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Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais no organismo. Esses
radicais sdo necessarios em muitos processos biologicos, mas também podem estar
relacionados a processos prejudiciais ao nosso organismo, tais como 0 estresse
oxidativo, o qual esta associado a doencas, tais como as neurodegenerativas e
cardiovasculares, e ao envelhecimento.

Os compostos fendlicos eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol, séao
fenilpropandides que apresentam propriedades antibacterianas, anestésicas,
analgésicas, antialérgicas e anti-inflamatorias, além de possuirem propriedades
antioxidantes, evitando lesfes oxidativas de carater cumulativo.

Visando compreender melhor o comportamento desses antioxidantes, este
trabalho teve como obijetivo avaliar a atividade antioxidante do eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol frente ao radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), bem como a
atividade antirradicalar destes compostos frente ao radical hidroxil (gerado
fotoquimicamente pela decomposicdo do perdxido de hidrogénio), preparar
nanocarreadores com diferentes organizacdes estruturais (nanocapsulas e
nanoemulsdes), e verificar a capacidade destas nanoestruturas em aumentar a
fotoestabilidade (radiacdo UV-C) quando comparadas aos compostos livres em

solucéo, na presenca e na auséncia do radical hidroxil (HOe).
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As dispersfes de nanocapsulas (NC) e nanoemulsfes (NE) foram preparadas
pelo método da deposicao interfacial do polimero pré-formado (poli-e-caprolactona) e
emulsificacdo espontanea, respectivamente. Todas as formulagcbes apresentaram
uma alta eficiéncia de encapsulamento, tamanho médio nanométrico, baixo indice
de polidispersdo, potencial zeta negativo e valores de pH &cido, permanecendo
estaveis apds 7 meses de armazenamento.

No estudo cinético da fotodecomposicdo, as solugbes dos antioxidantes
apresentaram a seguinte estabilidade (na auséncia do radical HOe+): eugenol >
dehidrodieugenol > isoeugenol. As formulagbes nanoestruturadas protegeram o0s
antioxidantes contra a fotodegradacdo UV-C, quando comparadas a solucao
hidroetandlica. A maior estabilidade das nanocédpsulas comparada a solucéo livre
pode ser atribuida a alta absorcéo do poliéster poli-e-caprolactona na regido do UV-
C.

Na presenca do radical HO-, o dehidrodieugenol foi o antioxidante com maior
atividade antirradicalar, seguido do eugenol e do isoeugenol. Os antioxidantes
encapsulados em nanocapsulas e nanoemulsdes apresentaram uma prolongada
atividade antirradicalar quando comparada com a solucdo de eugenol e seus
derivados.

Os testes de viabilidade celular mostraram que os sistemas nanoestruturados
(NC e NE) ndo foram toxicos para a concentracdo de antioxidante de até 1mg mL™.
Esta baixa citotoxicidade das amostras indica que as nanocapsulas e nanoemulsfes
preparadas neste trabalho podem ser consideradas substratos favoraveis para as

células vivas.

Palavras-chave: Eugenol. Isoeugenol. Dehidrodieugenol. Nanoparticulas.

Fotdlise. Cinética de decomposicao.
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There is a great interest in the study of antioxidants, mainly due to the findings
on the effect of radicals in the body. These radicals are needed in many biological
processes, but also may be related to processes harmful to our body, such as
oxidative stress, which is associated with diseases such as neurodegenerative and
cardiovascular diseases, and aging.

The phenolic compounds eugenol, isoeugenol and dehydrodieugenol are
phenylpropanoids that have properties antibacterial, anesthetic, analgesic,
antiallergic and anti-inflammatory, and antioxidant properties, preventing oxidative
damage cumulative character.

To better understand the behavior of these antioxidants, this study aimed to
evaluate the antioxidant activity of eugenol, isoeugenol and dehydrodieugenol
against the 1,1-diphenyl-2-picrylnydrazyl radical (DPPH), as well as the radical
scavenging activity of these compounds front of the hydroxyl radical (photochemically
generated from the decomposition of hydrogen peroxide), prepare nanocarrier with
different structural organizations (nanocapsules and nanoemulsions), and verify the
ability of these nanostructures to increase the photostability under UV-C compared to
the free compounds in solution in the presence and absence of hydroxyl radical
(HO-).



The dispersion of nanocapsules (NC) and nanoemulsions (NE) were prepared
by the method of interfacial deposition of preformed polymer (poly-g-caprolactone)
and spontaneous emulsification, respectively. All formulations presented high
encapsulation efficiency, nanometric size, low polydispersity index, negative zeta
potential and acid pH values, remaining stable after 7 of storage months.

In the kinetic study of the photodecomposition, the compounds showed the
following stability (in the absence of the radical HO¢): eugenol > dehydrodieugenol >
isoeugenol. The nanostructured formulations antioxidants promoted the protection
against UV-C photodegradation when compared to a hydroethanolic solution. The
increased stability NC compared to the free solution can be attributed to the high
absorption of polyester poly-e-caprolactone in the UV-C.

In the presence of HO- radical, the dehydrodieugenol was antioxidant the most
active antirradicalar, followed by eugenol and isoeugenol. Antioxidants encapsulated
in nanocapsules and nanoemulsions have a prolonged radical scavenging activity
compared with the solution of eugenol and its derivatives.

Cell viability test shows that the nanostructured systems (NC and NE) were
not toxic for antioxidant concentration at up to 1mg mL™. This low cytotoxicity of the
samples indicates that the nanocapsules and nanoemulsions prepared in this work

may be considered favorable substrate for viable cell.

Keywords: Eugenol. Isoeugenol. Dehydrodieugenol. Nanoparticles. Photolysis.

Kinetics of decomposition.
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1 INTRODUCAO

O corpo humano é continuamente exposto a radicais derivados do oxigénio,
chamados de espécies reativas de oxigénio (EROs), de origem enddgena ou
exogena, 0s quais podem levar ao estresse oxidativo. As EROs formam a classe
mais importante de espécies de radicais gerados em sistemas vivos. No organismo,
as EROs sao derivadas do metabolismo celular aerébico do oxigénio que resulta na
formacdo de agua. Durante esse processo sdo formados intermediarios reativos,
como os radicais superéxido (Oz*), hidroperoxil (HO2*"), hidroxil (HO), e o perdxido
de hidrogénio (H,0,).!

Além disso, as EROs podem ser geradas na pratica de exercicios fisicos
extenuantes, por reacdes inflamatorias, lesGes isquémicas e oxidacdo do colesterol
(LDL). As fontes externas de EROs incluem as radia¢cfes ionizantes (raio-x e raio-y),
luz ultravioleta, calor, fumaca do cigarro, solventes organicos e pesticidas, ingestao
de bebidas alcoodlicas, medicamentos como morfina e alucinégenos (cocaina),
contaminacg&o por metais como chumbo, aluminio, mercurio e ferro.?

Descobertas recentes tém mostrado que as EROs em baixas concentracdes
sao indispensaveis em muitos processos biolégicos, tais como: producéo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, mensagens intracelulares,
diferenciacao celular, apoptose, imunidade e defesa contra micro-organismos.**

Em condi¢cdes normais, existe um equilibrio entre os niveis de radicais e 0s
niveis de espécies antioxidantes, o qual € essencial para a sobrevivéncia e saude
dos organismos. Contudo, o estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio
na quantidade de EROs, ou seja, a geracdo de EROs excede a capacidade do
sistema bioldgico de eliminar os intermediarios reativos ou reparar os danos
causados por eles,®> elou had um decréscimo das defesas antioxidantes do
organismo.® O estresse oxidativo tem sido associado a uma lista crescente de
doencas, tais como as cardiovasculares e as neurodegenerativas (Parkinson e
Alzheimer), artrites, cancer, catarata, choque hemorragico e envelhecimento.>’

Normalmente, as células do organismo séo capazes de se defender contra os
danos produzidos pelas EROs com a utilizacdo de substancias de origem enddgena,

como as enzimas (glutationa peroxidase, superoxidase dismutase, catalases,
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lactoperoxidases e peroxirredoxinas), ou de origem exdgena, como O acido
ascorbico (vitamina C), tocoferéis (vitamina E), [B-caroteno, licopeno, selénio,
carotenoides e compostos fendlicos (por exemplo, resveratrol, rutina e eugenol).
Estas moléculas provenientes da dieta alimentar desempenham um importante
papel como antioxidantes celulares.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos € principalmente devido as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica.® Eles funcionam como
sequestradores de radicais e algumas vezes como quelantes de metais, agindo
tanto na etapa de iniciacdo como na de propagacdo dos processos oxidativos. Os
produtos intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes, sao relativamente
estaveis devido a ressonancia do anel aromético apresentada por estas substancias.

