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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF THE INCLUSION COMPLEX ESSENTIAL OIL OF Croton zehntneri WITH
B-CYCLODEXTRIN. Croton zehntneri, a plant native to northeastern Brazil, is widely used in folk medicine to treat gastrointestinal

problems and has rich essential oil content. The essential oil of C. Zehntneri was analyzed by GC-MS, and its inclusion complex with

B-cyclodextrin (B-CD) was characterized by both vibrational spectroscopy and differential scanning calorimetry (DSC). Estragol was
the major component identified in the essential oil by the study. IR spectra indicated an interaction of -CD with essential oil from

C. zehnineri, a finding corroborated by the stability constant and scanning calorimetry. Microencapsulation within 3-CD has the

potential to mask sensory attributes and increase aqueous solubility of oils, thereby improving their applicability as drugs.
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INTRODUCAO

A espécie Croton zehntmeri Pax et Hoffin, conhecida popular-
mente como canela de cunhd, canelinha ou canela-brava, pertence
a familia Euforbiaceae, ¢ usada comumente na medicina popular
principalmente como sedativo, estimulante de apetite e para aliviar
distdrbios intestinais, sendo comprovados os efeitos antinociceptivos
de seus Gleos essenciais.! E uma planta subarbustiva e caducifélia,
sendo que o seu aroma varia entre exemplares desta planta coleta-
dos em diferentes regides do Nordeste. Isto se deve a variagdo na
concentracdo dos constituintes quimicos mais abundantes nos seus
6leos essenciais.” Assim, distinguem-se para esta espécie quatro tipos
quimicos como: anetol - para os exemplares coletados em Fortaleza
(CE) e Vigosa (CE); eugenol - para os coletados em Areia Branca
(RN) e Quixada (CE); metil-eugenol — para os coletados em Ipu (CE)
e Oeiras (PI); estragol - Tiangud (CE) e Granja (CE).

Por estarem presentes em diversas partes das plantas (produzi-
dos pelo metabolismo), possuirem o seu potencial farmacolégico
comprovado em estudos cientificos, por serem de facil extragdo e
economicamente vidveis, os 6leos essenciais t€m assumido papel
de destaque nas pesquisas em produtos naturais. Seus constituintes
variam desde hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples e terpéni-
cos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, peroxidos, furanos,
4cidos organicos, lactonas, cumarinas, entre outros, sendo que a
grande maioria € constituida de derivados fenilpropandides ou de
terpendides, principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos.*
Os 6leos essenciais das espécies do C. zenhtneri e C. nepetaefolius
apresentam na sua constituicio monoterpendides e sesquiterpenéides,
como também fenilpropandides. O C. argyrophylloides apresentam
monoterpendides e sesquiterpendides, mas ndo contém fenilpropa-
ndides.* Resultados publicados sobre o leo essencial de espécies
do género Croton verificaram, na espécie C. zenhtneri, o estragol
(76,8%) como composto majoritario.’

O estragol, um dos principais constituintes do 6leo essencial
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de C. zenhtneri, caracteriza-se por ser um éter fenilpropanoéide,
designado 4-metoxi-2-propenilbenzeno (Figura 1).® Foi atribuido
ao estragol, componente ativo do 6leo essencial de Enterolobium
contortisiliquum (Leguminosae), a responsabilidade pela atividade
antimicrobiana desse 6leo.”

9

Figura 1. Estrutura do estragol (modelo bolas e varetas), principal cons-
tituinte do oleo essencial de Croton zehntneri, optimizada em programa
ACD/3D: ChemSketch

Dessa substancia ja foram descritas atividades bioldgicas, tais
como: antimicrobiana, anti-inflamatdria e antioxidante, o que o
credencia como constituinte para um possivel farmaco. Foram de-
monstradas também atividade antinociceptiva® e depressora sobre
o sistema nervoso central.” Considerando suas propriedades fisico-
-quimicas, € uma substancia que se apresenta liquida a temperatura
ambiente, de aspecto oleoso, incolor ou levemente amarelado. Possui
baixa estabilidade quando exposto ao ar, umidade, luz, calor e metal.*
Entretanto, sua instabilidade térmica, sua menor solubilidade em
dgua e sua elevada volatilidade dificultam aplicabilidade tecnoldgi-
ca. Essas caracteristicas podem ser melhoradas através da formacao
do complexo de inclusdo do 6leo essencial de C. zenhtneri com
B-Ciclodextrina (OEC/B-CD).

