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Analise dos constituintes quimicos e avaliacédo das atividades biologicas do 6leo essencial
de Lantana caatingensis M.; preparo e caracterizacdo do complexo de inclusdo do 6leo
essencial de Croton zehntneri. Ulisses Nogueira de Aguiar. Orientador: Dr. Sidney Gongalo
de Lima. Dissertacdo de Mestrado. Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.
Centro de Ciéncias da Saude. Departamento de Bioquimica e Farmacologia, UFPI, 2012,

RESUMO

Este trabalho relata pela primeira vez o estudo sobre a composi¢cdo quimica e atividade
bioldgica do 6leo essencial (OE) das folhas de Lantana caatinguensis M. (Verbenaceae), uma
planta medicinal de Simdes - Piaui, Nordeste do Brasil. Além disso, a composi¢&o quimica do dleo
essencial de Croton zehntneri (Euphorbiaceae) foi avaliada por CG-EM, e seu complexo de
inclusdo com a p-ciclodextrina foi caracterizado por métodos espectroscopicos e
cromatograficos. O OE L. caatinguensis foi obtido por hidrodestilagdo e analisado CG-EM
em diferentes periodos do ano. As atividades antibacterianas do Oleo essencial de L.
caatingensis, bem como a interferéncia do mesmo na atividade de antibioticos da classe dos
aminoglicosideos foram avaliadas. Foi possivel identificar cerca de 90% dos constituintes
integrados, sendo identificado um total de 39 componentes. Dos constituintes quimicos
analisados observou-se uma elevada proporc¢do de hidrocarbonetos sesquiterpenos, sendo o f-
cariofileno e o biciclogermanecreno os seus principais representantes. ¢-3-careno, cariofileno,
humuleno, biciclogermacreno e espatulenol foram encontrados em todos os periodos
analisados em diferentes concentracdes. A avaliagdo da toxicidade foi realizada frente a
Artemia salina com resultado considerado ativo (CLsp < 100 pg/mL). A atividade
antimicrobiana foi avaliada isoladamente e com associacao dos antibioticos aminoglicosideos
ao Oleo de L. caatingensis pelo método da microdiluicdo. Foram utilizadas bactérias padrdo e
multiresistentes. O Oleo essencial apresentou atividade inibitéria para seis linhagens
analisadas, sendo que cinco apresentaram atividade significativa, do ponto de vista clinico, ao
6leo essencial de L. caatingensis. Os resultados obtidos nesse ensaio indicam que a
associacdo do 6leo essencial com os antibidticos aminoglicosideos frente a Staphylococcus
aureus (ATCC 12692) apresentou sinergismo importante, com uma reducdo em 75% da
concentracdo para o valor da concentracdo inibitéria minima (CIM) da amicacina. Na
linhagem Escherichia coli (EC 27) o sinergismo com amicacina também foi observado com
reducdo de 50% do valor da CIM e com a neomicina em 50% do valor. Os dados revelam o
potencial do 6leo essencial de L. caatingensis para atividades antibacterianas e como
moduladoras na acdo de antibidticos do grupo aminoglicosideos. Utilizando a S-ciclodextrina,
na formacao de um complexo de inclusdo com o 6leo essencial de Croton zehntneri, podemos
melhorar a estabilidade, alterar a solubilidade de farmacos, modelar a velocidade de
dissolucdo e a liberacdo controlada desse Oleo. Nesse estudo buscou-se a formacdo do
complexo de inclusdo do 6leo essencial de C. zehntneri com g-ciclodextrina, bem como a sua
caracterizacdo por métodos espectroscopicos e cromatograficos. Os espectros de
infravermelho indicaram interacdo da f-ciclodextrina com o dleo essencial de C. zehntneri,
fato corroborado pelo valor da constante de estabilidade e pelo perfil apresentado na
calorimetria exploratoria diferencial.

Palavras-chave: Croton zehntneri, Lantana caatingensis M., 6leo essencial.



Analysis of the chemical constituents and evaluation of biological activities of essential
oil of Lantana caatingensis M.; preparation and characterization of inclusion complex of
essential oil of Croton zehntneri.

ABSTRACT

This work reports for the first time the study over the chemical composition and biological
activity of the essential oil (EO) from the leaves of Lantana caatingensis M. (Verbenaceae), a
medicinal plant from Simdes, Piaui, Northeastern Brazil. Furthermore, the chemical
composition of the essential oil of Croton zehntneri (Euphorbiaceae) was measured by GC-
MS, and its inclusion complex with S-cyclodextrin was characterized by spectroscopic and
chromatographic methods. The EO L. caatingensis was obtained by hydrodistillation and
analyzed through GC-MS at different times of the year. The antibacterial activities of the
essential oil of L. caatingensis as well as the interference in the activity of antibiotics of the
class of aminoglycosides were evaluated. It was possible to identify 90 percent of the
constituents integrated, being identified a total of 39 components. Of the chemical
constituents analyzed it was observed a high proportion of sesquiterpene hydrocarbons, being
the p-caryophyllene and bicyclogermacrene its main representatives. J-3-carene,
caryophyllene, humulene, bicyclogermacrene and spathulenol were found in all periods
analyzed at different concentrations. The toxicity evaluation was performed on Artemia salina
with results considered active (LCso < 100 pg/mL). The antimicrobial activity was evaluated
separately and with the association of aminoglycoside antibiotics to the oil of L. caatingensis
by microdilution method. We used standard and multiresistant bacteria. The essential oil
showed inhibitory activity for six strains analyzed, with five of them showing significant
activity, from the clinical point of view, to the essential oil of L. caatingensis. The results of
this trial indicate that the combination of the essential oil with aminoglycoside antibiotics
against Staphylococcus aureus (ATCC 12692) showed significant synergism, with a 75
percent reduction in the concentration to the value of the minimum inhibitory concentration
(MIC) of amikacin. In the strain Escherichia coli (EC 27) the synergism with amikacin was
also observed with a reduction of 50 percent of the MIC and with neomycin at 50 percent of
the value. The data show the potential of the essential oil of L. caatingensis for antibacterial
activities and as modulatories in the action of aminoglycoside antibiotics. Using the p-
cyclodextrin in the formation of an inclusion complex with the essential oil of Croton
zehntneri, we can improve the stability, change the drug solubility, and model the dissolution
speed and the controlled release of this oil. In this study we sought the formation of inclusion
complex of essential oil of C. zehntneri with g-cyclodextrin, as well as their characterization
by spectroscopic and chromatographic methods. The infrared spectra showed interaction of j-
cyclodextrin with the essential oil of C. zehntneri, a fact corroborated by the value of the
stability constant and by the profile presented in the differential scanning calorimetry.

Keywords: Croton zehntneri, Lantana caatingensis M., essential oil.
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1.1. Introducéo

A flora terrestre e aquatica é considerada um verdadeiro laboratorio biossintético
capaz de produzir uma grande variedade de substancias complexas. Algumas das familias de
plantas se caracterizem por apresentarem grupos de substancias bem definidas (ROBBERS et
al., 1997), relacionadas com diversas atividades farmacoldgicas, levando a grande parte dos
grupos de pesquisas académicas em fitoquimica no pais realizarem a busca de novos farmacos
a partir de extratos vegetais (LEITE et al., 2001).

Atualmente, uma significativa quantidade dos farmacos em uso clinico ou sdo de
origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de produtos
naturais (BARREIRO et al., 2009).

Do ponto de vista tecnoldgico, a busca de novos farmacos oriundos de plantas é um
processo interativo de descoberta de protétipos moleculares (lead compounds ou templates), a
partir do fracionamento biomonitorado de espécies vegetais, seguido de melhoramento dos
prototipos pelo planejamento e sintese de analogos, visando incrementar propriedades
farmacoldgicas (LEE, 2004).

Acoplado a esse paradigma pode ser observado o aumento no emprego dos 6leos
essenciais como fontes alternativas a outros produtos dispostos no mercado. Os Gleos
essenciais sao misturas complexas de substancias lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas.
Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, Oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas,
cumarinas, entre outros, sendo que a grande maioria, constituida de derivados
fenilpropandides ou de terpendides, principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos
(SIMOES et al., 2010).

Os oOleos essenciais além de desempenharem papéis ecoldgicos importantes na
protecdo das plantas, atuam como antibacterianos, antivirais, antifangicos, inseticidas. Devido
a essas propriedades, principalmente a antimicrobiana, o uso desses 6leos nas industrias
farmacéuticas, cosmética e alimenticia esta se difundindo cada vez mais como alternativa aos
produtos sintéticos (MONTANARI, 2010).