O eugenol, o isoeugenol e o dehidrodieugenol sdo compostos fendlicos que
apresentam propriedades antioxidantes, antibacterianas, anestésicas, analgésicas,

antialérgicas e anti-inflamatérias.®**

O eugenol e seus derivados sao eficazes para
prevenir a peroxidagao lipidica e inibir a atividade de algumas enzimas, como a
xantina-oxidase (cuja funcdo é catalisar a oxidacdo da hipoxantina em xantina e a
formacdo de acido uUrico a partir da xantina). Contudo estes compostos podem
apresentar atividade pro-oxidante em determinadas condi¢des. Publicacdes recentes
tém mostrado que os compostos eugenol e isoeugenol quando expostos a radiacao
visivel geram grandes quantidades de EROs devido a producéo de radicais fenoxil. ™
Além disso, alguns trabalhos tém mostrado que a inclusdo molecular do eugenol em

1618 ou em nanocéapsulas poliméricas'® protege este composto

B-ciclodextrina
fendlico da oxidacéo induzida por luz visivel, durante o armazenamento.

Sistemas nanoestruturados (NC e NE) podem ser empregados com a
finalidade de modificar a biodisponibilidade e distribuicdo de farmacos. Eles
apresentam uma alta area superficial, o0 que os torna altamente eficazes para o
encapsulamento de substancias lipofilicas, podendo promover uma liberacdo
homogénea do farmaco®. O eugenol e seus derivados apresentam uma baixa
solubilidade em agua, e o seu encapsulamento pode ser uma alternativa para
aumentar a sua biodisponibilidade. O uso destes compostos em sistemas
nanoestruturados é ainda pouco estudado.

Visto que, até o presente momento, ndo existe nenhum trabalho publicado na
literatura que investiga a cinética de fotodegradagdo dos antioxidantes eugenol,

isoeugenol e dehidrodieugenol encapsulados em nanoestruturas, e a atividade
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antirradicalar destes compostos frente ao radical HOe, gerado fotoquimicamente,
este trabalho tem por objetivo preparar nanocarreadores com diferentes
organizacfes estruturais (nanocapsulas e nanoemulsdes), verificar a capacidade
destas estruturas em aumentar a fotoestabilidade do eugenol e seus derivados
frente a radiacdo UV-C e determinar a acdo antirradicalar frente ao radical HO-,
gerado artificialmente pela decomposicéo do peroxido de hidrogénio.

A administracdo de eugenol e seus derivados por meio de nanovetores pode
ser util para diminuir os efeitos adversos de EROs geradas a partir de fontes
exdgenas, evitando o0 estresse oxidativo. Desta maneira, as propriedades
antioxidantes benéficas destes compostos fendlicos nanoencapsulados podem ser

aproveitadas na industria farmacéutica, de cosméticos e de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo avaliar a cinética de decomposicao fotolitica e
atividade antirradicalar dos compostos eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenaol,

livres e encapsulados, em nanocapsulas e nanoemulsées.

2.2 Objetivos Especificos

- Sintese do dehidrodieugenol, a partir do eugenol;

- Avaliar a atividade antioxidante das solu¢cdes de eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol frente ao radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil);

- Determinar as constantes de decomposicéo fotolitica do eugenol e seus
derivados, livres e encapsulados em nanocapsulas de poli-e-caprolactona e em
nanoemulsdes, na presenga e na auséncia do radical HOe-, utilizando-se as técnicas
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), espectroscopia UV-Vis e de
fluorescéncia;

- Realizar a caracterizacéo fisico-quimica das nanoestruturas (NC e NE) por
meio da determinacdo de seu conteudo de droga, eficiéncia de encapsulamento, pH,
raio hidrodindmico (Ry), indice de polidisperséo, potencial zeta (&) e da estabilidade
em funcéo do tempo;

- Avaliar os aspectos estruturais das nanoestruturas destes sistemas por
medidas de espalhamento de raios-x a baixos angulos (SAXS);

- Avaliar a viabilidade celular, através da realizacdo de testes “in vitro” da
reducdo do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], ap6s o

tratamento das células com as nanoestruturas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Nanotecnologia: sistemas nanoestruturados

A nanotecnologia pode ser definida como um campo cientifico multidisciplinar
baseado no desenvolvimento, na caracterizacdo, na producdo e na aplicacdo de
estruturas, dispositivos e sistemas com forma e tamanho na escala nanométrica.?
As nanoparticulas poliméricas séo dispersdes coloidais que apresentam um
diametro que varia de 10 a 1000 nm.?

Na ultima década, um grande numero de trabalhos tem sido devotado ao
estudo de nanoparticulas poliméricas visando aplicacdes terapéuticas, sendo
planejados principalmente para administrac&o oral, parenteral, tépica e oftalmica.?*%
Uma das areas mais promissoras na utilizacdo das nanoparticulas é a vetorizacao
de genes e farmacos, tais como os antioxidantes'®, os anticancerigenos® e os
antibioticos®. O encapsulamento dos agentes terapéuticos visa: (a) diminuir os
efeitos colaterais, como a irritagcdo da mucosa intestinal, (b) promover a protecao da
droga contra a degradacao catalisada por luz durante o armazenamento, (c) evitar a
degradacdo da droga no trato gastrointestinal, devido ao pH, aumentando a
biodisponibilidade dos mesmos, (d) controlar a taxa de liberacdo dos farmacos
diminuindo os efeitos colaterais devido a absorcdo sistémica, bem como (e)
aumentar a estabilidade de substancias ativas.?’

As principais caracteristicas que as nanoparticulas poliméricas devem possuir
para serem utilizadas em sistemas de liberacdo de agentes terapéuticos séao:
biocompatibilidade, n&o serem imunogénicas e, dependendo da via de
administracdo, se degradarem em metabdlitos que sdo absorvidos ou excretados
pelo organismo.?®%°

Neste campo de pesquisa, trés tipos de sistemas sao utilizados para a
preparacdo de nanoparticulas: polimeros naturais, polimeros sintéticos e lipidios.*°
Cada sistema possui suas proprias caracteristicas com relacdo ao tempo de
circulacdo, degradacao, capacidade de armazenamento e perfil de liberacdo do

farmaco.®!
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Os polimeros sintéticos tém como vantagem sobre os polimeros naturais a
alta pureza e reprodutibilidade. Dentre os polimeros sintéticos, a familia dos
poliésteres é de grande interesse devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, (promovem a sua biodegradacdo in vivo e consequente
remocdo do organismo). Os poliésteres mais utilizados para a producdo das
nanoparticulas sdo o poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), poli(e-
caprolactona) (PCL), poli(hidroxibutirato) (PHB) e copolimeros como poli(acido latico-
co-acido glicolico) (PLA-co-PGA), poli(acido latico-co-etileno glicol) (PLA-co-PEG).*
A degradacédo destes materiais produz os correspondentes hidroxiacidos, tornando-
0s seguros para utilizagcéo in vivo.

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas como nanocapsulas e
nanoesferas, as quais podem atuar como nanocarreadores, e que diferem entre si
segundo a composicdo e a organizagao estrutural. As nanocapsulas apresentam
uma estrutura tipo vesicular e as nanoesferas uma estrutura tipo matriz,** conforme

ilustrado na Figura 1.

