., 2018

timol (8%)

pulgas (Cerataphis lataniae) e larvas (Aedes

aegypti)

Brasil
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3.6 Lippia lasiocalycina Cham.

A espécie Lippia lasiocalycina teve seu primeiro registro encontrado no herbario de
Berlim na Alemanha sendo ela homologo da Lippia subracemosa representado pela colecéo de
Sellow S. N. que foi destruida durante a segunda guerra mundial. Essa espécie possui registros
no Brasil, Paraguai e Colémbia. No Brasil é uma espécie nativa, porém nao endémica, é
encontrada nos estados da Bahia, Mato grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parand (SALIMENA,;
MULGURA, 2015).

FUNARI et al., (2012a, 2012b) descreveram o primeiro relato sobre composicéo
quimica do extrato etandlico das folhas de L. lasiocalycina coletadas em Praténia, S&o Paulo
em 2008 e identificaram fenilpropanoides glicosilados, Forsitosideo B e Verbascosideo (Figura
6), mas nao identificaram flavonoides neste extrato etandlico de L. lasiocalycina (FUNARI et
al., 2012a, 2012b).

Figura 6 - Estruturas quimicas dos compostos identificados no extrato de L. lasiocalycina
OH HO
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X ;
HO 0 0 OH HO
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OH CHs
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OH OH
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Na espécie L. lasiocalycina, a floracdo inicia-se em braquiblastos braceos, em ramos de
um periodo anterior, que posteriormente podem proliferar, causando macroblastos folhosos,
também ferteis. Esse comportamento, que é particular para a espécie, corrobora a posi¢do
isolada dessa espécie dentro do género. Ela é a Unica representante da secdo Pseudoaloysia,
nomeada como Lippia phrysocalyx, agora considerada sindbnimo de L. lasiocalycina
(ROMERO; MARTINEZ; SUYAMA, 1998).

OLIVEIRA (2014) realizou caracteriza¢bes morfologicas quantitativas e qualitativas e
caracterizagcdes agrondmicas de Lippia bromleyana, Lippia lasiocalycina, Lippia insignis e
Lippia thymoides, espécies endémicas do semiarido baiano. Também foi avaliada a producéo,
teor, composicdo quimica e atividades antioxidante e antifingica dos 06leos essenciais. Em

relacdo a espécie L. lasiocalycina foi observado que a analise quimica do 6leo essencial
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apresentou como compostos majoritarios na primeira colheita: E-ocimenona (29,9%),
mircenona (15,6%) e mirceno (12,8%) e na segunda colheita: mircenona (31,4%), B-mirceno
(17,6%) e p-cimeno (14,4%) (Figura 7) (OLIVEIRA, 2014).

Figura 7 - Estruturas quimica dos compostos majoritarios identificados no 6leo essencial de
Lippia lasiocalycina cultivada na cidade de Feira de Santana-BA
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As caracteristicas morfologicas da L. lasiocalycina sdo: habito de crescimento — arbusto;
tipo de ramificagdo — ramos eretos; formato do limbo — ovado; formato da base do limbo —
truncada; formato do apice do limbo — atenuado; margem do limbo — crenada; venagdo —
craspedrodoma; filotaxia — oposta; consisténcia — membranaceae; pilosidade do peciolo —
piloso; cor das bracteas — verde claro; formato das bracteas — lanceolada; tipo de inflorescéncia
— racemosa; posicdo das inflorescéncias — axilar; cor das pétalas — lilas; tipo de perianto —
labiada; tricomas na face abaxial — pubescente; tricomas face adaxial — pilosa (OLIVEIRA,
2014; OLIVEIRA etal., 2017). Algumas dessas caracteristicas podem ser observadas na Figura
8.
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Figura 8 - Lippia lasiocalycina: arbusto (A) e inflorescéncias (B e C)
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Bispo (2015) avaliou o efeito do tipo de estaca e concentragdes de auxina na propagacéo
vegetativa das espécies Lippia insignis, Lippia lasiocalycina e Lippia thymoides, cultivadas em
Feira de Santana, Bahia, Brasil, bem como de diferentes tipos de adubacao e épocas de colheita
na producdo, teor e composic¢do quimica do 6leo essencial. A analise do dleo essencial de L.
lasiocalycina apresentou como compostos majoritarios E-ocimenona (22,82 — 29,43%) e B-
mirceno (27,36 — 31,36%), resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira (2014).

ALMEIDA et al., (2018) realizaram o estudo da composi¢do quimica do 6leo essencial
de L. lasiocalycina e avaliaram a atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida albicans e S. aureus multirresistente. O material vegetal foi obtido
na cidade de Séo Jodo do Piaui-PI e a andlise quimica do dleo essencial apresentou como
constituintes majoritarios 6xido de piperitenona (57,5%) e limoneno (20,7%) (Figura 9). O bleo
essencial foi inativo contra as bactérias e apresentou atividade fungicida contra Candida
albicans (ALMEIDA et al., 2018).
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Figura 9 - Estrutura quimica dos compostos identificados no éleo essencial de L. lasiocalycina
cultivada na cidade de S&o Jodo do Piaui-PlI
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Nascimento et al., (2017) relataram a composicdo quimica do 6leo essencial de Lippia
pedunculosa em que se assemelha com a composi¢do quimica do Oleo essencial de L.
lasciocalcyina coletada na cidade de S&o Jodo do Piaui. Oxido de piperitenona é majoritario em
ambos o0s 6leos essenciais, mas ndo é comum sua presenca em 0leos essenciais no género
Lippia, mas sim no género Mentha (NASCIMENTO et al., 2017).
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3.7 Complexo de Incluséo

Para ampliar a aplicacdo industrial dos OEs € necessario melhorar as suas caracteristicas
fisico-quimicas como solubilidade aquosa e instabilidade térmica e oxidativa, que podem levar
a degradacédo e perda de seus compostos bioativos por volatilizacdo. A formacao de complexo
de inclusdo (Cl) com ciclodextrinas (CDs) é uma maneira de controlar a degradacdo e
volatilizagdo, e apresenta a vantagem de aumentar a bioeficiéncia devido a capacidade de
potencializar a absorcdo através de membranas e barreiras biologicas. Devido a estas
caracteristicas, as ciclodextrinas sdo de grande interesse em quimica farmacéutica, agricultura,
cosméticos, alimentos, administragdo de medicamentos e industrias (BARMAN; BARMAN,;
ROY, 2018; DE MATOS; LUCCA; KOESTER, 2019; ROCHA et al., 2018).