Com esse enfoque, foi realizada uma investigacdo com algumas espécies produtoras
de dleos essenciais ocorrentes na regido de Simd@es, municipio localizado ao sul do Piaui.
Com os dados obtidos foi efetuada avaliacdo diferenciada de duas espécies dessa regido, a
Lantana caatingensis M., da familia Verbenaceae, e a Croton zehntneri da familia

Euphorbiaceae.
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A familia Verbenaceae compreende cerca de 100 géneros e 2600 espécies distribuidas
em regibes tropicais e subtropicais, principalmente na zona temperada do hemisfério sul
(JOLY, 1993). Desta familia o género Lantana compreende cerca de 150 espécies de plantas
floriferas perenes utilizadas popularmente como antireumatica, estimulante, antibacteriana,
controle bioldgico e como planta ornamental (GHISALBERT, 2000). Sendo também
conhecida por ser praticamente imune a herbivoria devido & presenca de uma grande
variedade de diversos grupos fitoquimicos (RAVINDER et al., 2006). A Lantana caatingensis
M. (Figura 1) é uma planta nativa e endémica do Brasil, sua distribuicdo geogréfica se
encontra entre Pernambuco, Bahia, Piaui e Minas Gerais, e ainda, ndo ha estudos cientificos

sobre esta espécie.

Figura 1 — Fotografia parcial de um espécimen de Lantana caatingensis M. em seu habitat

natural, destacando ramos com inflorescéncia.

A familia Euphorbiaceae compreende cerca de 300 géneros e 7600 espécies
(FARNSWORTH et al., 1969; CRONQUIST, 1981), possuindo habito heterogéneo, onde se
incluem arvores, arbustos, ervas e trepadeiras (LEME, 1994). Desta familia o género Croton
possui cerca de 800 espécies, sendo que 0 seu aroma varia entre exemplares desta planta
coletados em diferentes regides do Nordeste. Isto se deve a variagdo na concentracdo dos
constituintes quimicos mais abundantes nos seus 6leos essenciais dessa espécie (CRAVEIRO
et al., 1982). Assim, distinguem-se 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 (P1); estragol —
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para os exemplares coletados em Simdes (PI), Tiangua (CE) e Granja (CE) (MORAIS et al.,
2006). A espécie Croton zehntneri conhecida popularmente como canela de cunha, canelinha
ou canela-brava, ¢ usada comumente na medicina popular principalmente como sedativo,
como estimulante de apetite e para aliviar distarbios intestinais, sendo comprovados os efeitos
antinociceptivos de seu 6leo essencial (OLIVEIRA et al.,, 2001). Seu 6leo tem como
componente majoritario o estragol.

Em adicdo a este tipo de abordagem racional para a busca de compostos naturais
bioativos, o conhecimento das espécies destas familias ocorrentes no Piaui, a avaliacdo dos
seus compostos com atividades bioldgicas, as novas formas de utilizacdo desses constituintes
quimicos fornecem subsidios para uma melhor valorizacdo destes recursos naturais
disponiveis e sistematicamente vislumbra novas formas de aplicacdo farmacoldgica dos
metabdlitos secundarios dos mesmos.

As duas primeiras partes do trabalho, tem como resultados, os produtos obtidos pos
extracdo, analisando a composicdo quimica do Oleo essencial bem como o resultado da
avaliacdo das atividades bioldgicas e interferéncia desse 6leo na acao de antibiéticos do grupo
aminoglicosideos.

Na Ultima parte dessa dissertacdo o objetivo foi preparar um complexo de inclusdo do
6leo essencial de Croton zehntneri, que é insoltvel em agua, com uma g-ciclodextrina (5-

CD), e em seguida a caracterizacdo do mesmo utilizando técnicas de espectroscopia.
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2.1. Objetivos

2.1.1. Gerais

e Avaliar os constituintes quimicos e de atividades biologicas do 6leo essencial
da Lantana caatingensis.
e Preparar e caracterizar por meio de estudos fisico-quimicos o complexo de

inclusdo 6leo essencial de Croton zehntneri com g-Ciclodextrinas (8-CD).

2.2.1. Especificos

e Analisar por CG-EM os constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de
L. caatingensis, coletadas no municipio de Simdes-PlI.

e Auvaliar a toxicidade do 6leo essencial das folhas de L. caatingensis.

e Auvaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial de L. caatingensis.

e Determinar a interferéncia do 6leo de L. caatingensis M. na atividade dos
antibidticos do grupo dos aminoglicosideos.

e Investigar a melhor proporcao de S-ciclodextrina a ser usada para formacéo do
complexo de inclusdo com o Gleo de Croton zehntneri.

e Caracterizar os complexos de inclusdo (p-ciclodextrina + 6éleo) por
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e espectrometria na regido do

infravermelho.



21

CAPITULO |

Analise dos constituintes quimicos do 6leo essencial de Lantana caatingensis M.

Aguiar, U.N.%; Rocha, M.S.%; Lima, S.G.!
1 - Departamento de Quimica, Universidade Federal do Piaui, Campus Universitario Ministro
Petronio Portella, Bairro Ininga, 64049-550, Teresina-Pl, Brasil.

Resumo

Este estudo relata pela primeira vez a composicdo quimica do 6leo essencial da Lantana
caatingensis (Verbenaceae), uma planta medicinal de Simdes — Piaui, nordeste do Brasil. Os
Oleos essenciais obtidos foram analisados por CG-EM. Foi possivel a identificacdo e
quantificacdo de 16 componentes em janeiro/2010 (98,00%), 24 em janeiro/2011 (95,00%),
22 em junho/2011 (89,50%) e 09 em margo/2012 (90,46%), sendo observada desta forma uma
grande variacdo qualitativa e quantitativa durante os diferentes meses de coleta. Dos
constituintes quimicos analisados no 6éleo essencial observou-se uma elevada proporcdo de
hidrocarbonetos sesquiterpenos, sendo o p-cariofileno e o biciclogermanecreno 0s seus
principais representantes. ¢-3-careno, cariofileno, humuleno, biciclogermacreno e espatulenol
foram encontrados em todos os periodos analisados em diferentes concentracGes. Esses dados
sdo promissores e indicam que o extrato de L. caatingensis pode ser uma fonte alternativa de

produto natural com atividade biol6gica.

Palavras chaves: Lantana caatinguensis, 6leo essencial, Verbenaceae.
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Analysis of the chemical constituents of the essential oil Lantana caatingensis M.

Abstract

This study reports for the first time on the chemical composition and toxicity of the essential
oil of Lantana caatingensis (Verbenaceae), a medicinal plant from Simdes - Piaui,
Northeastern Brazil. The essential oils were analyzed by GC-MS. It was possible the
identification and quantification of 16 components in January/2010 (98.00%), 24 in
January/2011 (95.00%), 22 in June 2011 (89.50%) and 09 in March/2012 (90.46%). From the
chemical constituents of the essential oil analyzed we observed a high proportion of
sesquiterpene hydrocarbons, being the p-caryophyllene and bicyclogermacrene its main
representatives. o-3-carene, caryophyllene, humulene, bicyclogermacrene and spathulenol
were found in all periods analyzed at different concentrations. The toxicity evaluation was
performed on Artemia salina with results considered active (CLsp < 100 pg/mL). These data
are promising and indicate that the extract of L. caatingensis can be an alternative source of

natural products with biological activity.

Keywords: Lantana caatinguensis, essential oil, Verbenaceae.
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3.1. Introducéo

Lantana € um género de aproximadamente 150 espécies, sendo que algumas destas
sdo utilizadas pela medicina popular como antireumatica, estimulante, controle bioldgico e
como planta ornamental (GHISALBERT, 2000). Animais ruminantes e ndo-ruminantes como
cobaias, coelhos e fémeas de ratos apresentaram suscetibilidade a acdo de hepatotoxinas, da
classe dos triterpendides pentaciclicos denominados de lantadenos. Os frutos da planta
também sdo toxicos para 0 homem (COSTA et al., 2011). Estudos fitoquimicos de espécies de
Lantana levaram ao isolamento de triterpenos, esterdides e flavonodides. Sendo que em
extratos etanodlico de suas folhas e raizes demonstrou um amplo espectro de atividades
bioldgicas (SOUSA et al., 2009).

A Lantana caatingensis M. é uma planta nativa e endémica do Brasil, sua distribuicéo
geogréfica se encontra entre Pernambuco, Bahia, Piaui e Minas Gerais. Esta espécie é também
conhecida por ser praticamente imune a herbivoria devido a presenca de uma grande
variedade de diversos grupos fitoquimicos (RAVINDER et al., 2006). Encontrada nas
florestas serranas, L. caatingensis apresenta-se como arbusto, localizada nos topos destas
serras (RODAL e NASCIMENTO, 2002).

Em estudos in vitro, foi comprovada a a¢éo antibacteriana dos extratos de L. camara e
L. montevidensis, tanto para linhagens de bactérias Gram-positivas quanto para Gram-
negativas (SOUSA et al., 2011).

Em outros estudos, extratos e componentes isolados da L. camara mostraram atividade
anti-helmintica (BEGUM et al., 2008).

O extrato etandlico da Lantana sp. tem mostrado atividade anti-protozoaria
principalmente para a espécie Leishmania amazonensis (VALADEU et al., 2009).

A atividade antibacteriana também ja foi constatada com o extrato metanolico de L.
balansae (SALVAT et al., 2004), com o etanolico de L. macrophylla (SILVA et al., 2005) e
de L. inermis (AHMAD; BEG, 2001). Os ensaios antibacterianos dos extratos cloroférmicos
e metandlicos das folhas de L. camara e L. hispida apresentaram atividade frente as linhagens
de Mycobacterium tuberculosis (JIMINEZ-ARELLANES et al., 2007; KIRITUMUHUZYA
et al., 2009). O potencial inibitorio frente a Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis,
seudomonas. aeruginosa e ao Staphylococcus aureus foi apresentado pela utilizacdo do
extrato metandlico das folhas de L. lilacina (PEREIRA et al., 2008).