Hanocapsulas Hanoesferas
0 O :
Ear_e!je_ W2 o) a Y CCFB - .- r_.1ﬂ?r|.z
polimérica & £ = @RONE00 polimérica
Hicleo 2 o = %% o0
. 4] L5 o
oleoso - - - o 0\
Farmaco a) b) c) d)

Farmaco

Figura 1 — a) Farmaco dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a
membrana polimérica das nanocépsulas; c) farmaco retido nha matriz polimérica das nanoesferas; d)
farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas. (Adaptado de
SCHAFFAZICK, S.R. et al. Caracterizagdo e estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos

nanoparticulados para administracédo de farmacos. Quimica Nova, v. 26, n. 5, p. 726-737, 2003).

Nanocapsulas podem ser comparadas a sistemas vesiculares, nos quais o
farmaco é confinado numa cavidade constituida de um liquido interno rodeado por
um invélucro polimérico.?’ Contudo, de um ponto de vista mais geral, as
nanocapsulas podem ser definidas como sistemas nanovesiculares que apresentam

uma estrutura tipo coroa-nucleo, na qual o farmaco é confinado em um reservatorio,



33
Revisao Bibliografica

rodeado por uma membrana polimérica. Além disso, levando-se em conta as
limitacbes operacionais do método de preparacdo das nanocapsulas, o farmaco
pode estar também adsorvido & parede polimérica.** A cavidade pode conter o
principio ativo na forma solida, liquida ou como uma dispersdo molecular.®
Conforme o método de preparacdo e as matérias-primas empregadas, o reservatorio
pode ser lipofilico ou hidrofilico.

Por outro lado, as nanoesferas sao aqueles sistemas em que o farmaco
encontra-se homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da matriz
polimérica (agregagdo fisica), a qual ndo apresenta liquido interno em sua
composicdo.*3® As nanocépsulas e nanoesferas séo estabilizadas por surfactantes
(tensoativos) na interface particula/agua, os quais ajudam a impedir a aglomeracéo
destas particulas.

Da mesma forma que as nanoparticulas poliméricas, as nanoemulsdes
também tém sido investigadas como nanocarreadores de farmacos. Estes sistemas
coloidais sdo preparados sem o polimero e constituidos por nanogotas oleosas
estabilizadas por surfactantes em meio aquoso.’

Diferentes métodos para a preparacdo de nanoparticulas tém sido descritos
na literatura, os quais tém evoluido no sentido da utlizacdo de solventes e
componentes menos toxicos e na simplificacdo do processo, objetivando-se
aperfeicoar as técnicas em termos de rendimento e de eficiéncia de encapsulamento
de farmacos.* Estes diferentes métodos permitem a modulacédo da estrutura, da
composicao e das propriedades fisioldégicas das nanoparticulas.

A escolha do método de preparo e o eficiente desenvolvimento de
formulacbes de nanoparticulas poliméricas dependem da escolha do sistema
polimérico mais apropriado para se obter um maximo encapsulamento e da
solubilidade do farmaco a ser encapsulado. Estes métodos podem ser classificados
em duas categorias principais, sendo elas, a polimerizacdo in situ de mondémeros
dispersos® e a dos polimeros pré-formados.*®* Independentemente do método de
preparacdo, os produtos sdo obtidos como suspensdes coloidais aquosas. Neste
trabalho foi utilizado o método do polimero pré-formado para a preparacdo das
nanocapsulas, por isso sera abordado a seguir.

Genericamente, existem seis métodos classicos para a preparacao de
nanoparticulas a partir dos polimeros pré-formados: nanoprecipitacdo (deposicédo

interfacial ou deslocamento do solvente), emulsao-difusédo, dupla emulsédo, emulsao-
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coacervacao, polimero de revestimento e camada por camada (layer-by-layer). O
procedimento geral para obtencdo de nanoparticulas a partir destes métodos é
apresentado na Figura 2.

As nanocipsulas preparadas neste trabalho empregam o método da

deposicao interfacial do polimero pré-formado, desenvolvido por Fessi e

colaboradores® e utilizou-se o poliéster poli-e-caprolactona como membrana

polimérica. Este método é amplamente utilizado para encapsulacdo de farmacos,

como anti-inflamatérios e analgésicos,*™*’

41,43,50

antineoplasicos,*
52,53

antipneumonia,®

antiacne,’? anticonvulsivante,®*

56-59

antibactericida, antifingico,

radiomarcador,>® imunossupressor,”® antiestrogénico® e

5,62,63

imunomodulador,

antioxidantes.
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Figura 2 — Procedimento geral dos diferentes métodos para a prepara¢do das nanocapsulas.
(Adaptado de MORA-HUERTAS, C. E. et al.
International Journal of Pharmaceutics, v. 385, p. 113-142, 2010).

Polymer-based nanocapsules for drug delivery.
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3.2 Antioxidantes e os radicais

Além da escolha do polimero e do método de preparacdo das nanocépsulas,
outro aspecto importante relacionado aos sistemas envolvendo o encapsulamento
de principios ativos em nanoparticulas, é a escolha do farmaco. Nos ultimos anos,
uma das classes de farmacos mais utilizada nos processos de encapsulamento € a
dos chamados antioxidantes, pois previnem o envelhecimento e as doencas
degenerativas, relacionadas aos danos causados ao organismo pelos radicais que
podem levar a enfermidades como céancer, doencas cardiovasculares, catarata,
diminuicéo do sistema imunolégico e disfuncées cerebrais.®

Os radicais sdao atomos ou moléculas, formados em reacbes de oOxido-
reducdo,® que contém nGmero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrénica.
Essa configuragédo faz dos radicais, moléculas altamente instaveis, com meia-vida
curtissima e quimicamente muito reativas,® pois podem ceder o elétron
desemparelhado, oxidando-se, ou receber outro, reduzindo-se. Com isso, eles
propiciam reacfes em cadeia que terminam alterando a conformacéo, a estrutura ou
as funcdes de diversos componentes celulares.®

O excesso de radicais, nocivos ao organismo, € combatido por compostos
antioxidantes produzidos pelo corpo (defesas antioxidantes) ou absorvidos da dieta,
gue estabilizam ou desativam os mesmos, evitando lesfes oxidativas de carater
cumulativo. Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a
exemplo da glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoxido dismutase
(SOD) ou, nado-enzimaticamente, a exemplo da glutationa (GSH), peptideos de
histidina e proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina).

Sao conhecidos trés sistemas enzimaticos antioxidantes (Figura 3): o primeiro
€ composto por dois tipos de enzimas SOD, que catalisam a destruicdo do radical
anion superoxido, convertendo-o em oxigénio e peroxido de hidrogénio. O segundo
é formado pela enzima CAT que atua na dismutacédo do peroxido de hidrogénio em
oxigénio e agua. O terceiro sistema é composto pela GPx que reduz o peréxido de

hidrogénio em agua.*
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Figura 3 — Percursos de formacdo de EROs, do processo de peroxidacgéo lipidica e do papel
da glutationa (GSH) e outros antioxidantes (vitamina C, vitamina E, &cido lipdico) na gestdo do
estresse oxidativo (equacBes ndo-balanceadas). (Adaptado de VALKO, M. et al. Free radicals and

antioxidants in normal physiological functions and human disease. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, v. 39, p. 44-84, 2007).