Substancias isoladas com baixa solubilidade aquosa geralmente apresentam atividade
bioldgica in vivo menor que aquelas com maior solubilidade, assim como baixa disponibilidade
e liberacdo incompleta das moléculas ativas. Assim, compostos pouco sollveis em éagua
apresentam, em geral, baixa absorcdo, dificultando a biodisponibilidade, muitas vezes,
tornando-se limitante na sua aplicacdo. Entre as técnicas utilizadas para aumentar a solubilidade
aquosa e a biodisponibilidade oral, destaca-se o uso de complexos de inclusdo com CDs. Muitas
vantagens da complexacdo com ciclodextrinas foram relatadas na literatura, incluindo o
aumento da solubilidade e biodisponibilidade, estabilidade melhorada, mascarando sabor e
odor, reduzindo a volatilidade e aumentando a estabilidade térmica além de possibilitar o
preparo de um sistema de liberacdo controlada (BARMAN; BARMAN; ROY, 2018;
CAVALCANTE et al., 2019; HADIAN et al., 2018).

Durante a producdo de alimentos contendo compostos volateis e aromaticos, a
evaporacao e a exposicao ao oxigénio frequentemente alteram as caracteristicas organolépticas
deles. Assim, a complexacéo de aditivos alimentares volateis ou instiveis usando CDs mostrou
prolongar a vida Gtil do produto, melhorando a estabilidade desses aditivos os quais tornam-se
mais resistentes as etapas de processamento dos alimentos, apresentando potencial para reter
materiais aromaticos em sistemas alimenticios de maltiplos componentes (HADIAN et al.,
2018). Além disso, complexos de inclusdo podem aumentar a estabilidade e proteger compostos
complexados de condigGes externas, como calor, pH ou luz e estender a duracéo de seus efeitos,
e séo comumente utilizados para a discriminag&o quiral de compostos (BARMAN; BARMAN;
ROY, 2018; CEBORSKA, 2018).

As CDs também sdo conhecidas como cicloamidos, ciclomaltoses e Schardinger
dextrinas e sdo obtidas a partir da degradacdo enzimatica do amido (polimero constituido por
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unidades de glicose) a partir da reacdo transglicosilacdo intramolecular pela acdo da enzima
ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase), produzidas por alguns microrganismos. A
preparacdo das CDs esta amplamente descrita em multiplos trabalhos de investigacdo e em
diversas patentes (CAVALCANTE et al., 2019; DEL VALLE, 2004).

As enzimas CGTases promovem a hidrolise de determinadas ligacdes glicosidicas do
amido, originando misturas de ciclodextrinas e ciclizacdo de fragmentos oligossacarideos.
Entre os microrganismos que produzem estas enzimas pode-se citar Bacillus macerans,
Bacillus megaterium, Bacillus megatterium, Bacillus circulans, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus alcalofilico, Microccocus varians, Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae e
Bacillus subtilis. Sendo que as quantidades relativas de cada tipo de CD dependem do tipo de
microrganismo que produz a enzima e das condi¢cdes de reacdo (VEIGA, PERCORELLI,
RIBEIRO, 2006).

As CDs sdo oligossacarideos ciclicos, contendo unidades D-glicopiranosidicas (glicose)
que sdo unidas por ligagdes a-1,4 glicosidicas, sendo as mais conhecidas a a-CD, B-CD e y-
CD, cada uma com 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente (Figura 10). Todas sdo
moléculas cristalinas, ndo higroscopicas e de producdo industrial. As CDs contendo um namero
inferior a 6 unidades de glicose ndo existem por razdes estequiométricas. Por outro lado, ja
foram reportados CDs compostas por mais de 8 unidades de glicose, contudo estas sé&o
produzidas com um rendimento extremamente baixo e suas propriedades complexantes séo
fracas (BARMAN; BARMAN; ROY, 2018; CEBORSKA, 2018; VEIGA, PERCORELLLI,
RIBEIRO, 2006).

Figura 10 - Dimensoes das Ciclodextrinas a-CD, B-CD e y-CD
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Adaptacdo de CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, (2013)

Devido a falta de rotagdo livre sobre as ligagdes a-1,4 glicosidicas e da conformacédo da
cadeira apresentadas pelas unidades de glicose, as ciclodextrinas ndo sdo moléculas

perfeitamente cilindricas, mas toroidais ou conicas (tronco cénico), com uma cavidade
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hidrofébica e uma superficie externa hidrofilica, o que permite que as CDs formem complexos
de inclusdo (CIl) com moléculas hospedes de tamanhos diferentes e de baixa polaridade. O
carater hidrofilico da superficie externa é devido a presenca de hidroxilas primarias e
secundarias voltadas para a superficie externa. O carater hidrofobico da cavidade interna das
CDs é formado pelos &tomos de oxigénio que estdo envolvidos em ligacdes glicosidicas entre
as unidades de glicose (BARMAN; BARMAN; ROY, 2018; ROCHA et al., 2018).

Com base nessa estrutura, os grupos hidroxila primarios estdo localizados no lado
estreito da forma do cone, enquanto os grupos hidroxila secundarios estdo localizados na borda
mais larga (Figura 11). A cavidade hidrofébica da ciclodextrina é capaz de aprisionar
compostos com baixa polaridade, formando CI estaveis através de interacbes, tais como
ligacGes de hidrogénio e forcas de Van der Waals. Como resultado, as CDs podem complexar
com compostos hidrofobicos e anfifilicos que apresentem dimensdes compativeis, alterando as
propriedades fisico-quimicas desses compostos, tais como, solubilidade aquosa, estabilidade e
biodisponibilidade (BARMAN; BARMAN; ROY, 2018; CAVALCANTE et al., 2019;
ROCHA et al., 2018).

Figura 11 - Representacdo da estrutura quimica (a) e o modelo toroidal (b) da B-CD
(a) (b)
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Adaptacdo de JAMBHEKAR; BREEN, (2016)

Entre as CD naturais, a B-CD (Figura 11) é a mais utilizada, pois sua cavidade é
adequada para hospedes com massa molecular entre 100 e 400 g mol?, faixa de massa
molecular da maioria das moléculas de interesse atualmente. Além disso, o custo de aquisicéo
da B-CD é menor que o das demais CDs e sua maior disponibilidade comercial levam ao seu
uso frequente. HADIAN et al., (2018) relataram o uso da B-CD para inclusdo de geraniol,

devido as caracteristicas da B-CD como baixa biotoxicidade e alta biocompatibilidade,
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solubilidade e biodisponibilidade na formulacdo de farmacos. Atualmente, é a ciclodextrina
mais comum em formulag¢des farmacéuticas e, portanto, provavelmente a mais bem estudada
em humanos (CAVALCANTE et al., 2019; DEL VALLE, 2004; HADIAN et al., 2018).

