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Resumo:

O eugenol é um derivado fendlico presente em 6leos essenciais (OEs) de
cravo da india, na canela do Ceildo, sassafrds e mirra. Possui propriedades
farmacolégicas marcantes entre elas a atividade antioxidante. Entretanto este
composto é muito instavel quimicamente e uma das estratégias disponiveis
consiste em associar o eugenol a um sistema transportador. Entre os sistemas
carreadores, os lipossomas merecem destaque. Esses sistemas proporcionam
protecdo as moléculas encapsuladas, aumentando sua estabilidade na
formulacdo. No presente projeto, desenvolvemos lipossomas convencionais
objetivando a encapsulacdo do eugenol. A formulacéo lipossomal, contendo o
eugenol, foi obtida pelo método do filme lipidico e foram realizadas anélises de
teor de encapsulacéo e determinacao da atividade antioxidante do eugenol. Os
resultados obtidos mostraram um teor médio de encapsulagédo de 21,70% e
uma atividade antioxidante média de cerca de 30%.

Introducéao

O eugenol é um derivado fendlico de nome quimico 1,2-dimethoxi-4-(2-
propenil) benzeno. Este composto possui muitas propriedades farmacol6gicas,
que incluem atividade antimicrobiana, antioxidante, analgésica, anti-
inflamatéria, antiparasitaria e balsamica (DUSAN et al., 2006).

Alguns componentes dos 6leos essenciais, como o eugenol, s&o muito
instaveis quimicamente, sofrendo degradacédo oxidativa e uma das estratégias,
atualmente disponiveis, consiste em associar os componentes dos 6leos a um
sistema transportador. Entre os sistemas, 0s lipossomas proporcionam
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protecdo as moléculas encapsuladas, aumentando a estabilidade das
mesmas, na formulacao.

No presente projeto desenvolvemos formulagéo lipossomal, objetivando
a encapsulacdo do eugenol, andlise da eficiéncia de encapsulacdo e
determinacao da atividade antioxidante.

Materiais e métodos

O Eugenol foi obtido da empresa Maquira Industria de produtos
odontolégicos LTDA. Nome quimico: 1,2-dimethoxi-4-(2-propenil) benzeno.
Lote: 453914. Validade: 08/2016; Diestearoilfosfatidilcolina/l,2-Distearoyl-ns-
glycero-3-phophocholine (DSPC). Obtido da empresa Echelon Biosciences,
Inc. 98% de pureza. Lote W0388-15; Colesterol (CH), obtido da empresa
Sigma-Aldrich. 99% de pureza. Lote #089K5312.
Reagentes e Solucbes : Cloreto de Sodio P.A. (NaCl, 8,76g/L); Alcool etilico
P.A., Nuclear; Cloroférmio P.A., Nuclear; Metanol P.A., Vetec.
Outros Materiais: Barra magnética; Membrana de policarbonato, didametro do
poro de 100 nm.
Equipamentos : Agitador magnético com aquecimento, Fisatom, 752A;
Balanca analitica (Bioprecisa-Electonic Balance FA-2104 N); Banho de agua
circulante, Microquimica Ind. e Comércio LTDA. Modelo MQBTC99-20;
Centrifuge Allegra 64R. Beckman Coulter; Espectrofotometro de UV/Visivel
Varian-Cary 50; Mini Extrusora, Avanti Polar Lipids. Rotaevaporador.

Obtencéo e Extruséo da formulag&o Lipossomal

Os lipidios DSPC e CH, juntamente com o eugenol foram dissolvidos
em mistura de cloroférmio e metanol (50/50 %, v/v). Os solventes, evaporados
em rotaevaporador a pressao reduzida, em temperatura entre 55 e 60° C. O
filme seco obtido foi mantido sob vacuo por 24 horas, em dessecador, para
assegurar a completa evaporacdo do solvente organico e apos esse periodo,
foi hidratado com salina, numa temperatura acima da temperatura de transicao
fase do fosfolipidio. Na obtencdo da formulacdo estudada foram utilizados
DSPC (1 mg/mL), colesterol (0,5 mg/mL) e eugenol (0,1 mg/mL).

Para a diminuicdo do tamanho das vesiculas foi empregado o método
de extrusdo com auxilio de mini extrusora, utilizando membrana de
policarbonato com poros de 0,1 pum.

Separacgao do eugenol livre do encapsulado:
Para a separacéo utilizamos o método de centrifugacéo, a 20.000 rpm/2 h.

Determinacéo da Eficiéncia de Encapsulacéo:
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Uma aliquota da formulag&o lipossomal, contendo somente o eugenol
encapsulado, foi tomada e diluida em etanol, para o rompimento das vesiculas
e liberagcdo do composto encapsulado. A determinacdo da concentragcao do
eugenol foi realizada por espectrofotometria na regido do UV, a um A de 282
nm, utilizando como branco uma solucdo etandlica de lipossomas vazios. As
analises foram realizadas em duplicata.

Determinacgéo da Atividade antioxidante “in vitro”, (SEBAALY, 2015):

Foram adicionados 2 ml de solucéo etandlica contendo DPPH (0,125
mM) a 1 ml de solucdo eugenol livre em salina e a 1 ml de suspensao
lipossomal contendo eugenol encapsulado. As misturas foram incubadas
durante 1 h a 25° C, na auséncia de luz e, em seguida, foram centrifugadas a
15000 rpm por 30 min. Os sobrenadantes foram separados e as absorbancias
medidas a 517 nm. Para branco do eugenol livre, foram preparadas misturas
de salina com solugdo etanolica de DPPH e para branco do eugenol
encapsulado foi utilizada suspensao lipossomal sem eugenol e solucdo
etanodlica de DPPH.

O percentual correspondente a atividade antioxidante foi calculado
como se segue: SA% = (1- As/Ao) x 100, onde: SA% corresponde a atividade
antioxidante, As é a absorbancia da amostra de eugenol livre ou lipossomas
contendo eugenol e Ap € a absorbancia da amostra branco. A atividade
antioxidante do eugenol livre e encapsulado foi determinada em duplicata.

Resultados e Discussao

Eficiéncia de Encapsulagéo:
A eficiéncia alcancada da formulacdo pelo do método do filme foi de
21,70 + 1,28% do total de eugenol que compde a formulacéo.

Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre:

Com a finalidade de avaliar a capacidade do eugenol encapsulado em
lipossomas e livre dissolvido em salina, em capturar radicais livres, tais como,
DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foram determinadas as atividades
antioxidantes. Constatou-se que o eugenol na suspensao lipossomal, contendo
0,23 mg/mL de eugenol encapsulado, apresentou atividade antioxidante de
29,63 + 0,33%. Entretanto, a mesma concentracdo de eugenol livre contida em
salina, ndo apresentou atividade antioxidante significativa (< 1%). Este
resultado pode indicar uma possivel degradacédo oxidativa do eugenol antes
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gue pudesse exercer sua atividade antioxidante, uma vez que se encontrava
livre em solucéo.
Conclusdes

O estudo revelou que o método do filme lipidico é eficiente na obtencéo
de suspensdes lipossomais, porém o método deve ser aperfeicoado com o
objetivo de melhorar a eficiéncia de encapsulacdo. Além disso, outras
concentragbes de eugenol e DPPH devem ser testadas na intencdo de
confirmar e investigar melhor os resultados referentes ao potencial
antioxidante do eugenol encapsulado em lipossomas.
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