Uma forma de complementar os estudos fitoquimicos € associa-los a bioensaios, por

essa razdo muitos laboratérios de Produtos Naturais tem inserido dentro de suas rotinas
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ensaios bioldgicos simples, no intuito de selecionar e monitorar a pesquisa de extratos de
plantas na procura de substancias bioativas (NASCIMENTO et al., 2008).

Considerando-se que ndo ha estudos com a Lantana caatingensis M., foi decidido
pesquisar sobre quais constituintes quimicos estdo presentes no Oleo essencial da Lantana
caatingensis provenientes de Simdes no estado do Piaui, coletados em diferentes periodos

(meses).

3.2. Material e Métodos
3.2.1. Material Vegetal

As folhas de L. caatingensis Moldenke foram coletadas do municipio de Simdes, nas
coordenadas geograficas de latitude de 07° 35’ S e longitude 040° 40° W, sudeste do estado do
Piaui. Em seguida uma amostra representativa da espécie foi depositada no Herbario da
Universidade Federal do Piaui, sob identificacdo nimero 27.183 e identificada pelo Professor
Jorge Yoshio Tamashiro (1Q-UNICAMP).

As amostras de folhas frescas foram coletadas as 08:00h a partir de sub arbusto
diferente da mesma populacdo de L. caatingensis em Janeiro (2010 e 2011), em Junho (2011)
e em Marco (2012).

3.2.2. Extragéo do Oleo Essencial

O oleo essencial das folhas frescas (cerca de 300 g) foi obtido por hidrodestilacéo,
utilizando aparelho tipo Clevenger®, por um periodo de trés horas. O 6leo foi mantido sob
refrigeracdo até a realizacdo das analises.

3.2.3 Analise da composic¢éo quimica por CG-EM

As andlises através do método de cromatrografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) foram realizadas em aparelho Shimadzu GC-17A/MS QP5050A com
ionizacdo por de impacto de elétrons a 70 eV. Os espectros de massa foram obtidos de 43 a
350 m/z. A temperatura do injetor/detector e o programa térmico foram mantidas a 240° C. O
gés de arraste utilizado foi o hélio. A identificacdo foi feita por comparacdo de espectros
padrGes da biblioteca interna de dados e dos tempos de retencdo e baseada no indice de
retencdo linear (ADAMS, 2007).

3.2.4 Avaliacdo da toxicidade

O bioensaio de letalidade com larva de Artemia salina (MACLAUGHLIN et
al., 1991) foi adaptado para o método de Parra et al., 2001 para investigar a toxicidade do 6leo
essencial de L. caatingenses. Ovos de A. salina foram eclodidos em agua do mar artificial (1.0

L de 4gua mineral e 33,0 g de sal marinho) e usados apos 24 h. Os experimentos foram feitos
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em triplicatas e acompanhados de grupos controles. Foram usadas diferentes concentragdes do
oleo (25, 50, 100, 200, e 400 pg/mL) em um conjunto de trés tubos por dose. Sobreviventes
foram contatos depois de 24 h de incubacdo e o percentual de mortes em cada dose e no
controle foram determinados. Os valores de concentracdo letal (CLsg) foram obtidos pelo
método de regressdo linear (MEYER, 1982). A concentracdo letal de 50% (CLsp) foi obtida
pela anélise PROBIT (SPSS 15.0).

3.3. Resultados e Discusséo

A identificacdo dos componentes do 6leo essencial foi realizada por comparacdo dos
seus indices de retencdo no CG-EM. O padrdo para identificagdo foi obtido pelo indice de
Kovats. Foi utilizado também o indice de Kovats estimado por um programa de computador
baseado na regresdo linear ao quadrado que utiliza o tempo de retencdo de pequenas
quantidades de componentes conhecidos no cromatograma e compativel com a literatura
(ALENCAR et al., 1990).

Os rendimentos dos 0Oleos essenciais de L. caatingensis foram 0s mesmos nos quatro
periodos de coleta (0,4%) em janeiro/2010, 0,4% em janeiro/2011, 0,4% em junho/2011 e
0,4% em marco/2012, indicando que ndo houve diferenca significativa associada a estagdo do
ano, apesar de estar comprovado em outros estudos que no periodo de verdao hd uma maior
perda de dleo essencial, devido o aumento da temperatura ambiente podendo assim provocar a
volatilizacdo dos constituintes mais volateis do 6leo. Em muitos artigos sobre o género
Lantana foram observados rendimentos variando entre 0,01 e 0,9 (ALENCAR et al., 1990;
SILVA, et al., 1999, GHISALBERT]I, 2000; SONIBARE e EFFIONG, 2008; SOUSA et al.,
2010).

Atraves dos dados espectrométricos e de cromatografia foi possivel a identificacdo e
quantificacdo de um total de 39 constituintes presentes no dleo de L. caatingensis, sendo que
diferengas qualitativas e quantitativas foram verificadas ao comparar os diferentes meses de
coletas (Tabela 1).

As analises CG-EM possibilitaram identificar 16 componentes (98,00%) em
janeiro/2010, 24 (95,00%) em janeiro/2011, 22 (89,50%) em junho/2011 e 09 (90,46%) em
mar¢o/2012. A presenca de mono e sesquiterpenos como componentes majoritarios também
foram confirmadas em varias espécies do género Lantana por outros autores (SOUSA et al.,
2010; COSTA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2008; DAMBOLENA et al., 2010).
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Tabela 1 — Composicdo quimica e porcentagens dos 6leos essenciais da espécie de Lantana

caatingensis, coletados em diferentes meses do ano no municipio de Simd&es-Piaui, Brasil.

Composto

a-pipeno
sabineno
0-3-careno
para-cimeno
limoneno
1,8- cineol
f- felandreno
[- ocimeno
y~ terpineno
a-terpinoleno
linalol
terpinen -4-ol
estragol

a-Copaeno
[S-elemeno

itacileno
p-cariofileno
[S-bergamoteno

a-humuleno

aromadendreno

y- muuroleno

germacreno-D

o-amorfeno

biciclogermacreno

a-muuroleno
valeceno
germacreno A
pentadecano

y-cadineno

J-cadineno

farneseno

nerolidol

| Kexpe rimental

929

968
1007
1019
1024
1024
1031
1045
1054
1084
1097
1171
1196

1367
1384

1405
1411
1428
1445
1450
1468
1471

1483
1487

1492
1496
1497
1500
1517

1514
1548

1561

(%) Janeiro/2010 (%) Janeiro/2011 (%) Junho/2011 (%) Marco/2012

0,40
0,60
1,50

3,80

11,10

1,50

6,70

38,20

0,80

0,40

2,00
2,10
3,10
3,80

1,50
0,60

0,90
1,70

21,20
1,00
2,50
1,50
0,70
2,90

8,40

0,40

1,20

0,70

0,70

1,20
0,40
0,80

0,40

0,50
0,50

0,70
21,30

2,00

10,30

1,50

30,30
0,90
2,20
1,20

0,70
1,50

1,27
2,44

6,06

37,07

3,16

2,71

15,06
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espatulenol 1568 1,10 28,00 2,00 18,88
o6xido de 1572 - 6,90 1,50 3,81
cariofileno

viridiflorol 1581 - 1,50 - -
hexadecano 1600 - - 5,00 -
a-cedrol 1607 6,10 - - -
o-cadinol 1637 - 0,70 - -
torreiol 1644 - 1,00 3,90 -

Total identificado 98,00 95,00 89,50 90,46

Total sesquiterpenos 66,30 81,90 67,80 80,69

Total monoterpenos 9,60 13,10 13,80 9,77
Total - outros 22,10 - 7,90 -

Segundo Chowdhury, Nandi e Bhuiyan (2007), o cariofileno e seus isémeros, sao
constituintes comuns em dleos essenciais de partes aéreas de espécies do género Lantana.
Saleh (1974) verificou a presenca do a e p-cariofileno no 6leo essencial de L. camara, e
Saxena e Sharma (1999) observaram o a-cariofileno em L. aculeata. Sundufu e Shoushab
(2003) observaram a presenca do germacreno D e o biciclogermacreno no dleo essencial de L.
camara.

