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RESUMO

O eugenol € um fenilpropandide presente em oOleos essenciais de diversas plantas,
cabendo destaque ao Cravo-da-india. Esta substancia possui consideravel importancia
farmacoldgica devido as suas atividades antioxidantes, porém, sua alta volatilizacdo e
instabilidade fisico-quimica a fatores ambientais (luz, oxigénio e calor) tém dificultado
seu uso tal qual nas formulacbes farmacéuticas. Neste contexto, buscou-se no presente
trabalho produzir complexos de inclusdo de eugenol em B-ciclodextrina a fim de amenizar
tais limitagdes. A complexacao foi realizada por meio de coprecipitagéo e evaporagao do
solvente, em propor¢do molar de eugenol:B-ciclodextrina (1:1). Os complexos foram
caracterizados por Difratometria de Raios-X (DRX); Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR). Os resultados revelaram que é possivel caracterizar
a interacdo hdéspede/hospedeiro e, portanto, o éxito no processo de complexacao, a partir
de dados difratométricos (DRX) e espectrais (FTIR), o que torna o uso destas duas
técnicas adequado para pesquisas no desenvolvimento de compostos com interesse
bioldgico.

Palavras-chave: Eugenol, B-ciclodextrina, Complexo de Inclus&o.

ABSTRACT

Eugenol is a phenylpropanoid present in essential oils of several plants, with emphasis on
the Clove. This substance has considerable pharmacological importance due to its
antioxidant activities, however, its high volatility and physico-chemical instability to
environmental factors (light, oxygen and heat) have hindered its use just as in
pharmaceutical formulations. In this context, it was sought in the present work to produce
eugenol inclusion complexes in B-cyclodextrin in order to alleviate such limitations. The
complexation was carried out by means of coprecipitation and evaporation of the solvent,
in a molar ratio of eugenol:B-cyclodextrin (1:1). The complexes were characterized by X-
ray diffractometry (XRD); Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). The results
revealed that it is possible to characterize the guest/host interaction and, therefore, the
success in the complexation process, using diffractometric (XRD) and spectral (FTIR)
data, which makes the use of these two techniques suitable for research in development
of compounds with biological interest.

Keywords: Eugenol, B-cyclodextrin, inclusion complex.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos materiais tem apresentado progressos
impressionantes em sistemas de liberacdo controlada de farmacos (Controlled Drug
Delivery Systems) para moderar a velocidade de liberacdo de substancias quimicas com
acdo terapéutica (SAKATA et al., 2007). Materiais poliméricos (naturais ou sintéticos),
sem atividade biologica, tém sido aplicados como adjuvantes neste processo, como

exemplo tem-se a B-ciclodextrina (B-CD), um material encapsulante com grande eficacia,
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solivel em &gua e capaz de formar complexos de inclusdo reversiveis com moléculas
apolares (VEIGA et al., 2006).

Novas tecnologias vém sendo propostas para incrementar o desempenho de
muitos ativos naturais, 0s quais sdo compostos instaveis a condigdes ambientais (luz,
oxigénio e calor), podendo sofrer reacGes que levam a diminuicdo ou perda de eficacia e
até mesmo a degradacdo do principio ativo (DAUDT et al., 2013). Considerando o
encapsulamento, uma técnica de empacotamento, na qual finas camadas poliméricas sao
aplicaveis a solidos, goticulas de liquido ou material gasoso, formando particulas
denominadas nanocapsulas, que podem liberar seu contetdo sob velocidade e condi¢des
especificas (CHAUDHRY et al., 2008), uma classe de ativos de grande interesse que
podem ser encapsulados, sdo 0s compostos extraidos de vegetais.

Os extratos vegetais sdo fontes promissoras de substancias bioativas, porém em
seu estado bruto podem ter a atividade antioxidante comprometida em razéo de sua
instabilidade fisico-quimica (DAUDT et al., 2013), a qual pode ser solucionada com o
encapsulamento dos compostos antioxidantes para aumentar a sua atividade antioxidante
e prolongar a liberagdo dos mesmos, incrementando assim a sua eficacia (KULKAMP et
al., 2011; DAUDT et al., 2013).