As ligacGes de hidrogénio intramoleculares estabelecidas entre os grupos C.-OH de uma
unidade de glicose com os grupos C3-OH de uma unidade de glicose adjacente estabilizam o
anel maior originando uma estrutura rigida, que por sua vez, € a causa da reduzida solubilidade
aquosa da B-CD, portanto, é a CD mais provavel que precipite em forma de cristais e, € a mais
comumente usada por causa da sua alta eficiéncia de complexacéo, cavidade com dimensdes
adequadas e o baixo custo (DE SOUZA; MORGON, 2016; LI et al., 2015; VEIGA,
PERCORELLI, RIBEIRO, 2006; ZHU et al., 2007).

As CDs sdo também conhecidas como moléculas hospedeiras tipicas e as moléculas
complexadas designadas como moléculas hdspedes. Desta associacdo resultam complexos
hospede-hospedeiro, também designado de complexo de inclusdo (Cl). Os complexos de
inclusdo sdo, portanto, estruturas compostas por duas ou mais moléculas, nas quais uma das
moléculas, hospedeira, inclui totalmente ou parcialmente, sem formar ou quebrar ligacdes
covalentes com a molécula hdspede, além disso, moléculas hospedes podem se dissociar da CD
estabelecendo um equilibrio dindmico entre as moléculas livres e dissociadas (DEL VALLE,
2004; VEIGA, PERCORELLI, RIBEIRO, 2006).

A complexacdo é um ajuste dimensional entre a cavidade hospedeira e a molécula
hospede. Em solucdo aquosa, a principal forca motriz para a formacéo do CI sdo as forcgas de
repulsdo entre a cavidade interna da molécula hospedeira e a solucdo aquosa e, a molécula
hospede tende a alojar-se de forma energeticamente favoravel no interior da cavidade das CDs.
Além disso, a molécula hdspede deve apresentar polaridade, tamanho e forma compativel para
obter uma interacédo apolar-apolar e diminuir a tensdo do anel da CD, resultando em um estado
de energia mais estavel e mais baixo, de acordo com a Figura 12 (CAVALCANTE et al., 2019;
DEL VALLE, 2004; VEIGA, PERCORELLI, RIBEIRO, 2006).
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Figura 12 - Representacdo da formacdo do complexo de inclusdo (hospede/hospedeiro) em
solucgdo aquosa
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Este processo é energeticamente favordvel e contribui para 0 aumento da estabilidade
do complexo, uma vez que promove a alteracao favoravel da entalpia, um aumento de entropia
e reducdo da energia total do sistema. Outras forcas, que também contribuem para a formacéo
e estabilizacdo dos complexos, séo as interacdes de Van der Waals (ligacGes dipolo-dipolo e
forcas de disperséo de London), ligacGes de hidrogénio (entre a molécula hdspede e 0s grupos
hidroxilos das CDs), interacdes hidrofdbicas e efeitos estéricos (DEL VALLE, 2004; VEIGA,
PERCORELLI, RIBEIRO, 2006).

A condicdo minima requerida para a formacdo de complexos de inclusdo é a
compatibilidade geométrica entre as moléculas hospede e hospedeira, ou seja, a molécula
hospede tem de penetrar e ajustar-se total ou parcialmente na cavidade hidrofébica da CD. N&o
somente fatores estereoquimicos relacionados com a forma e o tamanho das moléculas
hospedes, como também a polaridade dessas moléculas, condicionam a inclusdo na cavidade
das CDs (VEIGA, PERCORELLLI, RIBEIRO, 2006).

A escolha do meétodo de preparagdo do complexo de inclusdo pode afetar as
propriedades fisico-quimicas e o desempenho fisiologicos dos sistemas de liberacdo de
medicamentos baseados em CDs (ADEOYE et al., 2018). Muitos métodos sdo descritos na
literatura para a preparagdo dos complexos de inclusdo sélidos (composto/CD) e a escolha de
um método particular depende das propriedades da molécula hospede, como sua
disponibilidade e custo. Alguns exemplos sdo a co-evaporagao, co-precipitacdo, spray drying,
liofilizacdo, Maxalagem, moagem, tecnologia de fluidos supercriticos (ABARCA et al., 2015;
DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007; HADIAN et al., 2018; JANTARAT et al., 2014).
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Muitos desses processos requerem um suporte de energia muito alto, solventes orgénicos ou
ambos (RUDRANGI et al., 2015).

Em muitos casos, as técnicas de preparacdo de sistemas nanoestruturados organicos
contém uma ou mais etapas, como agquecimento, evaporacdo de solvente e homogeneizagédo a
alta pressdo, nas quais as moléculas hospedes sdo submetidas a condi¢bes que podem causar
degradacéo e perda de contetdo ativo por volatilizagdo (DE MATOS; LUCCA; KOESTER,
2019).

Neste contexto, as CDs sdo as moléculas mais empregadas para o encapsulamento,
protecdo contra a oxidagao ou outros processos. Além de ser uma alternativa facil, segura e de
baixo custo capaz de melhorar a biodisponibilidade e estabilidade, ou seja, liberagcdo controlada
de compostos ativos (WENZ, 2012; ZHANG; MA, 2013). Portanto, o desenvolvimento de
alternativas com o intuito de melhorar as propriedades fisico-quimicas dos compostos presentes
nos 6leos essenciais pode ser considerado um campo importante para produgdo de novos

produtos.
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5. CAPITULO I - Caracterizacio do complexo de inclusdo do 6leo essencial de Croton

zehntneri com B-ciclodextrina preparado por spray drying e liofilizacéo
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5.1 Resumo

Croton zehntneri € uma espécie aromética da familia Euphorbiaceae, nativa do Nordeste do
Brasil, rica em 6leo essencial (OECZ) com propriedades antioxidante, vasorelaxante,
bactericida e fungicida. Apesar dos inimeros potenciais biologicos e farmacologicos, os 6leos
essenciais sdo instaveis e possuem limitada solubilidade em &gua, caracteristicas que podem ser
melhoradas pela formacdo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas (CDs). Assim, 0
objetivo deste trabalho foi preparar complexo de inclusdo do OECZ com B-CD pelos métodos
de co-precipitacdo seguida de liofilizacdo e por spray drying e avaliar a eficiéncia de
complexacdo para cada método. Os complexos de inclusdo foram preparados, caracterizados
por espectroscopia Vibracional (espectroscopia Raman e ATR-FTIR) e a eficiéncia de
complexacdo determinada por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM). Foi observado que a co-precipitacdo possibilitou uma maior eficiéncia de
complexacdo (50%), quando comparada ao método spray drying (10%). A espectroscopia
Raman e ATR-FTIR confirmaram a formagdo do complexo de inclusdo entre OECZ e p-CD
por ambos 0s métodos de preparo. Assim, o méetodo de preparo interferiu na eficiéncia de
complexacdo, sendo a co-precipitacdo mais eficiente para a complexacao do 6leo essencial de