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, obtidos a
partir de degradacdo enzimdtica do amido pela enzima ciclodextrina
glicosiltransferase,'®!! produzida por diferentes microrganismos,
como o Bacillus macerans, B. megaterium, B. circulans, B. stea-
rothermophilus, B. alcalofilico, B. subtilis, Micrococcus varians,
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M. luteus e Klebsiella pneumoniae.'? As mais comuns sio as o, 3
e y-ciclodextrinas, compostas por 6, 7 ou 8 unidades de glicopira-
nose.'” As ciclodextrinas apresentam conformagdo espacial tronco
conica, com grupos hidroxilas primdrios e secunddrios voltados para
a face externa, conferindo certa hidrofilia para a superficie externa,
enquanto a cavidade da molécula é hidrofébica.'* Destas a B-CD
¢ a mais utilizada, pois sua cavidade pode hospedar moléculas de
massa molecular entre 100 e 400 g/mol, faixa de massa molecular da
maioria das moléculas de interesse.'>'* Além disso, o prego razodvel
desta ciclodextrina também propicia seu uso.'> As ciclodextrinas sdao
soliveis em dgua e possuem a capacidade de formar complexos de
inclusdo reversiveis com moléculas apolares, incrementando de forma
exponencial sua solubilidade em meio aquoso.'

Baseado nesta propriedade, diversos dleos essenciais e compos-
tos volateis passaram a ser complexados com ciclodextrinas, 3141622
aumentando sua estabilidade, solubilidade aquosa, fotoestabilidade
e estabilidade térmica, além de protegé-los da oxidac¢do, mascarar
ou reduzir efeitos fisiologicos indesejados, além de reduzir sua
volatilidade."

Apesar do grande nimero de trabalhos desenvolvidos na linha de
pesquisa de compostos de inclusdo com CDs, a caracterizacio dos
complexos constitui, ainda hoje, uma etapa delicada no processo de
sintese.'*"

Neste trabalho foi avaliada a preparagio e anélise do complexo de
inclusdo do dleo essencial de C. zenhtneri, coletado em Simdes (PI),
com B-ciclodextrina, usando técnicas espectroscpicas. A escolha do
desenvolvimento desse trabalho, inicialmente com C. zenhtneri, é
devido a sua ampla presenga no municipio e regido circunvizinha e
a extensa e potencial aplicacdo terapéutica do componente estragol,
substancia majoritaria dessa planta, de facil extracdo e baixo custo
de produgio.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e métodos

Material vegetal

Folhas de Croton zehntneri Pax et Hoffim (Euforbiaceae), foram
coletadas em fevereiro de 2011 no municipio de Simdes-PI, Brasil,
para extracdio dos constituintes voldteis. Uma amostra representa-
tiva foi identificada e depositada no Herbario Graziela Veloso da
Universidade Federal do Piaui, sob o nimero 29.131.

Extragdo dos oleos essenciais

O 6leo essencial das folhas frescas de C. zenhtneri (OEC)
foi extraido continuamente durante 3 horas em um aparelho tipo
Clevenger®, seco com sulfato de sédio anidro, pesado e armazenado
em frasco tampado, protegido com papel aluminio e armazenado
em refrigerador sob temperatura média de 4 °C até o momento das
andlises.