Dentre os extratos naturais, o eugenol tem sido amplamente utilizado por ser um
fenilpropandide presente em 0leos essenciais de diversas plantas, incluindo o Cravo-da-
india (Syzygium aromaticum, L.) e possuir consideravel importancia devido as suas
atividades antimicrobiana, antioxidante e analgésica (SHAN et al., 2005; ZAGO, 2009;
CHATTERIJEE et al., 2015), porém, com limitadas aplicacdes ocasionadas por sua alta
volatilizacao e instabilidade fisico-quimica a fatores ambientais (luz, oxigénio e calor),
os quais dificultam seu uso em formulacbes farmacéuticas. Atualmente, o eugenol é
utilizado para diversos fins, como produtos domeésticos, fragrancias em sables e
cosméticos, produtos antioxidantes para os cuidados da pele, substancias aromatizantes
para alimentos, produtos dentarios e farmacéuticos (BURT, 2004; MENDES et al., 2010;
HYLDGAARD et al., 2012).

Portanto, para minimizar a degradacdo do eugenol, emprega-se o composto -CD
como material encapsulante (Figura 1), devido sua capacidade de formar complexos de
incluséo reversiveis com moléculas apolares (VEIGA et al., 2006). Segundo estudos de
Uekama et al. (1998) e Mura (2014), a formacdo do complexo de inclusdo esta
condicionada a estrutura e propriedades fisico-quimicas dos compostos e das moléculas

carreadoras, observadas quando ocorre a inclusdo da molécula hospede no interior do
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intersticio da p-CD. Podendo ser identificadas através de metodologias analiticas, que
fornecem dados completos sobre as caracteristicas especificas das interagcdes hospede-
hospedeiro (VENTURINI et al., 2008).

Figura 1: Estruturas quimicas (a) eugenol; (b) B-CD; (c) e (d) complexo de inclusdo eugenol/p-CD.

ke 20

Fonte: Autor.

Visando a aplicacdo de novas tecnologias que conduza a preparacfes
farmacéuticas contendo produtos naturais, que sejam mais efetivos, apresentem menos
efeitos adversos e sejam promissores para aplicacdes clinicas, o objetivo deste estudo foi
obter e caracterizar a formacao do complexo de inclusdo entre o eugenol e a B-CD pelas
técnicas de Difratometria de Raios-X (DRX) e Espectroscopia de absorcéo na regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), comparando diferentes
metodologias, para identificar a formacao do complexo de inclusdo e a metodologia por
FTIR que melhor se aplica a amostra em estudo, por intermédio da expressiva variacao
nas caracteristicas estruturais do composto formado, indicando principalmente a posicédo
das bandas de absorcdo espectral dos grupos funcionais e das ligacGes presentes no
complexo em investigacdo (MURA, 2014; PERIASAMY et al., 2014).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS
B-ciclodextrina (Sigma-Aldrich); Eugenol (Sigma-Aldrich); Alcool etilico P.A
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(Sigma-Aldrich), Brometo de Potéssio (Sigma-Aldrich);

2.2 METODOS
2.2.1 Obtencao do complexo de incluséo

O complexo de inclusédo foi formado por meio de coprecipitagéo e evaporagéo de
solvente seguindo a técnica proposta por Ayala-Zavala et al. (2008), em que a solucdo
hidroalcodlica de B-CD foi incorporada em solucgdo alcodlica de eugenol para obter a
razdo molar: 1:1 (eugenol:B-CD), em triplicata. Para isto, 3 g de B-CD foram dissolvidos
em 30 mL de solugdo hidroalcoolica (2:1) a 55 °C (+2 °C), enquanto uma quantidade
predeterminada de eugenol dissolvido em etanol (1:1) foi lentamente adicionada a
solugdo de B-CD, com auxilio do agitador magnético e temperatura a 55 °C. Seguindo
agitacdo por mais 4 h, sem aquecimento, enquanto a temperatura diminuia
espontaneamente até 35 °C. A solucéo final foi refrigerada em overnight a temperatura
de 4 °C. O material precipitado frio foi recuperado por filtracdo a vacuo e seco em estufa
a 50 °C durante 24 h. Por fim, o complexo obtido foi armazenado em recipientes de vidro

herméticos, a temperatura ambiente para analises.