Uma variacdo na presenca e teor de alguns constituintes do oOleo essencial de L.
caatinguensis foi detectada. Essa variagdo do Oleo essencial de uma planta pode sofrer
variagOes significativas devido as condigdes ambientais tais como o ciclo vegetativo ou
fatores extrinsecos (temperatura, umidade relativa do ar, duracédo total de exposicdo ao sol e
ao regime de ventos (SIMOES et al., 2010). A varia¢do dos constituintes quimicos presentes
nas espécies geralmente sdo abundantes, tanto do ponto de vista qualitativo quanto
quantitativo, sendo que diferentes locais de coleta, secagem e diferentes formas de preparo
das plantas e seus produtos dificultam a reprodutibilidade dos trabalhos (FARIAS, 2003). Nas
plantas os Oleos apresentam-se em misturas de diferentes concentragdes tendo normalmente
um composto majoritario (SIMOES et. al., 2010), sendo que condi¢bes ambientais S&0

capazes de causar variagdes significativas.
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O p-cariofileno e o biciclogermanecreno (Figura 1) foram os principais constituintes
identificados no 6leo de L. caatinguensis e foi determinado que suas concentracdes variam
dependendo da época do ano de coleta (Figura 2). O espatulenol e o S-cariofileno foram os
constituintes principais na coleta de janeiro/2011, atingindo 28,00% e 21,20%
respectivamente. O valeceno aparece como componente majoritario na coleta do més de
junho/2011 (30,30%). Em janeiro/2010 o biciclogermanecreno atingiu a porcentagem de
38,20% em relacdo aos outros constituintes e o p-cariofileno chegou a 37,07% em
mar¢o/2012. §-3-careno, cariofileno, cumuleno, biciclogermacreno e espatulenol foram

encontrados em todos os periodos analisados em diferentes concentracdes.

GHsy
S,
H
CH;
Hal : H
CHg
(A) (B)

(©) (D)

Figura 1 — Constituintes majoritarios do 0leo de L. caatinguensis: g-cariofileno (A);

biciclogermanecreno (B); valeceno (C); escapulenol (D);
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Figura 2 — Porcentagens e principais constituintes quimicos presentes no 6leo essencial
obtido da espécie de Lantana caatinguensis, coletados em diferentes meses do ano no

municipio de Simdes-Piaui, Brasil.

O p-cariofileno é um sesquiterpeno descrito em diversos 0leos essenciais responsavel
pelo aroma forte e por diversas atividades bioldgicas, tais como: anti-inflamatoria
(FERNANDES et al., 2007; PASSOS et al., 2007), antialérgica (GHELARDINI et al., 2001),
anestésica local (COSTA et al., 2000), antifungica (ZHENG et al., 1992) e anticarcinogénica
(CHINOU et al., 1996).

Os indices de mortalidade das larvas no bioensaio de toxicidade do 6leo essencial de
L. caatinguensis (amostra de janeiro/2011) sobre Artemia salina variam entre 0 e 100%
(Figura 1). A dose necessaria para matar 50% das larvas (CLsp) foi calculada em 62,5 pg/mL
indicando que esse 6leo possui atividade considerada significativa por apresentar CLsq menor
que 1000 pg/mL (MEYER et al., 1982). Costa et al., (2009), reportou que 0s Gleo essenciais
de folhas de L. camara e L. sp. apresentaram atividades significantes com valores CLso de 14
pg/mL e 24 pg/mL, respectivamente.
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Figura 3 — Avaliacdo da toxicidade frente a A. salina.

3.4. Conclusao

Neste primeiro trabalho sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial de Lantana
caatinguensis M., foi observado pela analise cromatografica do 6leo a prevaléncia de
constituintes de natureza terpénica, sendo 0s sesquiterpenos mais abundantes do que o0s
monoterpenos. Existe uma variagdo nos componentes majoritarios identificados no éleo
essencial de L. caatinguensis decorrente do periodo (més) em que a planta € coletada. O
constituinte majoritario presente no 6leo obtido em janeiro/2010 foi o biciclogermacreno, mas
outros sesquiterpenos como o pg-cariofileno e o valeceno também estdo presentes em
quantidade significativa nos meses de marco/2012 e junho/2011 respectivamente. O
espatulenol foi majoritario na coleta de janeiro/2011. ¢-3-careno, cariofileno, cumuleno,
biciclogermacreno e espatulenol foram encontrados em todos os periodos analisados em
diferentes concentragfes. A avaliacdo da toxicidade realizada frente a Artemia salina
demonstrou resultado considerado ativo (CLsp < 100 pg/mL). Portanto, por ja serem
conhecidas as atividades biologicas de muitos desses componetes quimicos, ha necessidade da
realizacdo de mais estudos para servirem de subsidios para pesquisas relacionadas a produtos

naturais nosdestinos.
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CAPITULO Il

Avaliacdo da atividade antibacteriana e da interferéncia do 6leo essencial de Lantana

caatingensis Moldenke na resisténcia de aminoglicosideos.

Aguiar, U.N.:; Rocha, M.S.}; Lima, S.G.
1 - Departamento de Quimica, Universidade Federal do Piaui, Campus Universitario Ministro

Petronio Portella, Bairro Ininga, 64049-550, Teresina-Pl, Brasil.

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar as atividades antibacterianas do 6leo essencial
de Lantana caatingensis M., bem como investigar a interferéncia do mesmo na atividade de
antibioticos da classe dos aminoglicosideos. Folhas de L. caatingensis foram coletadas no més
de janeiro/2011 e submetidas ao processo de hidrodestilacdo. O 6leo essencial obtido foi
analisado por CG-EM. Foi possivel a identificacdo e quantificacdo de 24 componentes. Dos
constituintes quimicos analisados no 6éleo essencial observou-se uma elevada proporcdo de
sesquiterpenos, sendo o p-cariofileno, o espatulenol e o biciclogermanecreno 0s seus
principais representantes. A atividade bacteriana foi avaliada isoladamente e com associagdo
dos antibidticos aminoglicosideos ao éleo de L. caatingensis pelo método da microdiluicéo.
Foram utilizadas bactérias padrdo e multiresistentes. O 06leo essencial apresentou atividade
inibitoria para seis linhagens analisadas, sendo que cinco apresentaram atividade significativa,
do ponto de vista clinico. Os resultados obtidos nesse ensaio indicam que a associa¢ao do 6leo
essencial com os antibidticos aminoglicosideos frente a Staphylococcus aureus (ATCC
12692) apresentou sinergismo importante, com uma reducdo em 75% da concentracdo para o
valor da concentracdo inibitoria minima (CIM) da amicacina. Na linhagem Escherichia coli
(EC 27) o sinergismo com amicacina também foi observado com redugéo de 50% do valor da
CIM e com a neomicina em 50% do valor. Os dados revelam o potencial do 6leo essencial de
L. caatingensis para atividades antibacterianas e como moduladoras na acdo de antibioticos do

grupo aminoglicosideos.

Palavras-chave: aminoglicosideos; Lantana caatingensis; 6leo essencial.
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Evaluation of antibacterial activities and the interference of oil resistance in Lantana

caatingensis Moldenke aminoglycosides.

Abstract

The present study aimed to evaluate the antibacterial activity of essential oil of Lantana
caatingensis M. and investigate the interference in the activity of aminoglycoside antibiotics
class. Sheets L. caatingensis were collected in the month of January/2011 and submitted to
hydrodistillation process. The essential oil obtained was analyzed by GC-MS. It was possible
to identify and quantify 24 components. Chemical constituents of the essential oil showed a
high proportion of sesquiterpenes, and the p-caryophyllene, and the spathulenol and
biciclogermanecrene its main representatives. The antimicrobial activity was evaluated
separately and with the association of aminoglycoside antibiotics oil L. caatingensis by
microdilution method. We used standard and multiresistant bacteria. The essential oil showed
inhibitory activity for six strains analyzed, five showed significant activity, the clinical point
of view, the essential oil of L. caatingensis. The results of this trial indicate that the
combination of the essential oil with aminoglycoside antibiotics against Staphylococcus
aureus (ATCC 12692) showed significant synergism, with a 75% reduction in the
concentration to the MIC value of amikacin. In strain Escherichia coli (EC 27) with amikacin
synergism has also been observed with a reduction of 50% of the MIC and with neomycin at
50% of the value. The data show the potential of essential oil of L. caatingensis antibacterial
activities and how to modulate the action of aminoglycoside antibiotics.The antimicrobial
activity was evaluated separately and with the association of aminoglycoside antibiotics oil L.
caatingensis by microdilution method. We used standard and multiresistant bacteria. The
essential oil showed inhibitory activity for six strains analyzed, five showed significant
activity, the clinical point of view, the essential oil of L. caatingensis. The results of this trial
indicate that the combination of the essential oil with aminoglycoside antibiotics against
Staphylococcus aureus (ATCC 12692) showed significant synergism, with a 75% reduction in
the concentration to the MIC value of amikacin. In strain Escherichia coli (EC 27) with
amikacin synergism has also been observed with a reduction of 50% of the MIC and with
neomycin at 50% of the value. The data show the potential of essential oil of L. caatingensis

antibacterial activities and how to modulate the action of aminoglycoside antibiotics.

Keywords: aminoglycoside; Lantana caatingensis; essential oil.
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4.1. Introducao

Os Oleos essenciais constituem o0s elementos volateis contidos em muitos 6rgdos
vegetais, e, estdo relacionados com diversas funcbes necessarias a sobrevivéncia vegetal,
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos (SIQUI et al., 2000). S&o
compostos complexos volateis, caracterizados por um odor forte, e sdo formados como
metabdlitos secundarios de plantas aromaéticas. Os componentes encontrados nos o6leos
essenciais possuem importantes propriedades farmacoldgicas, como atividade antiinflamatoria
(a-humuleno e cariofileno), antibacteriana, antitlcera e antifangicos (cariofileno e seu 6xido)
e antisséptico (linalol), podendo ser alguns desses constituintes, fonte alternativa de produto
natural (LIMA et al., 2009). S&o relatados aos 6leos ricos em compostos monoterpenos, altos
niveis de atividade antimicrobiana (MANN et al., 2000).