Em condi¢des normais do metabolismo celular aerdbico, o O, sofre reducéo
na mitocondria, resultando na formacdo de H,O. Durante este processo ocorre a
formacdo de varios intermediarios reativos, como os radicais superéxido (Oz*),
hidroperoxil (HO2*), hidroxil (HO+), e o peroxido de hidrogénio (H.O;), conforme
mostrado na Figura 4. O radical hidroxil € o radical mais reativo conhecido, pelo fato
de possuir um tempo de meia-vida muito curto (Tabela 1),%° fazendo com que haja
uma combinacdo extremamente rapida deste radical com metais ou outros
compostos, no proprio sitio onde foi produzido, confirmando assim, sua alta

reatividade. Assim, se o radical HO- for produzido préximo ao DNA, poderao ocorrer
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modificacdes de bases nitrogenadas, levando a inativacdo ou mutacdo do DNA.
Além disso, o radical HO+ pode inativar varias proteinas ao oxidar seus grupos
sulfidrilicos formando pontes dissulfeto e iniciar a oxidacdo dos &cidos graxos

poliinsaturados (lipoperoxidacéo) das membranas celulares.>®’

O, (:5:6:)

©

(HOO)H02 Z(OO

2H}f<>

HzOz (H-OaOaH)
H'| —@E)

OH (-O#)

H,0

H,0 (H:O:H)

Figura 4 — Reducéo do oxigénio molecular na mitocondria com formacéo de dgua. (Adaptado
de FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA, L. S. Radicais Livres: conceitos, doencas relacionadas,
sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista da Associacdo Médica Brasileira, v. 43, p. 61-68,
1997).

Tabela 1 — Alguns radicais importantes nos organismos vivos e seus tempos de meia-vida

estimados.
Radical t %2 (s)
Hidroxil (HO) 10
Alcoxil (RO¢) 10°
Peroxil (ROO¢) 10™

Fonte: RIBEIRO, S. M. R. et al. A formacao e os efeitos das espécies reativas de oxigénio no
meio bioldgico. Bioscience journal. v. 21, n. 3, p.133-149, 2005.
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Os antioxidantes, mesmo presentes em baixas concentracdes em relagao ao
oxidante, séo capazes de inibir a oxidagéo de diversos substratos. Basicamente, isto
se da por meio de dois mecanismos: o primeiro envolve a inibicdo da formacéo de
radicais livres na etapa de iniciagcdo; e o segundo abrange a eliminacdo dos radicais
produzidos na etapa de propagacdo, como hidroxil (HO¢) e peroxil (ROQs), através
da doacao de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em
cadeia.®® Este mecanismo é ilustrado nas reacées abaixo:

HO+ + ArOH — H,0O + ArO-
ROQO-« + ArOH — ROOH + ArO-

Devido a importancia dos antioxidantes na prevencdo das mais diversas
doencas no organismo, e considerando a grande variedade de compostos com
atividade antirradicalar, escolhnemos trabalhar com trés antioxidantes da classe dos
compostos fendlicos: eugenol (E), isoeugenol (I) e dehidrodieugenol (D), cuja

estrutura esta representada na Figura 5.

OH OH OH  OH
/o.\tk _o. _o._/ (O
\J SN | Z

P S

Figura 5 — Estrutura quimica dos antioxidantes estudados neste trabalho: a) eugenol, b)

isoeugenol e c) dehidrodieugenol.

O eugenol e seus derivados possuem capacidade antioxidante para inibir a
peroxidacdo lipidica induzida por espécies reativas de oxigénio.” O eugenol (2-

metdxi-4-prop-2-enilfenol ou 4-alil-2-metdxifenol) € um fenilpropandide conhecido
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como esséncia de cravo, pois esta presente em grande quantidade no dleo
essencial de cravo da india (Eugenia aromatica), podendo também ser extraido da
canela, pimenta, noz moscada, canfora, louro e alguns outros 6leos naturais. Este
composto € amplamente utilizado em odontologia, como material para formar o
cimento dentario com 6xido de zinco, fazer o capeamento da polpa do dente,
restauracdo tempordria e selar o canal da raiz, ou como agente sedativo.’’ E
também empregado na industria de cosméticos. Além disso, este composto
apresenta propriedades antioxidantes, analgésicas, antissépticas, antialérgicas, anti-
inflamatodrias e antibacterianas.™

O isoeugenol (2-meto6xi-4-prop-1-enilfenol), um isémero do eugenol, pode ser
extraido do calamo, cananga do Japdo (ylang-ylang), manjericdo, cravo, noz-
moscada, semente de endro, tabaco, junquilho, sandalo, gardénia, petinia e outras
flores ou pode ser sintetizado pela isomerizacdo do eugenol.*? Por possuir uma
fragrancia com o odor picante do cravo, ele é incorporado em varios produtos
cosméticos e de higiene pessoal, incluindo perfumes, locbes creme, sabonetes e
detergentes. Como um agente aromatizante, o isoeugenol é adicionado as bebidas
néo alcodlicas, alimentos cozidos e gomas de mascar.*

O dehidrodieugenol, um dimero do eugenol, € obtido pelo acoplamento
oxidativo do eugenol com hexacianoferrato (Ill) de potassio.* Este composto possui
também propriedades antimutagénicas, antibacterianas e anti-inflamatorias.

Os comités de aditivos alimentares da FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas
para a Agricultura e Alimentacdo) e da OMS (Organizacdo Mundial da Saude) tém
permitido uma ingestao diaria de eugenol para os seres humanos de 2,5 mg/Kg da
massa corporal. Este composto € considerado ndo carcinogénico e hdo mutagénico
e reconhecido como seguro pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados
Unidos. Por outro lado, um aspecto muito importante em relacdo ao eugenol e
isoeugenol, e que motivou a realizacdo deste trabalho, é o fato de que estes
compostos podem apresentar tanto atividade antioxidante como pro-oxidante sob

determinadas condicées.®®"*

Em geral, a baixas concentracdes, o eugenol atua
como um antioxidante com efeitos benéficos de anti-inflamatério. Contudo, a altas
concentragcfes estes compostos podem apresentar diversos efeitos adversos como
sensibilizacdo da pele, reacdes alérgicas e inflamatorias devido a sua capacidade
pré-oxidante, possivelmente devido ao estresse oxidativo. Como estes compostos

sao utilizados diretamente em contato com a pele ou com a mucosa da cavidade
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bucal, o estresse oxidativo induzido pela luz e/ou oxigénio molecular pode
desempenhar um papel crucial na sua citotoxidade.*®

A citotoxidade destes compostos pode ser atribuida a atividade bioldgica e a
estabilidade por ressonancia dos radicais fenoxil (ArOe) formados durante a
exposicdo a luz e oxigénio.”” A formacédo dos radicais fenoxil ocorre através do
mecanismo de transferéncia de um elétron. A Figura 6 apresenta as estruturas dos
radicais fenoxil formados durante o estresse oxidativo do eugenol e isoeugenol. O
radical fenoxil formado a partir do eugenol pode sofrer posterior oxidacdo a
guinonametide, ao passo que o obtido a partir do isoeugenol pode originar um

radical benzila. Thompson e colaboradores’® "

mostraram que a quinonametide,
formada a partir do eugenol, é capaz de ligar-se covalentemente ao grupo tiol das
proteinas, formando glutationa conjugados, levando a efeitos citotoxicos pela

diminuicdo da capacidade antioxidante celular em cultura de células vivas.

OH C|)°
/O o /o =
Eugenol Radical fenoxil Quinonametide
OH (I)o 0
../O = /O /O
g ;
= = o
Isoeugenol Radical fenoxil Radical benzil

Figura 6 — Estrutura quimica do eugenol, isoeugenol e seus intermediarios (Adaptado de
ATSUMI, T.; FUJISAWA, S.; TONOSAKI, K. A comparative study of the antioxidant/prooxidant
activities of eugenol and isoeugenol with various concentrations and oxidation conditions. Toxicology
in Vitro, v. 19, p. 1025, 2005).

Atsumi e colaboradores’ demonstraram nos seus experimentos que grande

guantidade de EROs foram encontradas quando o eugenol era exposto a luz visivel
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e/ou em meio alcalino, e que a quantidade de EROs aumentava com o tempo de
exposicdo a radiacao visivel e/ou com o aumento do pH, resultando num aumento
da citotoxidade. Estes autores sugerem ainda que as EROs sejam produzidas pelos
radicais fenoxil do eugenol.