2.2.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

As medidas foram realizadas em difratbmetro de feixe divergente, modelo
Empyrean da PANalytical, com goniometro 0-0, tubo de raios X cerdmico selado com
anodo de cobalto, com radiacdo monocromatica de Co-Koa (A= 1,789 A), foco fino longo
de 1800W e filtro de kB de Fe. O detector utilizado foi de area, do tipo PIXel*P 2x2, com
abertura (active length) de 3,3473° (20) e 255 canais ativos. As condic¢des instrumentais
foram: voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA, fendas soller de 0,04 °rad (nos feixes
incidente e difratado); faixa de varredura de 2 a 80° (26); tamanho do passo de 0,04° em
26 com 1s de tempo/passo no modo de varredura continuo. A identificacdo de fases foi
realizada por meio do software HighScore Plus 4.8.0, da PANalytical.

Em funcdo da quantidade de amostra dois modos de preparacdo foram testados,
(a) quando ha pouca quantidade de amostra (micropreparacao), utiliza-se um porta-
amostra de Silicio (zero background). Neste caso, uma pequena quantidade de amostra é
depositada sobre a superficie, que é espalhada através da adicdo de uma gota de alcool
isopropilico, de modo a formar um filme sobre a superficie do mesmo (Figura 2); (b)
modo convencional (preenchimento backload), ~1,0 g de amostra. Neste caso, a amostra

é preenchida e compactada por trds de modo a deixar as particulas randémicas (Figura 2).
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Figura 2: (a) B-CD livre (micropreparagéo); (b) Complexo de inclusdo (modo convencional).

Fonte: Autor.

2.2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As investigacOes espectroscopicas para identificar os grupos funcionais do
complexo eugenol/B-CD foram realizadas na regido do infravermelho medio — Middle-
IR (4.000 — 400 cm™*), em espectrometro de infravermelho com transformadas de Fourier
da Thermo Scientific, Nicolet iS50 FTIR, fonte de IR com beam splitter de KBr (brometo
de potassio) e detector de KBr DTGS. As medidas foram obtidas com média de 32
varreduras e resolucdo de 4 cm'1. A coleta de dados e identificacdo das bandas foram
realizadas por meio do software OMNIC.

Uma comparacdo entre os meétodos de Transmitancia com pastilha de KBr,
Reflectancia Difusa (DRIFT-Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform) e
Reflectancia Total Atenuada (ATR- Attenuated Total Reflectance) foi realizada.

Para a obtencdo dos dados pelo método DRIFT, as amostras foram medidas de
duas formas: tal qual e misturadas com 10% de KBr em relacdo a massa amostral, e
preenchidas no porta-amostra de forma randémica. No método ATR utilizou-se ~ 9 mg
de amostra sem adicdo de KBr, empregando-se o0 médulo ATR iS50 com cristal de
diamante. Para o método de transmitancia, foram preparadas pastilhas prensadas a 10
toneladas por 15 segundos contendo 150 mg de KBr e ~ 2 mg de amostra, mistura
previamente homogeneizada em grau de Agata. Veja na Figura 3, quéo transparente fica

a pastilha.
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Figura 3: Pastilha contedo apenas a amostra (esquerda); Pastilha contendo a mistura entre amostra e KBr
(direita).
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Fonte: Autor.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X (DRX)

A técnica de DRX ¢ aplicada apenas a materiais (matéria no estado solido), sendo
assim, esta foi aplicada aos materiais: p-CD livre ¢ complexo eugenol/B-CD, pois 0

eugenol se apresenta no estado liquido.

Figura 4: Difratogramas de B-CD livre e complexo eugenol/p-CD.
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Fonte: Autor.