C. zehntneri com B-ciclodextrina.

Palavras-chave: Complexo de Inclusdo; Spray Drying; Liofilizagdo; Raman; ATR-FTIR



85

5.2 Abstract

Croton zehntneri is an aromatic species from the Euphorbiaceae family, native to Northeastern
Brazil, rich in essential oil (EOCZ) with antioxidant, vasorelaxant, bactericidal and fungicidal
activities. Despite the numerous biological and pharmacological potentials, essential oils are
unstable and have limited water solubility, characteristics that can be improved by the formation
of inclusion complexes using cyclodextrins (CDs). Thus, the objective of this work was to
prepare the EOCZ inclusion complex with -CD by co-precipitation followed by lyophilization
and by spray drying methods and to evaluate the complexation efficiency for each method. The
inclusion complexes were prepared, then characterized by vibrational spectroscopy (Raman
spectroscopy and ATR-FTIR) and the complexation efficiency determined by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). It was observed that co-
precipitation enabled greater efficiency of complexation (50%), when compared to spray drying
method (10%). The Raman spectroscopy and ATR-FTIR confirmed the formation of the
inclusion complex between OECZ and B-CD by both preparation methods. Therefore, the
preparation method interferes with the complexation efficiency, being the most efficient co-

precipitation for the complexation of the essential oil of C. zehntneri with B-cyclodextrin.

Keywords: Inclusion Complex; Spray drying; Freeze drying; Raman; ATR-FTIR
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5.3 Introducéo

Oleos essenciais (OES) s&o compostos naturais, volateis e complexos, ocasionalmente
caracterizados pelo forte odor, extraidos de vérias plantas aromaticas. Eles sdo uma mistura
complexa, os quais podem conter uma variedade de componentes em diferentes concentragdes.
Oleos essenciais tornaram-se parte integrante da vida cotidiana e podem ser usados como
aditivos naturais em muitos alimentos e na composi¢do de cosméticos e perfumes, bem como
na industria farmacéutica devido a suas propriedades antibacteriana, antifingica, antioxidante
e anticancerigena (BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004; MENDEL et al.,
2017).

Croton L é o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, com aproximadamente
1200 espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais do mundo (BERRY et al., 2005;
SODRE; DA SILVA, 2015). Varias espécies de Croton apresentam constituintes ativos como
terpenoides, flavonoides e alcaloides (DA COSTA et al., 2008). Trabalhos publicados sobre
6leos essenciais do género Croton mostraram que as espécies C. zehntneri e C. nepetaefolius
sdo constituidos por monoterpenoides e sesquiterpenoides, além de fenilpropanoides. C.
argyrophylloides apresenta monoterpenoides e sesquiterpenoides, mas nao contém
fenilpropanoides (DA SILVA-ALVES et al., 2015; DE MORAIS et al., 2006).

Entre as espécies deste género pode-se destacar a espécie Croton zehntneri, planta
aromatica nativa do ecossistema da Caatinga do Nordeste do Brasil, onde € popularmente
conhecida como “canelinha”, “canela de cunha” ou “canela-brava”. E uma planta subarbustiva
e decidua, e seu aroma varia entre espécimes dessa planta coletados em diferentes regides do
Nordeste, devido a variacdo na concentracdo dos constituintes quimicos mais abundantes em
seus 0leos essenciais. Assim, quatro tipos quimicos sao distinguidos para essa espécie: anetol -
para amostras coletados em Fortaleza-CE e Vicosa-CE; eugenol - para aqueles coletados em
Areia Branca-RN e Quixada-CE; metil-eugenol - para aquelas coletadas em Ipu-CE e Oeiras-
PI; estragol - para as coletadas em Tiangua-CE e Granja-CE. As folhas de C. zehntneri s&o
usadas para o preparo de chas, que sdo empregados pela populagéo local para tratar distrbios
nervosos, ansiedade, convulsdes, insdnia e aliviar distarbios gastrointestinais (AGUIAR et al.,
2014; CAVALCANTI et al., 2012; DA COSTA et al., 2008; DA SILVA-ALVES et al., 2015;

DE MORAIS et al., 2006).

Estragol (1-metoxi-4-(prop-2-enil)benzeno, também conhecido como metil chavicol),
Figura 13, é um éter fenilpropanoide e constituinte natural de diversos dleos essenciais de

plantas aroméaticas como manjericdo (Ocimum basilicum L., Lamiaceae), estragdo (Artemisia
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dracunculus L., Asteraceae), erva-doce (Pimpinella anisum L., Apiaceae) (LEWINSOHN et
al., 2000; ZELLER; HORST; RYCHLIK, 2009). Além disso, estragol tem sido usado como
agente aromatizante em bebidas nédo alcodlicas, como condimento e em produtos medicinais,
devido a suas propriedades inseticidas, antivirais, antimicrobianas, acaricida, miorrelaxante e
anticonvulsivantes (BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004; CABRAL et
al., 2014; CHANG; CHO; LI, 2009; DIAO et al., 2014; OBOLSKIY et al., 2011; PONTE et
al., 2012; RODRIGUES et al., 2016; ZELLER; HORST; RYCHLIK, 2009).

Figura 13 - Estrutura quimica do estragol
—\ < : > /
@)

Apesar da variedade de atividades apresentadas pelos OEs, suas aplica¢fes tém sido
restritas como produtos farmacéuticos e conservantes de alimentos, devido a limitada
solubilidade em &gua, instabilidade a luz, calor e oxigénio, e baixa biodisponibilidade. Assim,
a aplicacdo dos Oleos essenciais nas inddstrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e as
caracteristicas restritivas dos 6leos podem ser aprimoradas pela formacdo do complexo de
inclusdo (CI) com ciclodextrinas (CDs) sem perder sua bioatividade (KFOURY et al., 2014,
2016; ROCHA et al., 2018).