Na literatura, sdo poucos os trabalhos que tém sido publicados sobre a

inclusdo do eugenol em B-ciclodextrinas (p-CD)**8

OU sua associacdo em uma
matriz, como nas nanoparticulas poliméricas.’® As ciclodextrinas sédo capazes de
formar complexos supramoleculares com uma grande variedade de moléculas de
baixa massa molecular, como os compostos fendlicos, e de maneira geral, esta
inclusdo aumenta a estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade da molécula
héspede.”®"”

Zhan e colaboradores'’ mostraram que B-CD forma facilmente complexos de
inclusdo com eugenol em pH neutro e levemente acido e que as forcas de Van der
Walls e as interacbes hidrofobicas contribuem para este processo. Choi e
colaboradores'® evidenciaram que o método da emuls&o-difusdo foi mais efetivo que
0 método da inclusdo em B-CD para proteger o eugenol da oxidacao pela luz visivel

durante o tempo de armazenamento.

3.3 Atividade antioxidante

Uma grande quantidade de radicais € gerada no organismo e 0S compostos
fendlicos e polifendlicos desempenham um importante papel como antioxidantes
celulares. A seguir sera descrito os mecanismos de atuacdo dos antioxidantes e 0s
principais métodos utilizados para avaliar a atividade antirradicalar.

A quantificacdo da atividade antioxidante total € descrita na literatura por
diversas metodologias, principalmente, para amostras de fluidos biologicos, extratos
de alimentos e plantas, e compostos puros. Cada método varia quanto ao tipo de
radical gerado e ao método de deteccéo e quantificacdo usado.”"®

Os ensaios antioxidantes podem ser classificados em dois grupos: os
métodos diretos (ensaios baseados em estudos de cinética quimica) e os métodos

indiretos (ensaios mediados pela transferéncia de elétrons).*
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Os radicais podem ser gerados por processos fisico-quimicos, quimicos ou
enzimaticos. Os métodos fisico-quimicos envolvem técnicas como fotdlise ou
oxidagdo fotodinAmica. J& os métodos quimicos, utilizam sistemas, por exemplo,
reacdo de Fenton, que contém um agente redutor e um ion metdlico. E, por fim, os
métodos enziméticos empregam principalmente as reacdes da xantina oxidase e da
NAD(P)H oxidase na geracao de radicais.

Entre as metodologias mais conhecidas para determinacdo da atividade
antioxidante de extratos e substancias puras, estdo 0s ensaios de captura de
radicais, como o DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)®* e o ABTS [2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)].?> O DPPH é um radical estavel, de coloracéo
parpura que absorve num comprimento de onda de 515 nm.*® Na presenca de
antioxidante, o DPPH recebe He sofrendo reducédo, passando a ter uma coloracao
amarelada, conforme ilustrado na Figura 7. A quantificacdo do DPPH é realizada
utilizando-se a absorbancia na regido do visivel. O ensaio € iniciado pela adicdo do
DPPH a amostra. Entdo, a capacidade da amostra de reduzir o DPPH, é
evidenciada pela porcentagem de DPPH restante no sistema, a qual € inversamente

proporcional & concentracéo de antioxidante 38!

N—N NO, + AH —= N—N NO, + A

DPPH- (violeta) DPPH-H (amarelo)

Figura 7 — Reacdo do DPPH com espécies antioxidantes.

Recentemente, Montserrat e colaboradores®® propuseram o método
ANCOMROS para a determinacdo da capacidade antioxidante total, baseada na
interacdo do antioxidante com EROs. A nova metodologia proposta detecta as EROs
por fluorescéncia e emprega o composto DCFH-DA (2',7-diclorofluoresceina

diacetato) como substrato. Resumidamente, o antioxidante é exposto ao radical
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peroxil gerado pela decomposicdo térmica do ABAP (2,2'-azobis,2
methilpropionamidina dihidrocloreto) na temperatura de 35°C. Ao sistema €
adicionado o reagente DCFH-DA, apoés ter sido desacetilado empregando-se o
método de Takanaski,®® gerando o composto DCFH. O composto n&o fluorescente
DCFH é oxidado pelo radical peroxil, gerando a molécula fluorescente DCFe, o qual
€ detectado por uma emissao fluorescente no comprimento de onda de 525 nm
guando excitado em 488 nm. A decomposicao térmica do ABAP e consequente
formacdo do ROO- é monitorada por 30 min, com leituras a cada 5 min. O esquema
geral do método é mostrado na Figura 8. A capacidade antioxidante total (CAotal)

contra o radical peroxil é estimada utilizando-se a Equacéao 1.

(AaBap — As/aBap)
CAotal =

Equacéo 1
As/ABAP

onde Aasap € As/asap representam as areas do espectro de fluorescéncia com e sem
ABAP, respectivamente. A diferenca relativa entre a area com e sem ABAP é
considerada uma medida da capacidade antioxidante, com uma alta diferenca
significando uma baixa capacidade antioxidante, pois altos niveis de fluorescéncia
sdo obtidos apds a adicdo de ABAP devido a baixa capacidade do antioxidante de

neutralizar os radicais peroxil.



44
Revisao Bibliografica

10000 1
<
o [+]
et < %
2
a a L 50001
A c
COOH =
2", T'-Diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA)
0 " "
ABAP 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)
termalise
/_/ [235°C) DCF
Acetatos ROS Emissﬁoﬁde_
(DA) fluorescéncia
H OH H
cl cl o l
H
COOH COOH

2'.7"-Dicloroflucresceina (DCFH) Diclorofluoresceina (DCF )

Figura 8 — Fluxograma do método ANCOMROS empregado para a determinacdo da
capacidade antioxidante total contra o radical peroxil (Adaptado de: AMADO, L. L. et al. A method to
measure total antioxidant capacity against peroxyl radicals in aquatic organisms: Application to
evaluate microcystins toxicity. Science of the Total Environment, v. 407, p. 2115-2123, 2009;
TAKANASHI et al. Fluorophotometric Quantitation of Oxidative Stress in the Retina In Vivo.
Investigative Ophthalmology & Visual Science, v. 38, p. 2721-2728, 1997).

Outra possibilidade do método ANCOMROS é substituir o ABAP pelo sistema

Fe*?/H,0,, gerando HO-, de acordo com a reacdo Fenton:

Fe** + H,0, — Fe®" + HO« + HO'

O composto néo fluorescente DCFH € oxidado pelo radical hidroxil gerando a

molécula fluorescente DCFe, a qual é detectada por uma emissao fluorescente no
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comprimento de onda de 525 nm, quando excitado em 488 nm. O esquema geral do
meétodo é mostrado na Figura 9.
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2',7"-Diclorofluoresceina (DCFH)

Diclorofluoresceina (DCF™)

Figura 9 — Fluxograma do método ANCOMROS empregado para a determinagdo da
capacidade antioxidante total contra o radical hidroxil (Adaptado de: AMADO, L. L. et al. A method to
measure total antioxidant capacity against peroxyl radicals in aquatic organisms: Application to
evaluate microcystins toxicity. Science of the Total Environment, v. 407, p. 2115-2123, 2009;
TAKANASHI et al. Fluorophotometric Quantitation of Oxidative Stress in the Retina In Vivo.
Investigative Ophthalmology & Visual Science, v. 38, p. 2721-2728, 1997).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solugdes

Todos os solventes (acetonitrila, acetona, etanol e metanol) e reagentes
utilizados foram de grau analitico e todas as solu¢cbes foram preparadas com agua
ultrapura (Milli-Q). Os reagentes eugenol (99%), isoeugenol (98%), hidroxido de
aménio (NH4OH), hexacianoferrato (lll) de potassio [KsFe(CN)g], acido cloridrico
(HCI), monoestearato de sorbitano (Span 60), polisorbato 80 (Tween 80), poli-¢-
caprolactona (PCL, M,, = 70 kD a 90 kD) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o
Paulo, Brasil). O peroxido de hidrogénio, H,O,, (30% v/v) foi obtido da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil) e os triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (TCM) da Delaware
(Porto Alegre, Brasil). A acetonitrila, acetona, metanol e etanol foram adquiridos da

Tedia Brazil.