Andlise por cromatografia gasosa

A andlise da amostra de 6leo foi realizada por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) utilizando
equipamento Hewlett-Packard, modelo 5890 SERIES II e coluna
capilar apolar DB-5 de silica fundida (30 m x 0,25 mm i.d., pelicula
de 0,25 um). O gés de arraste utilizado foi o hélio, sob o de fluxo 1
mL/min e modo de divisdo 1/10. A temperatura do injetor e do detector
foi mantida em 250 °C e 270 °C, respectivamente. A temperatura da
coluna foi programada de 50 °C a 180 °C a uma taxa de 4 °C/min e
em seguida 180 °C a 260 °C a uma taxa de 10 °C/min, permanecendo
10 minutos a 260 °C. Os espectros de massas foram gravados na faixa
de 30 a 450 m/z e o volume injetado foi de 1 uL.
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Os componentes individuais foram identificados por correspon-
déncia de seus espectros de massa, obtidos com fonte de ionizacio
por impacto de elétrons a 70 eV. Uma série de C8-C20 n-alcanos
foi usada como referéncia para o cdlculo do indice de retengdo, bem
como por comparagdo visual da fragmentag@o padrdo com aqueles
relatados na literatura. A composicdo percentual foi obtida a partir
da medida da integragdo das dreas sob os picos.>%

Preparo do complexo de inclusdo

O complexo de inclusdo (CI) entre o 6leo essencial de C. zenhtneri
(OEC) com B-ciclodextrina (B-CD) foi preparado, em triplicata, de
acordo com o método proposto por Bhandari e colaboradores,?” com
algumas modificagdes. Uma aliquota 25 mg do OEC foi solubiliza-
do em 500 pL de etanol PA e adicionado a uma solug@o de 200 mg
de B-CD solubilizada em 10 mL de uma mistura etanol:dgua (1:2)
aquecida a 55 °C. Ap6s a adicdo do OEC, a mistura foi agitada a 150
rpm por 4 horas, a uma temperatura de 25 °C. Apds este periodo, a
suspensao foi retirada da agitacdo e resfriada a 4 °C por 12 horas. O
precipitado foi recolhido, seco por liofilizagdo e pesado.

Preparo da mistura fisica

A mistura fisica (MF) entre o OEC e a 3-CD na razdo de 1:1 foi
homogeneizada com o auxilio de gral com pistilo e, posteriormente,
foi armazenada em frasco hermeticamente fechado.

Diagrama de solubilidade do éleo essencial de C. zenhtneri

O estudo de solubilidade de fases foi realizado conforme o
método descrito por Higuchi e Connors,* adicionando-se excesso
de OEC a tubos de ensaio contendo solugdes aquosas da -CD, em
concentracdes crescentes (0 — 10 mM). As amostras foram mantidas
sob agitacdo, por 24 horas. Aliquotas foram retiradas, filtradas em
papel filtro e adequadamente diluidas em etanol PA, mantendo-se a
relac@o de 1 parte de dgua para 9 partes de etanol. O contetdo foi
determinado em espectrofotometro (Varian AA 50) em 268 nm. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

A constante de estabilidade (Kc) foi calculada e estimou-se uma
possivel estequiometria de formagdo do complexo, a partir da solu-
bilidade intrinseca do OEC e a inclinagdo da reta obtida no diagrama
de solubilidade de fases, a partir da Equagdo 1.1

Inclinag¢do

Ky,
' S, x (1 = Inclinagdo)

onde, S, corresponde a solubilidade intrinseca do 6leo essencial.
Caracterizacio do complexo de inclusio

Espectroscopia de absor¢do no infravermelho

Os espectros de IV do OEC, B-CD, MF e CI foram obtidos na
regido do IV médio (4000 a 600 cm™) em um espectrometro Vertex
70 (Bruker), utilizando acessdrio para Reflectancia Total Atenuada
(ATR). Cerca de 20 pL de OEC, 5 mg de B-CD, MF e CI foram co-
locadas diretamente sobre a superficie do cristal (Ge) do acessorio
de ATR, aplicando uma ligeira pressdo para promover um contato
entre as amostras e os sélidos na supertficie do cristal. Os espectros
foram obtidos a partir de 64 varreduras e uma resolucdo de 4 cm'.
Os espectros de IV foram suavizados e a linha de base foi corrigida
automaticamente utilizando o software do espectrofotdometro.

Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A andlise térmica por DSC (2920 TA Instruments) foi realizada
em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, empregan-
do uma massa de aproximadamente 5,5 mg, acondicionada em
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porta-amostra de alumina hermeticamente fechado. Analisou-se
0 OEC, a B-CD, a MF e o CI entre 30 a 300 °C, sob um razdo de
aquecimento de 10 °C min™".

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicao quimica do éleo essencial de C. zenhtneri

O rendimento do 6leo, obtido a partir de 325 g de folhas de C.
zehntneri, canelinha, foi de cerca de 2,0%. A andlise por CG-EM
permitiu a identificagdo de 100% dos constituintes integrados. A
Figura 2 mostra o perfil cromatografico da amostra de éleo analisada
por CG-EM. Foi possivel identificar quatro constituintes principais,
sendo o estragol (99,15%) o principal componente. Eucaliptol,
biciclogermacreno e o espatulenol aparecem em baixissima abun-
dancia relativa.
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Figura 2. Perfil cromatogrdfico (TIC) do dleo essencial de Croton zehntneri
Diagrama de solubilidade do 6leo essencial de C. zenhtneri

Por meio da leitura espectrofotometrica observou-se que o OEC
tem um pico maximo de absorbancia em 268 nm em etanol:dgua (9:1)
(Figura 3), comprimento de onda a partir do qual foi construida a curva
de calibragcdo do OEC (Figura 4), obtendo-se a seguinte equagao da
reta: Y = 0,01929X — 0,3447. Verificou-se que a B-CD ndo possuia
absorbancia significativa na regido do ultravioleta, ndo interferindo
na leitura espectrofotométrica do OEC.
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Figura 3. Leitura espectrofotometrica do dleo essencial de Croton zehntneri
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Figura 4. Curva de Calibragado do dleo essencial de Croton zehntneri

A estequiometria do complexo OEC:B-CD foi estimada pela
técnica de solubilidade de fases, a partir da rela¢do linear obtida en-
tre a quantidade de OEC solubilizado e a concentragio de 3-CD das
solugdes (Figura 5),% sugerindo a formacéo de complexo de primeira
ordem relativamente a CD e de ordem 1 ou maior que 1 para o OEC,
ou seja, o aumento da solubilidade do OEC € proporcional ao incre-
mento das concentragdes da CD, caracteristico de uma estequiometria
1:1 ou superior, por exemplo, 2:1.12

De acordo com Veiga e colaboradores,'? a relagéo estequiométrica
mais usual para complexos com CD € 1:1 e que a maioria das mo-
léculas héspedes complexadas com B-CD possuem peso molecular
entre 100 e 400 Daltons. No caso do OEC, seu constituinte majoritario
é o estragol, com peso molecular de 148,2 g mol”, se enquadrando
dentro da faixa usual de peso molecular para a formacéo do complexo
com B-CD.
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Figura 5. Diagrama de solubilidade do dleo essencial de Croton zehntneri
em presenga de f3-ciclodextrina (-CD)

A constante de estabilidade (Kc) também ¢ um pardmetro de
grande interesse para a caracterizag¢@o da interaciio molecular entre
os diversos componentes do complexo e sua viabilidade pratica,
visto que complexos com elevada constante de estabilidade podem
originar complexos muito estdveis.!? A constante de estabilidade (Kc)
do sistema OEC/B-CD obtido foi de 129,6 L mol", indicando uma
boa interagdo entre 0 OEC e a B-CD. Esse resultado estd de acordo
com outros complexos de inclus@o obtidos, onde a 3-CD hospeda, no



Vol. 37, No. 1

interior de sua cavidade, pequenas moléculas hidrofébicas.” Tian e
colaboradores,'® preparando complexo de inclus@o do 6leo essencial
de Salvia sclarea com B-CD, determinaram a constante de estabilida-
de 164,5 M, por outro lado, Wang e colaboradores'* determinaram
a constante de estabilidade do complexo do 6leo de alho com B-CD
como sendo 1141 M, indicando que a for¢a de interagdo entre as
diferentes moléculas héspedes e a B-CD € especifica, gerando a for-
macio de complexos com maior ou menor estabilidade.”