CDs séo oligossacarideos ciclicos ndo toxicos contento 6 (a-ciclodextrina), 7 (j-
ciclodextrina), 8 (y-ciclodextrina) ou mais unidades D-glicopiranosidicas unidas por ligagdes
a-1,4 glicosidicas obtidas a partir da degradacdo enzimatica do amido ou pelo metabolismo de
certas bactérias, como por exemplo Bacillus macerans (RAKMAI et al., 2017). CDs séo
moléculas ciclicas, mas devido a falta de rotacéo livre entre as unidades D-glicopiranosidicas,
elas ndo sdo cilindricas, mas tronco-conicas. O didmetro da cavidade das CDs ¢é determinado
pelo numero de unidades de glicose e controla o tamanho do hospede que pode ser complexado.
Elas possuem uma superficie externa praticamente hidrofilica, a qual ajuda na solubilidade em
agua e uma cavidade hidrofobica permitindo-as incluir hospedes hidrofébicos. A interagdo
entre hospede e CD leva a formagdo de complexo de inclusdo ndo-covalentes, tanto em solucao
quanto em estado solido. A formacdo do complexo de inclusdo € um equilibrio dinamico
permitindo o hdspede difundir-se reversivelmente da cavidade da CD (ABARCA et al., 2015;
KFOURY etal., 2015a).
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A B-CD possui solubilidade minima em agua, portanto é a mais provavel que precipite
em forma de cristais e, € a mais comumente usada por causa da sua alta eficiéncia de
complexacdo, cavidade com dimensdes adequadas e o baixo custo (DE SOUZA; MORGON,
2016; LI et al., 2015; ZHU et al., 2007).

A escolha do método de preparacdo do complexo de inclusdo pode afetar as
propriedades fisico-quimicas e o desempenho fisiologico dos sistemas de liberagdo de
medicamentos baseados em CDs (ADEOYE et al., 2018). Muitos métodos sdo descritos na
literatura para a preparacdo dos complexos solidos (composto/CD). Alguns exemplos sdo a co-
evaporagdo, co-precipitacdo, spray drying, liofilizacdo, maxalagem, moagem, tecnologia de
fluidos supercriticos (ABARCA et al., 2015; DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007;
JANTARAT et al., 2014). Muitos desses processos requerem um suporte energético muito alto,
solventes organicos ou ambos (RUDRANGI et al., 2015).

O complexo de inclusdo pode ser usado para combater a resisténcia de micrébios, além
de reduzir a concentracdo dos compostos e a dose necesséria a ser usada. Em adicdo, o uso de
moléculas com as caracteristicas para formar complexos de inclusdo, como as CDs, associadas
com substancias antimicrobianas podem melhorar a solubilidade aquosa e prolongar a validade
dos produtos (ANDRADE et al., 2017; HO et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi preparar complexo de incluséo do éleo essencial de Croton
zehntneri com B-ciclodextrina pelos métodos de co-precipitacdo seguida de liofilizagdo e por
spray drying, avaliando a eficiéncia de complexac¢do de cada método por cromatografia em fase

gasosa acoplada a um espectrémetro de massa (CG-EM) e espectroscopia Raman e ATR-FTIR.
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5.4 Parte Experimental
Material Vegetal

As folhas da C. zehntneri foram coletadas em outubro de 2016 na cidade de Simdes-PI,
Brasil, para a extracdo dos constituintes volateis. Uma amostra foi identificada e depositada no
Herbario Graziela Veloso da Universidade Federal do Piaui, com o ndmero 29131. Registro
SISGEN A9CE308.

Extracéo de 6leo essencial

O o6leo essencial de C. zehntneri (OECZ) foi obtido a partir da hidrodestilacéo das folhas
(100 g), utilizando o equipamento tipo Clevenger por aproximadamente 3 h. Ao fim do
processo, 0 6leo obtido foi coletado, seco com sulfato de sédio, pesado e armazenado sob

refrigeracdo. O Oleo foi solubilizado em n-hexano para as analises de CG-EM.
Condigdes do CG-EM

Para a caracterizacdo da composicdo quimica do OECZ, previamente solubilizado em
hexano, na proporc¢do 1:100, foi utilizado um cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de
massa (CG-EM), Cromatdgrafo Shimadzu®, modelo CGMS-QP2010 SE equipado com injetor
automatico AOC-5000 e uma coluna modelo SLB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As
condicdes de analise foram as seguintes: gas de arraste: Hélio (fluxo de 1 mL min™);
temperatura do injetor de 250 °C; rampa de aquecimento, iniciando a 60 °C (permanecendo por
3 min), a uma taxa de 3 °C min! até atingir 240 °C (permanecendo por 10 min); a temperatura

do detector foi 250 °C; volume de inje¢ao 1 puL, com razdo split 1:100.

As condicdes do EM foram as seguintes: analisador de ions do tipo quadrupolo,
operando por impacto de elétrons (70 eV), com interface a 250 °C; e os fragmentos de massas
detectados na faixa de 45 a 450 Da. A identificacdo dos constituintes foi considerada quando a
similaridade entre espectros de massas obtidos na amostra e os espectros padrdes da biblioteca
de dados (Wiley e NIST 08) foram maiores que 90% e de acordo com a literatura (ADAMS,
2009; DOOL; KRATZ, 1963; LIMA et al., 2009).

Preparo do Complexo de Inclusdo

O complexo de inclusdo do OECZ/B-CD foi preparado de acordo com o método
proposto por Jantarat et al., (2014) com algumas modificagoes. O complexo OECZ/B-CD foi

preparado na propor¢do molar de 1:1, definido de acordo com a composi¢do quimica do OECZ
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(estragol 90%), usando dois métodos de preparo, co-precipitagdo seguida de liofilizacdo e spray

drying.

Para a co-precipitacao seguida de liofilizacdo, 1 g de OECZ foi solubilizado em etanol
PA e 9 g de B-CD foi solubilizado em &gua destilada a 55 °C. O OECZ foi adicionado a solucéo
de B-CD, sob agitacdo a 150 rpm por 4 h sem aquecimento & temperatura ambiente de 25 °C +
1. Em seguida, a suspensédo obtida foi mantida no refrigerador (4 °C) durante a noite para a
precipitacdo do complexo. Apos esse periodo, o precipitado foi separado do sobrenadante com
0 auxilio de uma pipeta de Pasteur e liofilizado a -85 °C no liofilizador (marca Liobras L101).

O material solido obtido foi pesado, armazenado e denominado OECZ/B-CD CP.

Para spray drying, a suspensdo formada por OECZ e B-CD obtida como descrito
anteriormente, foi seca por aspersdao em um mini spray drier (modelo BUCHI B-290), nas
seguintes condi¢Oes: temperatura de entrada de 105 °C, pressao de 0,9 bar e o fluxo de entrada
de 3 mL min™. O material sélido obtido foi pesado, armazenado e denominado OECZ/B-CD
SD.