O

OH
CHS{CHE}HCHE)LD 0

OH

OH

Figura 10 — Estrutura do surfactante monoestearato de sorbitano (Span 60).

HO{CH=CH=0),, JDC HzCH;z),OH
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Figura 11 — Estrutura do surfactante polisorbato 80.



48
Materiais e Métodos

As solugcdes padrao dos antioxidantes eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol foram preparadas em solvente hidroetandlico 10% (v/v) e

armazenadas ao abrigo da luz e a baixas temperaturas, quando necessario.

4.2 Sintese do dehidrodieugenol

A sintese do antioxidante dehidrodieugenol foi feita pelo acoplamento
oxidativo do eugenol com KsFe(CN)s como agente oxidante (conforme Reacédo 1),
seguindo o método descrito por De Farias Dias.'*®" A uma solucdo de eugenol
(1,0g, 6,2dmmol) em uma mistura de acetona e agua (2:1, v/v, 30mL), foram
adicionados 18mL de solucédo aquosa de NH,OH (28%) e a mistura foi agitada por
10 minutos.

NHsOH

OH
2 ] o KsFe(CN
Reacédo 1 ‘“xj M&
|

Apds, uma solucdo aquosa saturada de KsFe(CN)s (2,0g, 6,1mmol) foi
adicionada a essa mistura, gota a gota, por um periodo de 4h a 5h, e em seguida, foi
acrescentado 18mL de solucédo aquosa de NH,OH (28%). A mistura foi agitada por
16h adicionais, a temperatura ambiente, e em seguida neutralizada com HCI 10%.
Houve a formacdo de um precipitado sélido que foi filtrado, lavado trés vezes com
agua ultrapura e seco a temperatura ambiente. O produto bruto foi cristalizado com
etanol e apds, descolorido com carvao ativado. Em seguida o produto obtido da
cristalizacao foi recristalizado com uma mistura de hexano/diclorometano. Para
confirmacdo da estrutura do composto dehidrodieugenol foi feito espectro de RMN
'H (ver anexo A). Foi feita a seguinte atribuico dos picos de RMN *H (CDCls/TMS):
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§ 3.352 (d, 4H, J = 6.602 Hz, CH-7, CH»-7’), 3.901 (s, 6H, OCH3-10, OCH3-10"),
5.038 - 5.115 (M, 4H, CH,-9, CH-9’), 5.928 — 6.029 (m, 2H, CH,-8, CH-8"), 6.716 (d,
2H, J = 1.956, CH-2, CH-2'), 6.745 (d, 2H, J = 1.956, CH-6, CH-6").

4.3 Ensaios da capacidade antioxidante frente ao DPPH

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante frente ao DPPH foi feita

88 monitorando-se 0 consumo do

seguindo metodologia descrita na literatura,
radical DPPH pelas amostras, através da medida do decréscimo da absorbancia das
solugdes, nos tempos 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5; 9;
9,5; 10; 20; 30; 40; 50 e 60 min.

As amostras monitoradas foram preparadas em metanol e analisadas em
diferentes concentracdes dos antioxidantes (2,5x10™° mol L™, 5x10° mol L™ e 1x10™
mol L™) e uma concentracéo inicial de DPPH igual a 1x10“mol L™. O monitoramento
das medidas de absorbancia foi feito em triplicata, na temperatura de 20°C, sob
agitacdo magnética constante, no espectrofotometro UV-Vis Cary 50 Bio (Varian) e,

no comprimento de onda (A) de 515 nm.

4.4 Preparacado das nanoestruturas

As nanocapsulas foram preparadas em triplicata, pelo método de deposicéo
interfacial do polimero pré-formado, proposto por Fessi e colaboradores.®*® Em um
béquer de 100 mL foram dissolvidos em 67mL de acetona, o antioxidante (0,025g), o
surfactante Span 60 (0,1915g), o PCL (0,25g) e o TCM (0,825mL), sob agitacéo
magnética, a temperatura de 40°C, por uma hora. Separadamente, o surfactante
Tween 80 (0,1915g) foi dissolvido em agua (134mL), sob agitacdo magnética, a
temperatura ambiente. Em seguida, a fase orgéanica, totalmente solubilizada, foi
vertida lentamente e sob agitacdo moderada, a temperatura ambiente, através de

um funil, sobre a fase aquosa. Apds, as suspensdes foram mantidas sob agitacao
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moderada durante 10 minutos a temperatura ambiente. O procedimento geral de
obtencdo das nanocapsulas pelo método da deposicéo interfacial é ilustrado na
Figura 12. A seguir, procedeu-se a evaporacdo sob pressdo reduzida de cada
suspensao de nanocépsulas em rotaevaporador (60 rpm e banho termostatico de
40°C), chegando a um volume final de 25 mL para eliminacdo da acetona e ajuste da
concentracdo final do antioxidante (1mg mL™). Em seguida, as dispersdes coloidais

foram armazenadas ao abrigo da luz.

Fase orgénica
b BN

SN Fase aquosa Precipitacao do polimero

hd
Fase aquosa ", (e ¢ S\ ~)~ Fase oleosa

. —=—a. Polimero
v _~ Surfactante
= +« Droga

Agitador magnetico -

Figura 12 — Procedimento geral do método de deposicéo interfacial para a preparagdo das

nanocapsulas.

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método da emulsificacdo
espontanea.”® Neste método, o polimero poli-e-caprolactona ndo esta presente na
formulacéao.

Do mesmo modo de preparo das nanoemulsdes, contudo sem o 6leo e sem o
polimero, foram preparadas ainda, dispersfes coloidais (nanodispersdes) contendo
os surfactantes Span 60, Tween 80 e a mistura Span 60/Tween 80 (1:1 m/m), com o

objetivo de realizar os experimentos de SAXS.
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4.5 Caracterizagéo fisico-quimica das nanoestruturas

As nanoparticulas foram caracterizados por meio do teor de antioxidante,
eficiéncia de encapsulamento, raio hidrodinamico, indice de polidisperséo, pH,
potencial zeta e estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento. Além disso,
0S seus aspectos estruturais foram analisados por SAXS.

4.5.1 Determinagao do teor de antioxidante e eficiéncia de encapsulamento

O teor de antioxidante foi determinado, em triplicata, apos a dissolucao das
nanocapsulas ou nanoemulsdes em acetonitrila (0,375mL de suspensédo e
completou-se até 5mL de acetonitrila), agitacdo magnética durante 10 minutos e
filtracdo (VertiClean™, NYLON, 25mm, 0,45um, Vertical, Bangkok, Tailandia). Apos,
o teor de antioxidante foi analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

O antioxidante livre foi determinado no ultrafiltrado, ap0s separacdo das
nanoparticulas pela técnica de ultrafiltracdo/centrifugacdo (Amicon® Ultra, 0,5mL,
10000 MW, Millipore, Carrigtwohill, Irlanda), em 5460 rpm, durante 10 minutos.

A eficiéncia de encapsulamento (%EE) foi calculada segundo a Equacéo 2:

5 0 _ DE
Equacéo 2 % EE —— 100

onde DE é a droga encapsulada (diferenca entre a concentracéo de droga total e a

concentracdo de droga livre) e TTD € o teor total de droga.
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4.5.2 Determinagdo do pH, raio hidrodinamico, indice de polidispersao e potencial

zeta

Os valores de pH das suspensdes foram determinados em triplicata no
pHmetro DM-20 (Digimed). O raio hidrodinamico e o indice de polidispersdo também
foram medidos em triplicata, ap6s diluicdo (1:500) das suspensfes em agua
ultrapura e filtracdo (NYLON, 0,45um), por espectroscopia de correlacdo de fotons (3
medidas/lote; 7 corridas de 30s/medida) utilizando-se o equipamento Nano ZS,
Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Essas medidas
foram feitas num angulo de espalhamento de luz de 173° a 25°C.