O padréo difratométrico do complexo eugenol/B-CD apresenta consideraveis
diferengas quando comparado ao padrdo difratomeétrico de B-CD livre (Figura 4). O
difratograma da B-CD livre apresenta muitas reflexdes de Bragg, destacando-se 0s picos
de alta intensidade em °20 (CoKa): 5,5, 10,7, 12,6, 14,8, 18,6, 22,8 e 27, tal como

observado em estudos realizados com B-CD e outros hdspedes (WANG et al., 2011;
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ZHANG et al., 2015; YANG et al., 2016; JIANG et al., 2019). Ha uma clara diferencga
entre os difratogramas de B-CD livre e do complexo eugenol/B-CD, indicando a
complexagéo e a interagdo entre eugenol e B-CD, dada uma reordenagdo na estrutura
cristalina, pelo desaparecimento dos picos em 10,7 e 12,6 °20 (CoKa) e contragdo da
célula unitaria com a diminuicdo dos dhkl, isto €, pelo aumento do angulo, tal como
observado para: 6,8, 13,7, 21,2 e 24,4 °206 (CoKa), dados que corroboram com o0s
resultados encontrados por Yang e Song (2005), Abarca et al., (2016) e Menezes et al.,
(2016), podendo estar associado a mudangas na organizagdo molecular da -CD.

A presenca dos deslocamentos de picos indica que o padrdo difratométrico da p-
CD livre foi alterado quando a molécula de eugenol foi incorporada na cavidade da
molécula hospedeira. Em estudos que apresentam o difratograma da mistura fisica entre
eugenol e B-CD, os picos cristalinos de f-CD foram todos detectados, indicando que nao
houve diferenga na forma cristalina da p-CD (ZHANG et al., 2015; ABARCA et al.,
2016). Além disto, também € importante observar que as intensidades dos picos no
complexo eugenol/B-CD foram atenuadas em relagdo aos mesmos picos do espectro de
B-CD livre, indicando maior desordem estrutural ou perda no grau de cristalinidade para
0 complexo. Este fato € atribuido a rapida precipitacdo do complexo durante a preparacao,
que torna insuficiente o crescimento regular de cristais (YANG e SONG, 2005).

Nesta andlise, faz-se a comparacdo dos difratogramas das espécies puras com 0
do complexo (CAO et al., 2005), portanto, as diferencas apresentadas, como surgimento
ou desaparecimento de picos ou mudancas nas intensidades relativas, constituem indicios
de formacdo do complexo, pois o principio do fenémeno de complexacgéo é associado ao
aumento do grau de amorfizacdo das substancias envolvidas na formacdo do complexo
no estado solido (RIBEIRO et al., 2003).

3.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A técnica de FTIR é muito til para verificar a formacéo de complexos de inclusdo
no estado solido. Os sinais para identificar a complexacdo com B-CD por esta técnica
espectroscopica estdo na observacdo de deslocamento(s) de banda(s) e mudancas nas
intensidades - essas refletem mais ou menos absorbancia IR - quando comparando
compostos isolados e seus complexos. A Figura 5 apresenta 0s espectros de FTIR-Médio,
medidos por trés métodos diferentes de analise: DRIFT, ATR e Transmitancia. Percebe-

se com nitidez que as varreduras seguem 0 mesmo comportamento, porém, com certa
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diferenga de intensidade e resolugéo das bandas.

Figura 5: Comparagdo de espectros de FTIR do complexo eugenol/p-CD.
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A utilizacdo de transmitdncia com pastilha de KBr demonstra o melhor
comportamento de absor¢édo espectral gerando bandas mais intensas, de alta qualidade e
com ampla faixa espectral. Uma vez que a adi¢do de KBr, material translucido, estabelece
maior homogeneidade para a amostra sem interferir na cristalinidade e possibilita a
obtencdo de espectro com melhor razdo sinal/ruido, como mostram as Figuras 5 e 6,
corroborando com a literatura (ABARCA et al., 2016; CELEBIOGLU et al., 2017;
GOGNA et al., 2018), como o método mais utilizado para andlise de complexo de
inclusdo pela técnica de FTIR.

Observa-se que ao utilizar o DRIFT, os espectros de absorcdo se apresentam
suavizados, com as menores intensidades de transmitancia, evidenciado que uso desse
método é melhor para reflectancia difusiva em regides de infravermelho préximas, pois
mesmo com o aperfeicoamento dos equipamentos € necessario acurdcia para
compreender as limitacfes de obtencdo de espectro de boa qualidade para o material em
pesquisa (OLALE et al., 2017; GOGNA et al., 2018). Nesse caso, a adicdo de KBr,
indicado para a metodologia DRIFT para se evitar deslocamento das bandas, faz-se
desnecessario, pois observa-se claramente que ndo houve qualquer deslocamento nos