No entanto, deve-se buscar ndo apenas o melhor incremento de
solubilidade, mas também a menor proporgao de 3-CD para solubi-
lizag@o do farmaco.*

Preparo do complexo OEC/ 3-CD

Por sua grande eficiéncia e facilidade de execucdo em escala
laboratorial, a técnica de co-precipitagdo no preparo do complexo
de inclusdo,'® combinada com sua ampla utilizagdo para obtencéo
de complexo de inclusdo da B-CD com 6leos essenciais,!>!417:1829:30
foi escolhida para o preparo do complexo de inclusio OEC/ 3-CD.

A formagao do complexo de inclusdo € facilitada pela remocao
das moléculas de d4gua do interior da cavidade parcialmente hidrofébi-
cada CD e sua substituicdo por moléculas apolares de forma esponta-
nea, sendo, portanto, um processo energeticamente vidvel,10-12.15.18.31-34

A solubilidade intrinseca da molécula h6spede também € determi-
nante neste processo’ e, por fim, como o fendmeno de complexagio é
um processo concentracio dependente, a razao molar entre a molécula
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héspede e a ciclodextrina também influencia no processo de formagao
dos complexos de inclusdo.**

Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de absor¢do no IV € restrita a espécies mo-
leculares que apresentam alteragdo do momento de dipolo elétrico
intrinseco como consequéncia de seu movimento vibracional ou
rotacional, provocado pela absor¢do da energia radiante,* sendo essa
técnica analitica bastante utilizada para a avaliacdo da ocorréncia
de interagdes entre diferentes moléculas no estado sélido, mediante
comparagdo das bandas da molécula hdéspede e do carreador, com a
mistura fisica e o complexo.***” Os espectros fornecem informagdes
sobre a estrutura molecular, dinAmica e ambiente,’®* sendo estas
informacdes de grande importancia na confirmagdo da identidade
de uma substancia analisada. Os espectros de infravermelho (IV) da
B-CD, OEC, MF e CI sio apresentados na Figura 6.

O espectro de infravermelho da B-CD mostrou bandas de ab-
sor¢do em 3346 cm™! (estiramento O — H), 2928 cm™ (estiramento
C - H), 1154 cm™! (estiramento C — O) e 1026 cm’! (estiramento
C—-0-0C). Oespectro de IV do OEC mostrou bandas de absor¢éo
entre 3077 e 2835 cm! (estiramento C — H), 1639 e 1611 cm™! (es-
tiramento C = C), 1510 cm™! (estiramento do anel aromadtico), 1246
cm’! (estiramento de C — O arilico), caracteristicos da presenga do
estragol. O espectro de infravermelho da MF mostra picos caracte-
risticos tanto da B-CD quanto do OEC, sugerindo pouca ou nenhuma
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Figura 6. Espectros de Infravermelho das Amostras de f3-ciclodextrina ($-CD), Mistura Fisica (MF), Complexo de Incluséo (CI) e dleo essencial de Croton

zehntneri (OEC)
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interagdo entre as moléculas. No espectro do complexo de inclusdo
(CI) observou-se uma forte semelhanga com o espectro da 3-CD.
Em especial, as bandas caracteristicas do OEC em 2835, 1639,
1611 e 1510 cm! tiveram uma acentuada reduc@o de intensidade
comparada aos espectros isolados do OEC e da MF, sugerindo que
estas ligacdes possivelmente estdo implicadas na formacao destes
complexos, visto que a inser¢do de uma molécula-héspede no
interior da cavidade da B-CD provoca uma restrigdo conformacio-
nal, reduzindo a livre movimentagao das moléculas encapsuladas,
reduzindo a intensidade do sinal. Esse mesmo efeito foi percebido
por Fini,* Oliveira,*® e Rocha®' quando prepararam complexos
de inclusdo utilizando a B-CD. Além destes efeitos, observou-se
ainda o deslocamento das bandas de estiramento OH da -CD em
3346 cm! para 3338 cm™! no CI e da banda de estiramento C — H
da B-CD em 2928 cm! para 2919 cm™! no CI, refor¢ando a teoria
da formagao do complexo de inclusdo.