A mobilidade eletroforética e o valor do potencial zeta foram determinados (3
medidas/lote; 12 corridas/medida a 25°C) ap6s diluicdo (1:500) das suspensdes em
10 mmol L™ de NaCl e filtracdo (NYLON, 0,45um) (Nano ZS, Zetasizer Nanoseries,

Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

4.5.3 Analise dos aspectos estruturais por SAXS

O espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) foi realizado na linha
D11A-SAXS2 no Laboratorio Nacional de Luz Sincroton (LNLS, Campinas-SP,
Brasil). Foi usado para o experimento um detector bidimensional, sensivel a posicao,
com uma distancia de 956,46 mm da amostra e um feixe monocroméatico de
comprimento de onda 1,488 A. O tempo de exposicéo de cada medida foi de 600 s e
a faixa do vetor de onda foi 0,13 < g (hm™) < 3,4. Um porta-amostra de mica foi
utilizado para todas as amostras e a célula da amostra foi introduzida em uma
camara de vacuo para diminuir o espalhamento por parasitas. Um banho térmico foi
usado para manter a temperatura constante durante as andlises, as quais foram
feitas em 25, 35, 45, 55, 65 e 75°C. O espalhamento do solvente foi subtraido da
intensidade total e o perfil de espalhamento foi corrigido para absor¢do da amostra e

a resposta do detector.
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4.6 Reator fotoquimico

Os sistemas de irradiacdo ja desenvolvidos para a destruicdo de matéria
organica ndo podem ser utilizados para o estudo da acao antirradicalar de espécies
antioxidantes, uma vez que empregam lampadas de alta poténcia que provocam
uma alta velocidade reacional de formagdo do radical HOe«, além de degradar o
antioxidante em poucos segundos por fotélise direta e por reacdes secundarias.

Neste trabalho foi utilizado um sistema de irradiacdo que consiste numa
lampada UV-C de 15W (Philips; A = 200 a 290 nm) inserida uma caixa retangular
com dimensdes de 53 cm de comprimento, 22 cm de largura e 24 cm de altura. Para
a irradiacao das amostras foi utilizado uma cubeta retangular de quartzo com 10 mm
de aresta, 4,5 cm de altura e capacidade maxima para 3,5 mL de amostra, a qual
permaneceu, durante a irradiacdo, a uma distancia de 14,8 cm da lampada contida

no sistema.

4.7 Ensaios por Espectrofotometria UV-Vis

Os espectros de absorcdo molecular foram obtidos entre 200 e 600 nm,
determinando o comprimento de onda com maxima absortividade molar de cada
antioxidante (Amax=279, 257 e 287 nm para 0 eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol, respectivamente). As medidas foram realizadas em um
espectrofotometro UV-Vis da Cary 50 Bio (Varian), utilizando uma cubeta de quartzo
de 10 mm de espessura do caminho éptico.

As caracteristicas Opticas dos filmes e dispersdes coloidais (NC e NE) foram
monitoradas com base em sua absorbancia, numa faixa de comprimento de onda de
190 a 800 nm. As medidas foram feitas a temperatura ambiente, e todos os
espectros foram corrigidos por um fundo de compensacéo (placa de quartzo e agua
para filmes e dispersfes coloidais, respectivamente). Os filmes de PCL, NC e NE

foram obtidos por evaporagédo da acetona da solucdo de PCL e das dispersoes
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coloidais de NC e NE em uma placa de quartzo a 25°C. Apds a evaporacdo, oS
filmes foram secos na capela, por 12 horas.”>% As dispersdes coloidais de NC e NE
foram preparadas como descrito acima, na auséncia dos antioxidantes e diluidas em

agua (1:500) antes das medidas de espectros no UV-Vis.

4.8 Ensaios por Espectrofotometria de Fluorescéncia

Os espectros de excitacdo foram obtidos entre 200 e 400 nm. Os espectros
de emissdo foram obtidos fixando-se os comprimentos de onda de excitacdo de
cada antioxidante com maxima intensidade. Para o eugenol fixou-se o comprimento
de onda em 232 nm e utilizou-se slit de 5 nm, para o isoeugenol fixou-se o
comprimento de onda em 258 nm e slit 10 nm, e para o dehidrodieugenol fixou-se o
comprimento de onda em 230 nm e utlizou-se slit 5 nm. As medidas foram
realizadas em um espectrofotdmetro de fluorescéncia Cary Eclipse (Varian),

utilizando uma cubeta de quartzo de 10 mm de espessura do caminho optico.

4.9 Ensaios por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As medidas por CLAE foram realizadas num equipamento P680 da Dionex,
acoplado a detector UV-Vis UVD-170 (Dionex), e as medidas foram realizadas nos
comprimentos de onda de absor¢cdo maxima de cada composto. Foi utilizado coluna
de separacdo C18 de dimensdes 4,6 mm x 150 mm x 5 ym (Dionex) e como fase
moével acetonitrila 40% (v/v) (Tedia), grau HPLC, em agua ultrapura, e fluxo de 1,0
mL min?, para os ensaios com os antioxidantes eugenol e isoeugenol. Para o
dehidrodieugenol, utilizou-se acetonitrila 70% (v/v) em agua ultrapura, e fluxo 0,8 mL

min2.
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4.10 Atividade antirradicalar frente ao radical HOe

O estudo da atividade antirradicalar do eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol frente ao HOe foi realizado utlizando-se as técnicas de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), espectrofotometria UV-Vis e de
fluorescéncia.

Primeiramente foi investigado o efeito da fotdlise direta sobre o eugenol e
seus derivados, livres e nanoencapsulados (nanocépsulas e nanoemulsdo).
Posteriormente, esses sistemas foram investigados na presenca do radical HOe,
gerado pela decomposicao fotolitica do perdxido de hidrogénio, a fim de avaliar a
atividade antirradicalar.

Os ensaios por espectrofotometria UV-Vis foram realizados em triplicata, com
a adicdo de 30uL de perdxido de hidrogénio 30% (29 mmol L") em 10 mL de uma
solucéo padrdo de cada antioxidante, com concentracdo de 3,5x10™ mol L™, 1x10™
mol L* e 2x10“mol L™, para o eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol,
respectivamente. Os mesmos ensaios foram realizados na auséncia do peroxido de
hidrogénio.

Os ensaios por espectrofotometria de fluorescéncia também foram realizados
em triplicata, com adicéo de 30pL de peréxido de hidrogénio 30% (29 mmol L™) em
10 mL de uma solucdo padréo de cada antioxidante, com concentracdo de 1,5x10™
mol L? 6x107 mol L' e 5x10® mol L* para o eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol, respectivamente. Os mesmos ensaios foram realizados na
auséncia do peroxido de hidrogénio.

Os ensaios cromatograficos foram realizados, em triplicata, para a
determinacdo da constante cinética dos compostos frente ao radical HO-. Nestes
experimentos, foi adicionado 30pL de peréxido de hidrogénio 30% (29 mmol L) em
10mL de suspens&o de nanocapsulas (1mg mL™ de antioxidante). As mesmas foram
fotolisadas, extraidas com acetonitrila (1,3mL da formulacéo fotolisada e completou-
se até bmL com acetonitrila), deixadas sob agitacdo magnética durante 10 minutos,
filtradas em 0,45 um (Nylon) e injetadas (20uL) no CLAE. Os mesmos ensaios foram
realizados na auséncia do peréxido de hidrogénio.

As constantes cinéticas de primeira ordem da decomposicdo fotolitica dos

antioxidantes, na presengca e na auséncia do radical HOe, gerado pela
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fotodecomposicédo do peréxido de hidrogénio, foram calculadas conforme Equacéo
3:

Equacéo 3 In (%) = — kt
0

onde, k é a constante cinética de primeira ordem. Na técnica cromatogréfica, [A]o
representa a area do pico no tempo zero, detectado no comprimento de onda
especifico de cada antioxidante, e [A] é area deste mesmo pico no instante t. O
coeficiente angular da reta no gréafico de In (JA]J/[A]o) em funcdo do tempo fornece o
valor de k.