A Lantana é um género de aproximadamente 150 espécies, sendo uma grande
quantidade dessas utilizadas pela medicina popular como antireumatica, estimulante, controle
biolégico e como planta ornamental (GHISALBERT, 2000). A Lantana caatingensis € uma
espécie nativa e endémica do Brasil, sua distribuicdo geogréafica se encontra em Pernambuco,
Bahia, Piaui e Minas Gerais. Encontrada nas florestas serranas, a Lantana caatingensis
apresenta-se como arbusto, localizada nos topos destas serras (RODAL; NASCIMENTO,
2002). Esta espécie é conhecida por ser praticamente imune a herbivoria devido a presenca de
uma grande variedade de diversos grupos fitoquimicos (RAVINDER, et al. 2006).

Ensaios in vitro mostraram que diversas espécies de Lantana apresentam acéo
antiinflamatdria, anticancerigeno, antibactericida, antifungica e vermifuga, podendo ser
utilizado, portanto, na elaboracdo de farmacos especificos a partir dos compostos extraidos
dos talos, raizes e em sua grande maioria das folhas (GHISALBERT, 2000).

O aumento da resiténcia bacterina e a associa¢do de antibidticos e produtos naturais
para tentar diminuir essa resisténcia também tém atraido a atencdo da comunidade cientifica
para pesquisa de drogas novas e eficazes de origem natural (BOTELHO et al., 2007).

Neste trabalho, foram analisadas as atividades antibacterianas frente a trés linhagens
de bactérias Gram-positivas e trés Gram-negativas e as a¢cdes moduladoras do 6leo essencial

obtido a partir das folhas de Lantana caatingensis M.

4.2. Materiais e Métodos
4.2.1. Material Vegetal
As folhas de L. caatingensis Moldenke foram coletadas do municipio de Simdes, nas

coordenadas geograficas de latitude de 07° 35’ S ¢ longitude 040° 40’ W, sudeste do estado do
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Piaui, no més de janeiro de 2011. Em seguida uma amostra representativa da espécie foi
depositada no Herbario da Universidade Federal do Piaui, sob identificagdo nimero 27.183 e
identificada pelo Professor Jorge Yoshio Tamashiro (IQ-UNICAMP).
4.2.2. Extracdo dos Oleos Essenciais

O dleo essencial das folhas frescas foi obtido por hidrodestilagdo, utilizando aparelho
tipo Clevenger®, por um periodo de trés horas. O 6leo foi mantido sob refrigeracdo até a
realizacdo das analises.
4.2.3. Analise da composicdo quimica por CG-EM

As analises através do método de cromatrografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) foram realizadas em aparelho Shimadzu GC-17A/MS QP5050A com
ionizacdo por de impacto de elétrons a 70 eV. Os espectros de massa foram obtidos de 43 a
350 m/z. A temperatura do injetor/detector e o programa térmico foram mantidas a 240° C. O
gés de arraste utilizado foi o hélio. A identificacdo foi feita por comparacdo de espectros
padrGes da biblioteca interna de dados e dos tempos de retencdo e baseada no indice de
retencdo linear (ADAMS, 2007).
4.2.4. Atividade antibacteriana e Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
4.2.4.1. Cepas Microbianas

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas trés linhagens de bactérias
Gram-negativas e trés Gram-positivas. S8o elas respectivamente: Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 12692, Staphylococcus aureus SA 358,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli EC 27 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Entre estas foi utilizado um isolado clinico multirresistente Gram-negativo
Escherichia coli 27, coletado a partir de escarro, e um Gram-positivo Staphylococcus aureus
358 de ferida cirurgica.
4.2.4.2. Preparacéo da Suspensdo Microbiana

Previamente aos testes, as cepas bacterianas foram ativadas em meio Brain Hear
Infusion (BHI 3,8%) para o crescimento bacteriano (24 h, 35 £ 2°C). Apoés este subcultivo, 0s
indculos foram padronizados a partir de uma suspensdo bacteriana a uma concentracdo final
de aproximadamente 1 x 10°® UFC/mL (0,5 unidades de turbidez nefelométrica- escala
McFarland). Em seguida, esta suspensdo foi diluida a 1 x 10° UFC/mL em caldo BHI a 10%,
e volumes de 100 pL foram adicionados e entdo homogeneizados nos pogos de uma placa de
microdiluicdo acrescido de diferentes concentragdes do dleo, resultando num inoculo final de
5 x 10° UFC/mL (HADACEK; GREGER, 2000; NCCLS, 2003;VILJOEN et al., 2003).
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O 6leo foi diluido em agua destilada e dimetil sulféxido (DMSO) a uma concentragdo
de 1024 pg/mL. Outras diluicGes seriadas foram realizadas atraves da adi¢do de caldo BHI
para alcancar uma concentracéo final no intervalo de 512 a 8 ug/mL. Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicata e as placas de microdilui¢do foram incubadas a 35 + 2 ° C por
24 h. A atividade antibacteriana foi detectada através do método colorimétrico pela adi¢do de
25 pL de solugdo de resazurina (0,01%) apos o periodo de incubacdo (SALVAT et al., 2004).
4.2.4.3. Determinacéo da Concentracédo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi realizada através da técnica da microdiluicdo em caldo, proposta pelo CLSI
(2010). Inicialmente, foram distribuidos 100 pL de caldo MiiellerHinton nos orificios das
placas de microdilui¢do, contendo 96 cavidades. Em seguida, foram distribuidos 100 puL da
amostra no primeiro orificio da placa, e depois realizadas diluicdes seriadas, a partir da
retirada de uma aliquota de 100 pL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora.
Nos orificios de cada coluna foram dispensadas aliquotas de 10 uL do inoculo correspondente
a cada cepa ensaiada.

Como controle negativo, foi verificado a viabilidade das cepas ensaiadas, com a
inoculacdo da suspensdo bacteriana apenas no meio de cultura. As microplacas foram
incubadas a 36 + 1 °C durante 24 horas. A leitura para determinacdo da CIM de cada extrato
sobre as cepas foi feita a partir do método visual, onde foi considerada a formacao ou nédo de
aglomerados de células no fundo da cavidade da placa. Dessa forma, considerou-se como
CIM, a menor concentracdo do produto em teste capaz de produzir inibicdo visivel sobre o
crescimento das cepas utilizadas nos ensaios microbiolégicos. Para confirmagdo da presenca
de microrganismos viaveis nas concentracdes ndo inibitorias, foi dispensada uma aliquota de
10 pL do corante Rezasurina em todas as cavidades da placa (inclusive nos controles), 24
horas ap6s a incubacdo. Isto tornou possivel distinguir as amostras viaveis, coloridas de
vermelho, daquelas ndo-viaveis, que mantiveram a sua cor azul. Os ensaios foram realizados
em triplicata.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentragdo do
Oleo capaz de inibir o crescimento de bactérias e a leitura dos resultados foi indicada pela
coloracgéo da resazurina.

4.2.5. Avaliacdo da atividade moduladora por contato direto

Para avaliar o 6leo essencial como potencializador da atividade de antibidticos da
classe dos aminoglicosideos (neomicina, gentamicina e amicacina) foram utilizadas linhagens
bacterianas que obtiveram valores de CIM < 512 pg/mL. O teste de modulacgéo foi realizado

na presenca e na auséncia do 6leo através de microdiluicdo em triplicata.
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Os in6cuos bacterianos (CIM/8) em BHI a 10% foram distribuidos em placas de
microdiluicdo seguido da adicdo de 100 pL das solucbes de antibidticos (1024 pg/mL)
seguido de diluicOes seriadas (1:2). As microplacas foram incubadasa35+2°Cpor24hea
leitura dos resultados foi realizada de acordo como descrito anteriormente (SAGDIC, 2005).
4.3. Resultados e Discusséo

O resultado da anélise dos componentes quimicos do 0leo essencial estdo presentes na
Tabela 2, e mostra uma elevada proporcdo de sesquiterpenos, sendo o p-cariofileno, o
espatulenol e o biciclogermanecreno os seus principais representantes. A Figura 2 apresenta o
perfil cromatografico do 6leo em estudo. Os sequiterpenos também foram os constituintes
predominantes encontrados no 6leo essencial das folhas de Lamara camara, coletadas no
municipio de Simdes e em outras regides (SOUSA et al.., 2010; COSTA et al., 2011; SILVA
etal., 1999; RANDRIANALIJAONA et al., 2005).

Tabela 1 — Composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de Lantana caatingensis,
coletada em Simdes-Piaui, Brasil.