Caracterizacédo dos Complexos de Inclusao
Quantificacdo dos componentes do OECZ

A concentracdo de OECZ presente nos complexos de inclusdo foi obtida a partir da
curva analitica de estragol, principal componente do OECZ, preparada a partir de diluicdes do
estragol padrdo (Sigma-Aldrich) em hexano, obtendo sete diluigdes variando de 5 a 500 mg L-
! Todas as diluicdes foram preparadas em triplicata e todas as solugdes foram analisadas por
CG-EM.

Eficiéncia de complexacéo

A quantidade de 0leo presente nos complexos de inclusdo foi determinada pelo método
de extracdo com solvente proposto por Rocha et al. (ROCHA et al., 2018), com algumas
modificagdes. Quantidades equivalentes a 10 mg de OECZ do complexo de inclusdo foram
solubilizadas com 4 mL de agua destilada em um frasco selado com tampa de rosca de baquelite
e adicionado 4 mL de hexano, para a extracdo dos componentes do OECZ. A mistura foi
aquecida em banho-maria a uma temperatura de 85 £ 2 °C durante 15 min com agitacao
intermitente. Em seguida, o frasco foi resfriado a temperatura ambiente. A fase hexanica
contendo o 6leo essencial foi separada, com auxilio de uma pipeta, e a fase aquosa foi submetida
a mais duas extracdes sucessivas com hexano (2 x 4,0 mL). As fracGes hexanicas extraidas

foram combinadas (volume total de 12 mL) e analisadas por CG-EM para a determinacdo da
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eficiéncia de complexacdo (EC) através da Equacdo 1. O procedimento foi realizado em
triplicata.

Equacdo 1 - Eficiéncia de complexacéo

ACI

EC x100

AOECZ

No qual, Aci corresponde a area do pico do estragol no complexo de inclusdo e Aoecz a

area do pico do estragol no OECZ.

Espectroscopia de absorcdo no infravermelho por refletancia total atenuada com
transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Os espectros de ATR-FTIR do OECZ, B-CD e dos complexos de inclusdo OECZ/B-CD
CP e OECZ/B-CD SD foram obtidos na regido do infravermelho (4000 a 600 cm™) em um
espectrofotébmetro Agilent Carey 360. As amostras foram colocadas diretamente na superficie
do cristal do acessorio de ATR, aplicando uma ligeira pressao para promover o contato entre as
amostras e a superficie do cristal. Os espectros foram obtidos a partir de 64 varreduras e uma

resolucéo de 4 cm™.
Espectroscopia Raman

Os espectros Raman do OECZ, B-CD e dos complexos de inclusdo OECZ/B-CD CP e
OECZ/B-CD SD foram obtidos com um microscopio Raman dispersivo Bruker Senterra com
um sistema de deteccdo com um dispositivo de carga acoplada, com uma objetiva de x 50. O
comprimento de onda de excitacdo foi de 785 nm, obtido usando um laser de estado solido. As
medidas foram calibradas com silicio cristalino e a resolugo foi de cerca de 3 cm™ e para cada

espectro 10 acumulag6es de 10 s para cada espectro.
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5.5 Resultados e Discussao
Composi¢do Quimica do OECZ

O 6leo essencial de C. zehntneri (OECZ) foi obtido com rendimento de 3% ((massa do
0leo obtido/massa das folhas secas) x 100%). Estudos tém demonstrado que as folhas de C.
zehntneri sdo ricas em 6leos essenciais, que comumente compreendem 2-4% do peso das folhas
secas (CAVALCANTI et al., 2012).

A anélise do 6leo foi realizada por CG-EM e foi possivel a identificacdo de 98,1% dos
picos integrados. Os espectros de massa foram considerados, quando o indice de similaridade
foi superior a 95% A Figura 14 mostra o perfil cromatogréfico do OECZ, cujos principais
constituintes foram o estragol (i) (90,1%), componente majoritario, biciclogermacreno (ii)
(4,9%), metil-eugenol (iii) (2,1%) e B-cariofileno (iv) (1,0%). As estruturas gquimicas dos

compostos identificados podem ser observadas na Figura 15.

Figura 14 - Cromatograma do 6leo essencial de Croton zehntneri
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Figura 15 - Estrutura quimica dos compostos identificados no oOleo essencial de Croton
zehntneri
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De acordo com ANDRADE et al., 2015, o principal componente do 6éleo essencial de
C. zehntneri obtido a partir das folhas coletadas em Simdes-Pl, Brasil, é o estragol. Estragol é
um composto com baixa solubilidade em &gua e é volatil. No entanto, as caracteristicas
limitadas do estragol podem ser superadas pela formacdo do complexo de inclusdo com
ciclodextrinas (GODFREY; MCNAUGHTON; EVANS, 2013).

Preparo do complexo de incluséo

Complexo de inclusdo é uma alternativa para aumentar a estabilidade de compostos
volateis, protegendo-os contra condi¢cGes ambientais adversas, e é definido como um processo
pelo qual as particulas sdo envolvidas por um revestimento, produzindo pequenas capsulas com
muitas propriedades, como exemplo, 0 aumento da biodisponibilidade destes compostos em
sistemas bioldgicos. (REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2018). A literatura relata varios
métodos de preparo de complexos de inclusdo sélidos com CDs. Para este estudo, complexos
de inclusdo solidos foram preparados usando o0s métodos de co-precipitagdo seguida de

liofilizag&o e por spray drying.

A determinacédo do rendimento é uma medida importante para se conhecer a eficiéncia
de qualquer processo e selecionar o método mais eficaz para produzir complexos de inclusédo
(RUDRANGI et al., 2015). Assim, os rendimentos dos complexos para cada método foram
calculados em funcéo da massa obtida na formacgédo do complexo e a soma das massas iniciais
de OECZ e B-CD.

Os rendimentos obtidos para 0 OECZ/B-CD CP e OECZ/B-CD SD foram 79% e 82%

respectivamente, valores considerados altos para essas técnicas. RUDRANGI et al., 2015, em
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seu estudo de métodos de preparo de complexos de inclusdo, relataram um rendimento
percentual de 90,1% para a secagem por liofilizacdo e 60,3% para spray drying. Wang et al.,
(2011) também relatou rendimento superior a 78% na complexacdo de 6Oleo essencial pelo

método de co-precipitacao.

Durante os processos de secagem do complexo de inclusdo ocorrem perdas de massa
dos complexos. Um maior rendimento era esperado, mas a recuperagdo do OECZ/B-CD SD foi
dificil devido a deposicéo eletrostatica do complexo na parede interna da cAmara do spray drier.
Ja, o rendimento de OECZ/B-CD CP pode estar relacionado com a quantidade de complexo que
dissolvida no sobrenadante. Portanto, os métodos de preparo e o material de partida influenciam

diretamente o rendimento dos complexos.