espectros com e sem KBr.
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O método ATR exemplificou, satisfatoriamente, a formacdo do complexo em
estudo, atenuando as bandas e ratificando as ligages das moléculas, mesmo com auséncia
de preparo adicional na amostra, como mostra a Figura 5. Porém, esta técnica possui como
desvantagem, a area de contato entre o cristal e amostra, uma vez que o contato influencia
na intensidade das bandas espectrais, entretanto, a vantagem da utilizacdo da técnica de
ATR em relacéo aos outros métodos de transmisséo séo claramente evidenciadas quando
a analise € relacionada a amostras liquidas (COLEMAN, 1993; OLALE et al., 2017).

Figura 6: Espectro de FTIR do complexo eugenol/B-CD.
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Na Figura 6, observa-se que as bandas dos espectros evidenciam a presenca de
regibes de absorcdo caracteristicas de B-CD associadas aos estiramentos do grupo
hidroxila (OH) no intervalo de 3600 — 3000 cm™, assim como bandas de C-H do anel da
B-CD e dos grupos metila no intervalo de 2940 e 2840 cm'*, também descritos por Hadian
et al., (2018) e Celebioglu et al., (2017), por fim as bandas entre 1700 cm™ e 1600 cm™
estdo associadas as ligacGes H-O-H, abundantes no composto (ABARCA et al., 2016).

A presenca de eugenol na composicdo do complexo pode ser evidenciada pela
presenca regides de absorcdo em 1500 cm’, relacionadas as ligages C=C do anel
aromatico do composto e frequéncias entre 1200 cm™ e 1000 cm™, caracteristicos da
presenca de estiramentos C-O (YANG e SONG, 2005; SCREMIN et al., 2017). Por se

apresentarem em nimeros de onda menores, as interagdes referentes aos complexos com
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a agua tém valores maiores de energia e sdo forte indicativos de que a estrutura original
da molécula de B-CD sofreu modificacdes, que indicam a eficiéncia do processo de
encapsulamento das moléculas de eugenol pela estrutura da f-CD (WANG et al., 2011).

Em estudo que apresentam andlises completas comparando as bandas de eugenol
e B-CD livre, o espectro da B-CD exibe banda larga com o0 maximo de absor¢ao em 3340
cm?, devido as vibragdes do estiramento dos diferentes grupos OH da B-CD (YANG e
SONG, 2005; KAYACI et al., 2013; CELEBIOGLU et al., 2017), apresenta tambem,
bandas em 2926 cm™ (vibragdes C-H e de estiramento dos grupos CH e CHy), e em 1411-
1246 cm™ devido as vibragdes de estiramento C-H e em 1154-1027 cm™ atribuidas as
vibragdes do estiramento C-O (CELEBIOGLU et al., 2017). Para o eugenol, as bandas
caracteristicas se encontram nas faixas de 3520-3510 cm™ devido ao estiramento axial do
grupo OH e de 1650-1250 cm™ correspondentes a vibragdo dos grupos C=C e flexdo de
C-H dos grupos alceno/aromaticos do eugenol (YANG e SONG, 2005; KAYACI et al.,
2013; CELEBIOGLU et al., 2017). Tendo estas informacdes, os resultados acima
apresentados indicam que o eugenol esta inserido no interior da cavidade hidrofébica da
B-CD.

4 CONCLUSAO

Com a aplicacdo das técnicas de Difratometria de Raios-X e de Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier foi possivel caracterizar de forma prética e
rapida, o complexo eugenol/B-CD produzido com sucesso e que com ambas técnicas foi
possivel estabelecer os padrdes difratométrico (DRX) e espectral (FTIR) da interacédo
hospede-hospedeiro (eugenol/B-CD), confirmando assim, o éxito no processo de
complexacdo. O que torna o uso dessas duas técnicas adequado para pesquisas no
desenvolvimento de compostos com interesse biologico. Além disso, certifica-se que a
técnica de FTIR pelo método de transmitancia com pastilha de KBr apresenta melhor
capacidade de estabelecer perfis de interacdo hdspede-hospedeiro entre eugenol e B-
ciclodextrina, pois demonstrou absorcdo espectral com bandas mais nitidas e ampla

regido espectral, caracteristico do complexo de inclusdo em analise.
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