Composto IKexperimental  Area
percentual

sabineno 968 2,00
0-3-careno 1007 2,10
para-cimeno 1019 3,10
1,8- cineol 1024 3,80
linalol 1097 1,50
terpinen -4-ol 1171 0,60
o-copaeno 1367 0,90
S-elemeno 1384 1,70
p-cariofileno 1411 21,20
[S-bergamoteno 1428 1,00
a-humuleno 1445 2,50
aromadendreno 1450 1,50
y-muuroleno 1468 0,70
germacreno-D 1471 2,90
biciclogermacreno 1487 8,40
oa-muuroleno 1492 0,40
y-cadineno 1517 1,20
o-cadineno 1514 0,70
nerolidol 1561 0,70
espatulenol 1568 28,00
oxido de 1572 6,90
cariofileno

viridiflorol 1581 1,50
o-cadinol 1637 0,70
torreiol 1644 1,00
Total identificado 95,00
Total sesquiterpenos 81,90

Total monoterpenos 13,10
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Figura 1 - Perfil cromatografico do 6leo essencial das folhas de Lantana caatingensis.

Nos ensaios de atividade antibacteriana in vitro, das seis linhagens analisadas, cinco
apresentaram atividade significativa (do ponto de vista clinico CIM < 1024 pg/mL) ao 6leo
essencial de Lantana caatingensis, exceto a cepa multiresistente S. aureus (ATCC 6538),
sendo o melhor resultado para a linhagem S. aureus (ATCC 12692) com CIM de 64 pg/mL,
sequido de E. coli multiresistente (EC 27) com CIM de 256 pg/mL e P. aeruginosa (ATCC
15442) com CIMs de 256 pg/mL, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Valores da concentracdo inibitoria minima (CIM) do 6leo essencial de Lantana

caatingensis M. em relacdo as linhagens bacterianas.

Linhagens S. aureus E. coli S. aureus E. coli S.aureus P.aeruginosa
bacterianas |  arccesss) | (aToc 25022) (358) @7 | (ATCC12692) | (ATCC 15442)
CIM >1024 512 512 256 64 256

(ug/mL)

Muitas das substancias constituintes de 6leo essencial possuem habilidade de romper
ou penetrar na estrutura lipidica presente na estrutura bacteriana levando ao processo de morte
(KOYAMA et al., 1997). Para se conhecer o modo de agdo dos constituintes presentes nos
Oleos essenciais sera necessario examinar isoladamente cada constituinte, e a sincronizacao
entre eles, para averiguar as atividades bacterianas (COSTA et al., 2011). J& a tolerancia

relativa aos Oleos essenciais encontrada nas bactérias Gram negativa tem sido atribuida a
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presenca de uma camada hidrofilica externa que pode bloquear a penetragdo de componentes
hidrofobicos através da membrana da célula-alvo (MANN et al., 2000).

Na Tabela 3 pode-se observar a ocorréncia de interferéncia do 6leo essencial de L.
caatingensis sobre o poder antibacteriano dos antibidticosutilizados na clinica(amicacina,
neomicina e gentamicina), frente as linhagens de S. aureus e E. coli em graus variados de

susceptibilidade.

Tabela 3 - Valores da concentracao inibitoéria minima (CIM) dos aminoglicosideos heomicina
(NEO), amicacina (AMI) e gentamicina (GEN) na auséncia e presenga do 6leo essencial (OE)
de Lantana caatingensis M.

Linhagens AMI AMI + OE NEO NEO + OE GEN GEN + OE
S. aureus

12692 32 8 64 64 128 512
E. coli 27 64 32 16 8 64 64

Os resultados obtidos nesse ensaio indicam que a associacdo do 6leo essencial com
amicacina apresentou um sinergismo importante, com uma reducdo de 75% do valor da CIM
frente a S. aureus (ATCC 12692) e reducdo em 50% do valor da CIM frente a linhagem E.
coli (EC 27). Com relacdo aos demais aminoglicosidicos ndo houve qualquer efeito sinérgico
frente a S. aureus, sendo que sua associacdo com gentamicina promoveu uma interféncia
negativa, promovendo uma ac¢do antagonica, com o aumento da CIM de 128 pg/mL para 512
png/mL, representando um aumento da CIM em 400%. Resultados semelhantes foram
encontrados por OLIVEIRA et al. (2006) com o0leos essenciais de Plectranthus amboinicus,
Conyza bonariensis e Eucalyptus citriodora. O 6leo essencial de L. caatingensis conferiu um
efeito sinérgico a neomica frente a linhagem de E. coli (EC 27), com reducdo de 50% da CIM,

néo interferindo com o efeito antibacteriano da gentamicina.

4.4. Concluséo

Foi possivel a identificacdo e quantificacdo de 24 componentes no éleo essencial de
Lantana caatingensis. Observou-se uma elevada proporgdo de sesquiterpenos, sendo o -
cariofileno, o espatulenol e o biciclogermanecreno, os seus principais representantes. O 6leo

apresentou atividade antibacteriana, sendo mais expressivos frente a linhagens de S. aureus
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(ATCC 12692), E. coli (EC 27) e P. aeruginosa (ATCC 15442). A modulagéo da resisténcia
bacteriana na presenca de 6leo e antibidticos a atividade antibacteriana foi observada com a
reducdo do halo e sua inibicdo do crescimento das cepas, principalmente frente a S. aureus
(ATCC 12692), apresentando sinergismo importante, com uma reducdo de 75% da
concentragéo para o valor da CIM da amicacina. Tais resultados justificam estudos posteriores
com o Oleo de Lantana caatingensis, fracionamento do Oleo essencial das folhas para a
identificacdo dos constituintes ativos, a existéncia de efeitos sinérgicos para sua possivel
utilizacdo associado aos aminoglicosidios ou a outros antibioticos elevando seu potencial

antibacteriano, sua eficacia e evitando as possiveis resisténcias ao medicamento.
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CAPITULO Il

Preparo e caracterizacdo do complexo de inclusdo do dleo essencial de Croton zehntneri

com g-ciclodextrina.

Aguiar, U.N.:; Rocha, M.S.}; Lima, S.G.}
1 - Departamento de Quimica, Universidade Federal do Piaui, Campus Universitario Ministro

Petronio Portella, Bairro Ininga, 64049-550, Teresina-Pl, Brasil.

Resumo

O Croton zehntneri é uma planta do nordeste brasileiro, largamente utilizada na medicina
popular como agente sedativo, estimulante de apetite e calmante de distdrbios intestinais. O
seu Oleo essencial e seus constituintes quimicos tem demonstrado varias atividades
farmacoldgicas. Entretanto, sua instabilidade térmica e sua baixa solubilidade em &gua
dificultam sua aplicagdo tecnoldgica. Utilizando a p-ciclodextrina, na formacdo de um
complexo de inclusdo com o bleo essencial de C. zehntneri, podemos melhorar a estabilidade,
alterar a solubilidade de farmacos, modelar a velocidade de dissolucdo e a liberacdo
controlada desse 6leo. Nesse estudo, preparou-se 0 complexo de inclusdo do 6leo essencial de
C. zehntneri com pS-ciclodextrina, e realizou-se a sua caracterizacdo por métodos
espectroscopicos e cromatograficos. Os espectros de infravermelho indicaram interacéo da /-
ciclodextrina com o 6leo essencial de C. zehntneri, fato corroborado pelo valor da constante
de estabilidade e pelo perfil apresentado na calorimetria exploratdria diferencial. No entanto
técnicas mais detalhadas serdo empregadas a fim de elucidar tais sistemas, como difracdo de
raio-X, ressonancia magnética nuclear, microscopia eletrdnica de varredura e calculos

computacionais.

Palavras-chave: complexo de inclusdo, Croton zehntneri, éleo essencial, solubilidade.
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Preparation and characterization of the inclusion complex essential oil of Croton
zehntneri with g-ciclodextrina

Abstract

The Croton zehntneri is plant in northeastern Brazil is widely used in folk medicine as a
sedative agent, appetite stimulant and calming intestinal disorders. The essential oil and its
chemical constituents have demonstrated several pharmacological activities. This However,
their thermal instability and low water solubility hinder their technological application. Using
S-cyclodextrin to the formation of inclusion complex with the essential oil of C. zehntneri, we
can improve the stability, alter the solubility of drugs, shaping the dissolution rate and control
the release of oil. In this study we sought the formation of the inclusion complex of essential
oil from C. zehntneri with p-cyclodextrin, and their characterization by spectroscopic and
chromatographic methods. The IR spectra indicate a interaction of p-cyclodextrin with
essential oil from C. zehntneri, a fact corroborated by the stability constant and for scanning
calorimetry. However more detailed techniques will be employed to elucidate such systems,
such as X-ray diffraction, nuclear magnetic resonance, scanning electron microscopy and

computer calculations.

Keywords: inclusion complex, Croton zehntneri, essential oil, solubility.
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5.1. Introdugéo

A espécie Croton zehntneri, conhecida popularmente como canela de cunha, canelinha
ou canela-brava, pertence a familia Euforbiaceas, é usada comumente na medicina popular
principalmente como sedativo, como estimulante de apetite e para aliviar distdrbios
intestinais, sendo comprovados os efeitos antinociceptivos de seus 06leos essenciais
(OLIVEIRA, 2001). E uma planta subarbustiva e caducifdlia, sendo que o seu aroma varia
entre exemplares desta planta coletados em diferentes regibes do Nordeste. Isto se deve a
variacdo na concentracdo dos constituintes quimicos mais abundantes nos seus 6leos
essenciais (CRAVEIRO, 1978). Assim, distinguem-se para esta espécie quatro tipos quimicos
como: anetol - para os exemplares coletados em Fortaleza (CE) e Vicosa (CE); eugenol - para
os coletados em Areia Branca (RN) e Quixada (CE); metil-eugenol — para os coletados em Ipu
(CE) e Oeiras (PI); estragol — para os exemplares coletados em Simdes (PI), Tiangua (CE) e
Granja (CE) (MORAIS et al., 2006).