Spray drying é o método de secagem mais utilizado na industria alimentar, uma vez que
é rentavel, rapido e produz em larga escala, sendo flexivel (MOAYYEDI et al., 2018).
Entretanto, o método possui algumas limitacfes relacionadas ao uso de materiais sensiveis ao
calor e requer um ajuste preciso da temperatura do gas quente utilizado (ALI; LAMPRECHT,
2014). Por outro lado, a liofilizacdo ¢é especialmente Util para compostos que ndo podem entrar
em contato com aquecimento, a baixa temperatura minimiza a perda de compostos volateis. A
principal desvantagem deste método é a producdo em larga escala, devido a quantidade de
material a ser secado e 0 método de preparo é oneroso (DEL VALLE, 2004).

Neste contexto, os métodos spray drying e liofilizacdo ganham importancia em
diferentes areas. No entanto, estes sdo processos que operam em diferentes condicBGes de
temperatura e tempo e, portanto, resultam em produtos com caracteristicas diferentes. Estes
processos sao amplamente utilizados para a microencapsulacdo de extratos e outros compostos
bioativos de fontes naturais (BEUGUEL et al., 2018).

Caracterizagéo do complexo de incluséo

Para estender as aplica¢Ges dos 6leos essenciais € necessario diminuir a volatilidade dos
compostos presentes no 6leo essencial para obter uma vida atil mais longa dos produtos. A
complexacdo € um processo pelo qual um 6leo essencial é ligado a uma matriz transportadora
para fornecer um material em p6 seco. Controlando a volatilidade, pode-se também melhorar
os efeitos biologicos dos OEs (BASER; BUCHBAUER, 2010).

A formagéo do complexo é um ajuste dimensional entre a cavidade do hospedeiro e a
molécula héspede, mediada pela atracdo ndo polar da molécula lipofilica a cavidade interna

lipofilica da CD enquanto seus grupos hidroxilas sdo orientadas para a superficie externa



95

hidrofilica. Durante a formacéo do complexo de inclusdo h4 interacdo entre a CD e a molécula
hospede e ndo sdo formadas e/ou quebradas ligagGes quimicas (ADEOYE et al., 2018; DEL
VALLE, 2004).

O perfil cromatografico dos constituintes extraidos dos complexos de inclusédo, Figura
16, permitiram determinar apenas a presenca de estragol nos dois métodos de preparo dos Cls,
demonstrando que o uso da técnica de secagem por aspersao, spray drying, mesmo utilizando
altas temperaturas, foi possivel a complexacao do estragol.
Figura 16 - Cromatogramas dos 0leos essenciais de C. zehntneri extraidos dos complexos de

inclusdo preparados pelos métodos de spray drying (OECZ/B-CD SD) e co-precipitacdo
seguido de liofilizagao (OECZ/B-CD CP)
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A curva analitica foi construida a partir de sete diferentes concentracdes (5, 10, 50, 100,
200, 300, 400 e 500 mg L), sendo que cada concentragdo foi preparada em triplicata. Através
da equacdo y = 11555x - 50619; R? = 0,9964 foi possivel a quantificagdo da massa do estragol
presente nos complexos de inclusdo, assim, para cada 100 mg de complexo de inclusdo
OECZ/B-CD SD e OECZ/B-CD CP tem 1,2 mg e 5,7 mg, respectivamente, de estragol. A
extracdo do complexo de inclusdo permitiu determinar que apenas o estragol, o principal
constituinte do OECZ, foi complexado. Assim, para as analises de ATR-FTIR e Raman, o

estragol foi considerado o Unico constituinte do OECZ.

A eficiéncia de complexacdo, calculada para os dois complexos OECZ/B-CD SD e
OECZ/B-CD CP foi determinada em 10% e 50%, respectivamente, demonstrando maior
eficiéncia de complexacdo do estragol quando preparado por co-precipitacdo seguido de

liofilizag&o. Esses resultados mostraram eficiéncia de complexagéo relativamente alta usando
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como método de preparo co-precipitacdo seguido de liofilizagdo em comparacao ao trabalho
realizado por Kfoury et al., (2015), que utilizou a mesma técnica de preparo, co-precipitacao, e
mesma relacdo molar (B-CD:Estragol), e obteve uma eficiéncia de complexacdo de 25%. Os
valores das eficiéncias de complexacdo diferem devido ao uso de altas temperaturas no spray
dryer, que pode ter causado a perda de OECZ por volatilizagdo. Por outro lado, liofilizagédo
utiliza alto vacuo e baixas temperaturas, reduzindo a perda por volatilizacdo (BEUGUEL et al.,
2018).

A formacdo do complexo de inclusdo é favorecida pela estrutura e as propriedades
fisico-quimicas das moléculas hospedes, que devem se ajustar total ou parcialmente na cavidade
da CD. A massa molecular do estragol (148 g mol™) é compativel com o tamanho da cavidade
da B-CD, a qual é capaz de complexar substancias na faixa de massa molecular entre 100 e 400
g mol™ (AGUIAR et al., 2014; DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007).

Espectroscopia de absorcdo no infravermelho por refletancia total atenuada com
transformada de Fourier (ATR-FTIR)

A espectroscopia ATR-FTIR pode fornecer importantes vantagens em relacdo a técnica
FTIR, como por exemplo, ndo €é necessario nenhum procedimento na amostra,
consequentemente, 0s espectros obtidos evitam todos os problemas relacionados a dispersao
usual da amostra em brometo de potéssio (KBr), permitindo maior reprodutibilidade dos
espectros, tornando a técnica de ATR-FTIR muito adequada também em mostrar diferencas nas
formas de estado sdélido, incluindo formas hidratadas e polimorficas, e na identificacdo e
caracterizacdo de formulacdes farmacéuticas (GUDI et al., 2014; KAZARIAN; WRAY, 2010).
A técnica de ATR-FTIR pode ser usada para investigar a variacdo da forma, intensidade e
posicdo dos picos (KFOURY et al., 2015b). Os espectros de ATR-FTIR da B-CD, OECZ,
OECZ/B-CD SD e OECZ/B-CD CP estéo representados na Figura 17.
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Figura 17 - Espectros de ATR-FTIR da B-CD, OECZ, OECZ/B-CD SD ¢ OECZ/B-CD CP
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O espectro de ATR-FTIR do OECZ apresentou bandas entre 3077 e 2835 cm™
(estiramento C-H), 1609 cm™ (estiramento C=C), 1513 cm™ (estiramento C=C do anel
aromatico), 1242 e 1034 cm* (estiramento C-O-C assimétrico e simétrico, respectivamente) e
808 cm (desdobramento do anel aromatico para dissubstituido). O espectro de ATR- FTIV da
B-CD apresentou bandas em 3231 cm™ (estiramento O-H), 2912 cm™ (estiramento C-H), 1157
cm? e 1020 cm™ (estiramento C-O-C assimétrico e simétrico, respectivamente) (AGUIAR et
al., 2014; KFOURY et al., (2015b); ROCHA et al., 2018).