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € uma das técnicas
mais utilizadas para confirmar a formacéo do complexo de inclusio
no estado sdlido, devido a sua sensibilidade em detectar possiveis
alteracdes nos eventos térmicos caracteristicos da molécula héspede
quando esta se encontra no interior da cavidade da ciclodextrina, bem
como a estabilidade do sistema e sua cristalinidade.'®!>144° O compor-
tamento térmico de todos os materiais foi investigado usando DSC em
atmosfera inerte (Figura 7). O termograma da B-CD e da MF mostra
um acentuado pico endotérmico em 120 °C. Este evento térmico, de
acordo com Wang'* e Karathanos*' possivelmente ¢ provocado pela
perda de dgua presente no interior de sua cavidade hidrofébica. Este
pico estd muito reduzido no termograma do CI, indicando um possi-
vel deslocamento das moléculas de dgua por moléculas de estragol,
indicando que ocorreu a formagdo do complexo. Ainda na Figura 7
pode ser observado no termograma de DSC, caracteristico do OEC,
composto por um pico endotérmico em 108 °C, 118 °C e 190 °C. A
curva DSC da MF parece ser a simples superposicdo da curva DSC da
B-CD. Entretanto, um padréo diferente foi observado na curva DSC
do CI. O pico endotérmico em 120 °C teve sua intensidade reduzida,
indicando que parte da d4gua que estava inicialmente presente na 3-CD
foi deslocada pelo OEC, devido sua maior afinidade pela cavidade
hidrofébica da B-CD,' sugerindo a formag@o do complexo. Aliado
a este fendmeno, o pico exotérmico em 200 °C no termograma do
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Figura 7. Termograma de DSC das Amostras de B-ciclodextrina (-CD),

Mistura Fisica (MF), Complexo de Inclusao (CI) e dleo essencial de Croton
zehntneri (OEC)
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OEC desaparece no CI, indicando uma maior estabilidade do OEC
complexado quando comparado ao dleo livre.

E importante frisar que as ciclodextrinas vém desempenhando um
papel importante na Quimica Medicinal no que diz respeito a tecno-
logia de liberacdo controlada de farmacos, que representa atualmente
uma das fronteiras da ciéncia envolvendo diferentes aspectos multi-
disciplinares do conhecimento. Os sistemas de liberacio, frequente-
mente descritos como “drug delivery systems”, oferecem intimeras
vantagens quando comparados a outros de dosagem convencional.*?

CONSIDERACOES FINAIS

O dleo essencial de Croton zehntneri foi analisado por CG-EM
e seu complexo de inclusdo com B-CD foi caracterizado por espec-
troscopia vibracional e por Calorimetria Exploratéria Diferencial. Os
resultados deste trabalho mostram claramente a formagao do complexo
de inclusdo entre o 6leo essencial de C. zenhtneri com B-CD, pelo
método de co-precipitagdo, a partir das andlises de espectroscopia de
IV e DSC, sendo possivel inferir uma maior estabilidade do OEC com-
plexado em comparagdo ao OEC livre, promovido pela sua introdugio
na cavidade fracamente polar da 3-CD. Além disso, observou-se que
existe compatibilidade da massa molecular desse fenilpropanéide com
ada B-CD, permitindo assim a formag&o do complexo de inclusdo, com
um valor de constante de estabilidade compativel com uma possivel
aplicabilidade do material estudado, ampliando a perspectiva da ava-
liacdo da atividade farmacoldgica deste fenilpropandide.

O principal componente identificado no 6leo essencial em estudo
foi o estragol. Esse componente tem sido aplicado na industria ali-
menticia e cosmética, mas € suspeito de ser cancerigeno e genotoxico,
como € indicado por um relatério da European Union, Committee on
Herbal Medicinal Products.* O complexo de inclusido pode desempe-
nhar um papel importante na Quimica Medicinal desse componente ou
dleo essencial no que diz respeito a tecnologia de liberacéo controlada
de um possivel formaco, em virtude das alteragdes nas propriedades
fisico-quimicas, possibilitando a administragdo de uma dose reduzida
e, consequentemente, a redugdo de efeitos colaterais.
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