Por estarem presentes em diversas partes das plantas, produzidos através de seu
metabolismo, possuir o seu potencial farmacoldgico comprovados em estudos cientificos, de
facil extracdo e serem economicamente viaveis, 0s 6leos essenciais tem assumido papel de
destaque nas pesquisas em produtos naturais. Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, perdxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, entre outros, sendo que a grande maioria é
constituida de derivados fenilpropanoides ou de terpendides, principalmente de monoterpenos
e sesquiterpenos (SIMOES et al., 2010).

Os Oleos essenciais das espécies do C. zenhtneri e C. nepetaefolius apresentam na sua
constituicdo monoterpenoides e sesquiterpenodides, como também fenilpropnoides; O C.
argyrophylloides apresentam monoterpenodides e sesquiterpendides, mas ndo contém
fenilpropandides (MORAIS et al., 2006).

Resultados publicados sobre o O6leo essencial de espécies do género Croton,
verificaram na espécie C. zenhtneri, estragol (76,8%), como composto majoritario (COSTA et
al., 2008).

O estragol ou metilchavicol, um dos principais constituintes do 6éleo essencial de C.
zenhtneri, carateriza-se por ser um éter fenilpropandide, designado 4-metoxi-2-
propenilbenzeno (Figura 1) (VINZENCI et al. 2000).
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Segundo SHAHAT et al. (2008), o componente ativo responsavel pela atividade
antimicrobiana do Oleo essencial de Enterolobium contortisiliguum (Leguminosae) é o
estragol.

H,C

\

O

——CH,

Figura 1 — Estrutura do estragol.

A essa substancia ja foram descritas atividades bioldgicas, tais como: antimicrobiana,
anti-inflamatoria e antioxidante, o que credencia como constituinte para um possivel farmaco.
Foram demonstradas também atividade antinociceptiva (OLIVERA et al., 2004) e depressora
sobre o sistema nervoso central (BATATINHA et al., 1995). Considerando suas propriedades
fisico-quimicas, € uma substancia que se apresenta liquida a temperatura ambiente, de aspecto
oleoso, incolor ou levemente amarelado. Possui pouca estabilidade quando exposto ao ar,
umidade, luz, calor e metal (SIMOES et al., 2010). Entretanto, sua instabilidade térmica, sua
baixa solubilidade em &gua e sua elevada volatilidade dificultam aplicabilidade tecnoldgica.
Essas caracteristicas podem ser melhoradas através da formacdo do complexo de inclusdo do
6leo essencial de C. zenhtneri com g-Ciclodextrina (OEC/S-CD).

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, obtidos a partir de degradacéo
enzimatica do amido pela enzima ciclodextrina glicosiltransferase (LYRA et al., 2010;
GUEDES et al., 2008), soltveis em agua que possuem a capacidade de formar complexos de
inclusdo reversiveis com moléculas apolares, incrementando de forma exponencial sua
solubilidade em meio aquoso (BARRETO, 2008). Apesar do grande numero de trabalhos
desenvolvidos na linha de pesquisa de compostos de inclusdo com CDs, a caracterizacdo dos
complexos, constitui, ainda hoje, uma etapa delicada no processo de sintese (BRITTO et al.,
2004).

Estruturalmente as CDs apresentam conformacdo espacial tronco conica, com grupos
hidroxilas primarios e secundéarios voltados para a face externa, delimitando a face mais
estreita e a face mais larga do cone, respectivamente (Figura 2). A cavidade da molécula é

hidrofobica, enquanto a superficie é hidrofilica.
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Figura 2 - S-ciclodextrina (8-CD). Fonte: (ADAPTADO de BRITTO; NASCIMENTO; DOS
SANTOS, 2004).

Neste trabalho foi avaliada a preparacdo e analise do complexo de inclusédo do 6leo
essencial de C. zenhtneri, coletado em Simdes (PI), com pg-ciclodextrina usando técnicas de
espectroscopia. A escolha do desenvolvimento desse trabalho, inicialmente com C. zenhtneri,
é devido a sua ampla presenca no municipio e regido circunvizinha, a extensa e potencial
aplicacdo terapéutica do componente estragol, substancia majoritaria dessa planta, de fécil

extracao e baixo custo de producéo.

5.2. Materiais e Métodos
5.2.1. Material Vegetal

Folhas de C. zenhtneri (Euforbiaceae), foram coletadas em maio de 2011 no municipio
de Simdes-Pl, Brasil (S = 7° 35’900 W = 40° 40°404°’; 786 m.), para extracdo dos
constituintes volateis. Uma amostra foi identificada e depositada no Herbario Caririrense
Déardaro de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri, sob o nimero 1619.
5.2.2. Extracdo dos Oleos Essenciais

O oleo essencial das folhas frescas de C. zenhtneri (OEC) foi extraido continuamente
durante 3 horas em um aparelho tipo Clevenger®, seco com sulfato de sodio anidro, pesado e
armazenado em frasco tampado, protegido com papel aluminio, armazenado em refrigerador
sob temperatura média de 4 °C, até o0 momento das analises.
5.2.3. Analise por Cromatografia Gasosa

A analise da amostra de 6leo foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) utilizando equipamento Hewlett-Packard, modelo 5890

SERIES II, coluna capilar apolar DB-5, de silica fundida (30 m x 0,25 mm i.d., pelicula de
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0,25 um); carreado por gas hélio; velocidade de fluxo 1 mL/min e modo de divisdo 1/10. A
temperatura do injetor e do detector foram 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 pL.

Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus
espectros de massa, obtidos com fonte de ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV. Uma
série de C8-C20 n-alcanos foi usada como referéncia para o calculo do indice de retencéo,
bem como por comparacao visual da fragmentacdo padrdo com aqueles relatados na literatura.
A composic¢do percentual foi obtida a partir da medida da integracdo das areas sobre 0s picos
(DE LIMA et al., 2009; ADAMS, 2007; JOULAIN e KONIG, 1998; SOUSA et al., 2010).
5.2.4. Preparo do Complexo de Incluséo

O complexo de inclusdo entre o 6leo essencial de C. zenhtneri com f-ciclodextrina
(OEC/B-CD) foi preparado, em triplicata, de acordo com o0 método proposto por
BHANDARI; D’ARCY; BICH (1998), com algumas modifica¢fes. Uma aliquota 25 mg do
OEC foi solubilizado em 500 pL de etanol PA,adicionado 200 mg de $-CD e 10 mL de uma
mistura etanol:agua (1:2). Apos a adi¢do do OEC, a mistura foi agitada a 150 rpm por 4 horas
a 25 °C. Apos este periodo, a suspensao foi retirada da agitacdo e resfriada a 4 °C por 12
horas. O precipitado foi recolhido, seco por liofilizacdo e pesado.

5.2.5. Preparo da Mistura Fisica

A mistura fisica entre 0 OEC e a #-CD na razdo de 1:1 foi homogenizada com o
auxilio de gral com pistilo. A mistura fisica (MF) foi armazenada em frasco hermeticamente
fechado.

5.2.6. Diagrama de Solubilidade do Oleo Essencial de C. zenhtneri

O estudo de solubilidade foi realizado conforme o método descrito por Higuchi e
Connors (1965), adicionando-se excesso de OEC a tubos de ensaio contendo solucdes
aquosas da p-CD, em concentracOes crescentes (0 — 10 mM). As amostras foram mantidas sob
agitacdo, por 24 horas. Aliquotas foram retiradas, filtradas em papel filtro e adequadamente
diluidas em agua destilada. O conteudo foi determinado em espectrofotdmetro (Varian AA
50) em 475 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A constante de estabilidade (Kc) foi calculada com os dados obtidos da equacdo da
ciclodextrina, usando a seguinte formula: K 1.1 = Inclinacdo / Sp (1 — Inclinacdo) onde, Sy
corresponde a solubilidade intrinseca do 6leo essencial.

5.2.7. Caracterizacdo do Complexo de Inclusdo
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5.2.7.1. Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de 1V do OEC, g-CD, MF e CI-L foram obtidos na regido do IV médio
(4000 a 600 cm™) em um espectrometro Vertex 70. Os espectros foram obtidos a partir de 64
varreduras, com uma resolucido de 4 cm™. Aproximadamente 20 pL do 6leo essencial de L.
caatingensis e 5 mg da -CD, da mistura fisica e do CI foram no espectdmetro.
5.2.7.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise térmica através de DSC (2920 TA Instruments), foi realizada em atmosfera
de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, empregando uma massa de aproximadamente 5,5 mg,
acondicionada em porta-amostra de alumina hermeticamente fechado. Analisou-se o OEC, a
B-CD, a MF e o CI-L entre 25 — 600 °C, sob um razdo de aquecimento de 10 °C min™.