Os espectros de ATR-FTIR do OECZ/B-CD CP e ATR-FTIR OECZ/B-CD SD sao
semelhantes ao espectro da f-CD indicando que ndo ha forte interagcdo entre o hdspede
(estragol) e os grupos C-C, C-O-C ou OH da B-CD. Observou-se que a banda de estiramento
O-H da B-CD foram deslocadas de 3231 cm™ para 3280 cm™ no complexo OECZ/B-CD CP e
3253 cm™ no complexo OECZ/B-CD SD, e a banda de estiramento C-H da p-CD também foi
deslocada de 2919 cm™ para 2926 cm™ no complexo OECZ/B-CD CP e 2906 cm™ no complexo
OECZ/B-CD SD. (AGUIAR et al., 2014; ROCHA et al., 2018).
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O espectro de ATR-FTIR do OECZ/B-CD CP apresentou similaridade ao espectro da 3-
CD, mas pode-se observar bandas em 1245 e 1518 cm™ atribuidas ao estiramento C-O-C e C=C
do anel aromatico do estragol, composto majoritario do OECZ. Entretanto, eles representam
uma baixa intensidade, provavelmente devido a baixa quantidade de estragol (5,7% m/m) no
complexo quando comparado com B-CD. O espectro de ATR-FTIR OECZ/B-CD SD ndao
mostrou mudangas significativas quando comparado ao espectro da p-CD, confirmando a baixa
eficiéncia de complexacdo pelo método de preparo por spray drying. Os resultados corroboram
com os obtidos por KFOURY et al., 2015b e AGUIAR et al., 2014.

Portanto, a técnica de ATR-FTIR permitiu obter uma boa evidéncia para a formacéo de
complexos entre B-CD e OECZ usando a co-precipitacdo acoplada ao método de liofilizag&o.
As interacdes pareciam ocorrer devido a entrada do anel aromatico do estragol na cavidade da
B-CD.

Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman tem sido amplamente aplicada na industria farmacéutica e tem
sido sugerida como uma ferramenta potencial para o estudo da formacdo de complexos de
inclusdo. Em comparacdo com a espectroscopia FTIV, Raman tem algumas vantagens
importantes, provenientes do fato de que o efeito Raman se manifesta na luz dispersa em
oposicdo a luz absorvida por uma amostra. Consequentemente, a espectroscopia Raman
necessita de pouca ou nenhuma preparacdo de amostra (DE OLIVEIRA et al., 2011; LARKIN,
2011; SCHULZ; BARANSKA, 2007).

O principio da espectroscopia Raman é a mudanca da polarizabilidade de uma ligacédo
através da absorcdo de luz. Consequentemente, as estruturas com ligacGes de carbono
insaturadas, especialmente quando conjugadas, sdo altamente ativas em Raman. A técnica
Raman pode ser usada para monitorar a vibracéo das bandas C=C, que sdo altamente sensiveis
a formac&o do complexo de inclusdo (GUDI et al., 2014; LARKIN, 2011; ROCHA et al., 2018).
Os espectros Raman da -CD, OECZ, OECZ/B-CD SD e OECZ/B-CD CP estéo apresentados
na Figura 18.
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Figura 18 - Espectros Raman da 3-CD, OECZ, OECZ/B-CD SD e OECZ/B-CD CP
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No espectro Raman do OECZ, a Figura 18, apresenta banda em torno de 1643 cm™
(estiramento C=C) relacionada a uma ligacdo dupla ndo conjugada do estragol, 1610 cm™
(estiramento C=C do anel aromatico), 1298 e 1176 cm™ (estiramento C-O-C), 845 e 818 cm'™?
(deformagdo C-H do anel aromético) e 638 cm™ (anel aromatico p-substituido). Estes picos
representam a impressao digital do OECZ. Analisando o espectro da p-CD, as bandas em torno
de 1339, 948, 861, 570 e 479 cm™ podem estar relacionadas a estiramento C-H, hidroxilas
alcodlicas, ligacbes C-O-C entre glicoses, entre outras correlagbes. Ao comparar 0s espectros
Raman do complexo OECZ/B-CD CP com OECZ, algumas bandas tém praticamente 0 mesmo
nimero de onda, mas intensidade aumentada, como as bandas em torno de 1643 cm
(estiramento C=C), 1616 cm™ (C=C do anel aromatico), 1298 e 1176 cm™ (estiramento C-O-
C), 847 e 820 cm™ (C-H do anel aromatico) e 638 cm™ (anel aromatico p-substituido) (DE
OLIVEIRA et al., 2011; GUDI et al., 2014; LARKIN, 2011; SCHULZ et al., 2005; SCHULZ;
BARANSKA, 2007). Ao analisar espectros Raman do complexo OECZ/B-CD SD, mesmas
caracteristicas estdo presentes, mas algumas bandas ndo foram observadas, e 0 espectro tem

maior similaridade com o espectro da -CD.
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A partir dos espectros Raman foi possivel observar a formacao do complexo de incluséo
entre B-CD e OECZ e ndo foi observado o aparecimento de novas bandas vibracionais nos
espectros Raman dos complexos de incluséo, indicando que ndo ocorreu formacéo de ligacdes

quimicas entre 0 OECZ e B-CD.
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5.6 Conclusao

As folhas de C. zehntneri séo ricas em 6leo essencial, o qual foi analisado por GC-EM
e apresentou o estragol como o componente majoritario, além do biciclogermacreno, metil-
eugenol e B-cariofileno. A eficiéncia de complexacdo (EC%) foi determinada para cada
complexo de inclusdo e observou-se o maior valor da EC% para o complexo de incluséo sélido
preparado utilizando a co-precipitacdo seguido por liofilizacdo (50%), em comparagdo ao
preparo por spray drying (10%). A espectroscopia ATR-FTIR e Raman confirmam a formacao
do complexo de inclusdo entre OECZ e B-CD por ambos os métodos de preparo. Assim, este
estudo demonstra a formag¢do do complexo de inclusdo do estragol e a 3-CD, com maior
eficiéncia pelo método de co-precipitacdo, sugerindo que a complexacdo com CD poderia ser

um meio eficaz para melhorar a estabilidade do OECZ.
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