5.3. Resultados e Discusséo

O rendimento do 6leo, obtido a partir de 325g de folhas de C. zehntneri, canelinha, foi
de cerca de 2,0%. A analise por CG-EM permitiu a identificacdo de 100% dos constituintes
integrados. Os principais componentes identificados foram: eucaliptol, estragol (constituintes
majoritario), espatulenol. A Figura 3 mostra o perfil cromatografico da amostra de 6leo
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 abundancia relativa.
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Figura 3 — Perfil cromatografico (TIC) do 6leo essencial de C. zehntneri

5.3.1. Diagrama de solubilidade do 6leo essencial de C. zenhtneri
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Por meio da leitura espectrofotometrica observou-se que o OEC tem um pico maximo
de absorbancia em 268 nm em etanol (Figura 4). A curva de calibracdo do OEC foi
construtida em 268 nm e a equacdo foi Y = 0,018X — 0,315 (Figura 5). A correlacéo foi

0,9962, onde X era a concetracdo de OEC (ppm), e Y era a absorbancia a 268 nm.

268nm
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Figura 4 — Leitura espectrofotometrica do OEC.
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Figura 5 — Curva de Calibracdo do OEC.

O diagrama de solubilidade obtido a partir da f-CD demonstrou um aumento linear da
solubilidade do OEC, conforme Figura 6, com uma inclinacdo (Sp) igual a um,

caracterizando-o como um diagrama do tipo Ap, ou seja, 0 aumento da solubilidade €
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proporcional ao incremento das concentragdes do agente complexante em uma estequiometria
1:1 (HIGUCHI; CONNORS, 1965).
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Figura 6 — Diagrama de solubilidade de OEC em presenca de 5-CD.

A constante de estabilidade (Kc) do sistema OEC/S-CD obtido foi de 129,6 M™,
indicando uma interacdo entre 0 OEC e a f-CD. Esse resultado esta de acordo com outros
complexos de incluséo obtidos onde a f-CD, é incorporada a pequenas moléculas, através da
parte hidrofébica de sua estrutura (FERNANDES et al., 2009). O Kc é um parametro de
grande interesse para a caracteriza¢do da interagdo molecular entre os diversos componentes
do complexo, sua estequiometria e viabilidade pratica (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO,
2006).

No entanto, deve-se buscar ndo apenas o melhor incremento de solubilidade, mas
também a menor propor¢do de S-CD para solubilizacdo do farmaco (LOFTSSON;
HREINSDOTTIR; MASSON, 2005).

5.3.3. Preparo do Complexo OEC/ g-CD

Por sua grande eficiéncia e facilidade de execucdo em escala laboratorial, a técnica de
co-precipitacdo no preparo do complexo de inclusdéo (WANG et al., 2011), combinada com
sua ampla utilizacdo para obtencdo de complexo de inclusdo da S-CD com 6leos essenciais
(WANG et al., 2011; WANG; JIANG; LI, 2009; TIAN; JIANG; LI, 2008; WALECZEK et
al., 2003; ZHAN et al., 2008; CEVALLOS; BUERA; ELIZALDE, 2010), foi escolhida para o
preparo do complexo de inclusdo OEC/ s-CD.

A formacdo do complexo de incluséo é facilitada pela remocdo das moléculas de agua

do interior da cavidade, parcialmente hidrofébica, da CD e sua substituicdo por moléculas
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apolares de forma espontanea, sendo, portanto, um processo energeticamente viavel
(ROCHA, 2012; RIBEIRO, 2008; VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006; OLIVEIRA et al.,
2011; SZEJTLI, 1998; WANG et al., 2011; LYRA et al., 2010, GUEDES et al., 2008).

A solubilidade intrinseca da molécula hospede também é determinante neste processo
(RIBEIRO, 2008) e por fim, como o fendmeno de complexag¢do é um processo concentracdo
dependente, a razdo molar entre a molécula hospede e a ciclodextrina também influencia no
processo de formacdo dos complexos de inclusdo (OLIVEIRA et al., 2011).

Sabendo que o OEC é constituido quase que em sua totalidade por estragol, verificou-
se compatibilidade da massa molecular desse fenilpropanoide (148,2 g mol™) para a formagéo
do complexo com S-CD, além de terem baixa solubilidade intriseca em agua.

5.3.4. Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de absorcdo no IV é restrita a espécies moleculares que apresentam
alteracdo do momento de dipolo elétrico intrinseco como consequéncia de seu movimento
vibracional ou rotacional, provocado pela absorcdo da energia radiante (SILVA, 2008), sendo
essa técnica analitica bastante utilizada para a avaliacdo da ocorréncia de interacdes entre
diferentes moléculas no estado s6lido, mediante comparacdo das bandas da molécula hospede
e do carreador, com a mistura fisica e o complexo (CORTI et al., 2007; MACEDO et al.,
2010). Os espectros fornecem informacgdes sobre a estrutura molecular, dindmica e ambiente
(LARKIN, 2011; THYGESEN et al. 2003), sendo estas informacdes de grande importancia na
confirmacdo da identidade de uma substéncia analisada.Os espectros de infravermelho(IV) da
S-CD, OEC, MF e CI-L séo apresentados nas Figura 7.

O espectro de infravermelho da A-CD mostrou bandas de absorcdo em 3381 cm™
(estiramento O — H), 2922 cm™ (estiramento C — H), 1153 cm™ (estiramento C — O) e 1024
cm™ (estiramento C — O — C). O espectro de IV do OEC mostrou bandas de absorgdo em 3000
e 2945 cm™ (estiramento C — H), 1658 e 1506 cm™ (estiramento C = C) de aromético, 1250 e
1010 cm™ (estiramento C — O arilico e C —O alquilico respectivamente) caracteristicos da
presenca do estragol. No espectro do complexo de inclusdo (CI-L) observou-se uma néo
similaridade com o espectro do OEC e forte semelhanca com o espectro da $-CD. Nas bandas
localizadas em 2945, 1658 e 1506 cm™ houve a reducéo da sua intensidade comparada ao
espectro do OEC e da MF, sugerindo que as liga¢cfes duplas possivelmente, estdo implicadas
na formacdo destes complexos, visto que a inser¢cdo de uma molécula-hdpede no interior da
cavidade da p-CD provoca uma restrigdo conformacional, reduzindo a livre movimentacao
das moléeculas encapsuladas, além de conferir uma barreira para a detec¢cdo no equipamento o

que contribui para a reducdo da intensidade de seu sinal. Esse mesmo efeito foi percebido por
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FINI et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2011 e ROCHA, 2012 quando prepararam complexos de

incluséo utilizando a #-CD.
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Figura 7 - Espectros das Amostras de 5-CD, MF, CI-L e OEC

5.3.5. DSC

Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € uma das técnicas mais utilizadas para
confirmar a formagdo do complexo de inclusdo no estado solido, devido a sua sensibilidade
em detectar possiveis alteracfes nos eventos térmicos caracteristicos da molécula hospede
quando esta se encontra no interior da cavidade da ciclodextrina (WANG et al., 2011; LYRA
et al., 2010; KARATHANOS et al., 2007), bem como a estabilidade do sistema e sua
cristalinidade (CUNHA-FILHO e SA-BARRETO, 2007). O comportamento térmico de todos
0s materiais foi investigado, usando DSC em atmosfera inerte (Figura 8). O termograma da
S-CD e da MF mostra um acentuado pico endotérmico em 120 °C provocado pela perda de
agua presente no interior de sua cavidade hidrofobica. Este pico esta muito reduzido no
termograma do CI-L, indicando um possivel deslocamento das moléculas de agua por
moléculas de estragol, indicando que ocorreu a formacdo do complexo. Ainda na Figura 8,
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pode ser observado no termograma de DSC caracteristica do OEC, composto por um pico
endotérmico em 80 °C, seguido de um pico exotérmico em 177 °C. A curva DSC da MF
parece ser a simples superposicdo da curva DSC da S-CD. Entretanto, um padrao diferente foi
observado na curva DSC do CI-L. O pico endotérmico em 120°C teve sua intensidade
reduzida, indicando que parte da agua que estava inicialmente presente na #-CD foi deslocada
pelo OEC, devido sua maior afinidade pela cavidade hidrofébica da f-CD (WANG et al.,
2011), sugerindo a formacédo do complexo. O pico exotérmico, desaparece no Cl-L, indicando

uma maior estabilidade do OEC complexado quando comparado ao 6leo livre.
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Figura 8 - Termograma de DSC do -CD, MF, CI-L e OEC

5.5. Concluséo

Os resultados deste trabalho mostram claramente a formacdo do complexo de incluséo
entre o 0Oleo essencial de C. zenhtneri com p-Ciclodextrina pelo método de co-precipitagéo,
em todas as proporgdes avaliadas. Os resultados da espectroscopia de IV e DSC demonstram
as diferengas nas propriedades fisico-quimicas do OEC livre e complexado. Além disso,

observou-se que existe compatibilidade da massa molecular desse fenilpropandide para a
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formacgéo do complexo com S-CD, referendada pelo valor da constante de estabilidade, sendo

assim possivel a plicabilidade pratica do material estudado.
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