Na espectrofotometria UV-Vis as constantes cinéticas de primeira ordem
foram calculadas conforme Equacdo 4, onde [A]op € a absorbancia da espécie
antioxidante no instante inicial, [A] € a absorbancia no instante t, e [Al. €

absorbancia no tempo infinito.

~ [A]- [Alw
Equacéo 4 In (m) = — kt

Na técnica de espectrofotometria de fluorescéncia as constantes cinéticas de
primeira ordem foram calculadas conforme Equacao 5, onde [l]o é a intensidade da
emissdo do antioxidante no instante inicial, [I] € a intensidade num instante t

gualquer, e [l]- € a intensidade no t infinito.

x [1]— [Meo
Equacédo 5 In ([I]()_—[I]oo) = —kt
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Os tempos de meia-vida (t12), para as reacdes de primeira ordem foram

calculadas utilizando-se a Equacéo 6.

Equacéo 6 i =

4.11 Estudo in-vitro de viabilidade celular

O estudo da viabilidade celular foi realizado utilizando-se macrofagos obtidos
de camundongos Swiss.

Os camundongos foram sacrificados em atmosfera de CO, e tiveram a
cavidade peritoneal lavada com 10mL de solucéo tampéao fosfato (PBS) com auxilio
de uma seringa estéril. Apds obtencéo, o lavado peritoneal foi centrifugado a 1.500
rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e as células
ressuspendidas em 1mL de meio RPMI (mistura de sais enriquecidos com
aminoacidos, vitaminas e outros componentes essenciais para 0 crescimento
celular) suplementado com soro fetal bovino (10%, SFB) e antibi6tico (ciprofloxacina
e glutamina). Para determinar o total de células recuperadas, aliquotas da solucéo,
contendo células, foram misturadas com azul de Tripan e contadas utilizando
microscopio optico com auxilio da camera de Newbauer. Em seguida, as células
(2,5x10° macréfagos) foram adicionadas em placas de 96 pocos. As células foram
incubadas por 24 horas em atmosfera com 5% de CO,, a 37°C. ApGs a incubacéao,
foi realizado o tratamento das células com as amostras.

O teste de viabilidade celular pela reducdo do MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] é um teste colorimétrico rapido que detecta as
células vivas.” Este ensaio é baseado na atividade mitocondrial das células pela
reducdo do MTT através da clivagem do sal de tetrazolio, de coloracdo amarelada,
em cristais de formazan, de coloracdo azul escuro, pela enzima succinato
desidrogenase (SDH) presente nas mitocondrias ativas (ver Figura 13). A

guantidade de cristais formada € diretamente proporcional ao nimero de células
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vivas. A densidade Optica resultante do teste MTT ¢é determinada

espectrofotometricamente (570 nm).

Sy

e I
= I, -
g ~cH,  SDH 3
e g b, e i
[! -I u -_:J ﬂ'u:-""':]/ \[[M:'::']
MTT MTT formazan

Figura 13 — Redug¢&o do MTT em cristais de formazan pela succinato desidrogenase.

As células foram incubadas com as substancias e mantidas em atmosfera
com 5% de CO,, a 37°C, pelo periodo de 1 e 4 horas. Depois do tempo de
incubac&o, adicionou-se 22,5 pL da solugdo de MTT (5mg mL™) e incubadas por 4h
na estufa de CO; a 37°C. Apods o periodo de incubacédo o sobrenadante foi removido
e sobre as células foram adicionados 150 yL de DMSO, por poco, para diluir os
cristais de MTT. Em seguida, o material foi incubado por 15 minutos e submetido a

leitura em espectrofotdmetro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise quantitativa da atividade antioxidante do eugenol e seus derivados

frente ao radical DPPH

Primeiramente, foi construida a curva de calibracdo do DPPH, para
guantificacdo do consumo de DPPH durante os ensaios da atividade antioxidante
(Figura 14) dos compostos fendlicos por espectrofotometria no UV-Vis. A curva de
calibracdo apresentou linearidade, com coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,9998.
A equacao da curva de calibracdo do DPPH obtida foi Abs = 9,80015 [DPPH], onde
[DPPH] corresponde a concentracdo de DPPH no meio e Abs €& a absorbéancia

medida no comprimento de onda de 515 nm.

1,0 -

0.8 4

0.6 4

Abs

y = 9,80015x

04 R =0,9998

0,2 4

0,0

T T T T T T T T T
obo 0,02 0,04 0,08 0,08 0,10

Concentragdo (mmol. L"]

Figura 14 — Curva de concentra¢éo do DPPH no A=515 nm.

Na Figura 15 temos o espectrofotograma do decaimento da absorbancia da
reacdo de 1x10“mol L™ de DPPH com o eugenol na concentracdo de 2,5x10™ mol L°
!, Os resultados do DPPH (1x10™* mol L™) com o eugenol nas concentracdes de

5x10° mol L™ e 1x10“ mol L™, respectivamente, s&o apresentados no anexo B.
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Figura 15 — Decaimento da absorbancia da solugéo de 1x10™ mol L™ de DPPH com 2,5x107

mol L™ de eugenol.

A partir da equacdo da curva de calibracio do DPPH e dos valores de
absorbancia para cada concentracdo testada de eugenol, foram determinados os

percentuais de DPPH remanescentes (%DPPHRgev), conforme a Equacéo 7:

Equacéo 7 %DPPH oppH, X 100

REM = bppH] g

O comportamento cinético da reacdo do DPPH com o eugenol nas
concentracdes de 2,5x10™ mol L™, 5x10®° mol L™ e 1x10™ mol L™?, é mostrado na
Figura 16, através da curva de decréscimo da porcentagem remanescente de DPPH

em funcéo do tempo.
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Figura 16 — Comportamento cinético do DPPH frente as diferentes concentra¢des de eugenol.

Na Figura 17 temos o espectrofotograma do decaimento da absorbancia da
reacdo de 1x10™ mol L* de DPPH com o isoeugenol na concentracdo de 2,5x107°
mol L' Os resultados do DPPH (1x10* mol L') com o isoeugenol nas
concentracdes de 5x10° mol L™ e 1x10™ mol L™, respectivamente, sdo apresentados

no anexo B.

0.4

LA\

06 <

Abs

0.3 R

0.0

400 500 500
Comprimento de onda (nm)
Figura 17 — Decaimento da absorbancia da solugéo de 1x10*mol L™ de DPPH com 2,5x107
mol L™ de isoeugenol.
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O comportamento cinético da reagcdo do DPPH com o isoeugenol nas
concentracdes de 2,5x10° mol L™, 5x10° mol L™ e 1x10™® mol L, é mostrado na
Figura 18, através da curva de decréscimo da porcentagem remanescente de DPPH

em fung¢ao do tempo.

100

20

60

% DPPH,,,

40 ——1x10*mol L
——5x10%mol L'
—— 2 5x10°mol L

20 o

0 I 5I I 1ID I 1I5 I 20
Tempo (min)
Figura 18 — Comportamento cinético do DPPH frente as diferentes concentracbes de

isoeugenol.

O comportamento cinético da reacdo do DPPH com o dehidrodieugenol nas
concentracdes de 2,5x10™ mol L™, 5x10®° mol L™ e 1x10™ mol L?, é mostrado na
Figura 19 através da curva de decréscimo da porcentagem remanescente de DPPH

em funcéo do tempo.
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Figura 19 — Comportamento cinético do DPPH frente as diferentes concentracdes de

dehidrodieugenol.

Os valores de absorbancia em todas as concentragdes testadas, no tempo de
30 min, foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (%AA) de cada

composto (conforme Figura 20), a qual foi determinada pela Equacéo 8:%

Abs — (Abs — Abs X100
%AA — [ controle ( amostra branco)]

Equacéo 8

AbScontrole

onde AbSconirole € @ absorbancia inicial da solugcdo metandlica de DPPH, AbSamostra €
a absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra) e AbSpanco € @ absorbancia da

solucdo metandlica do antioxidante.
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Figura 20 — Porcentagem de atividade antioxidante do eugenol, isoeugenol e

dehidrodieugenol nas diferentes concentrag@es.

A atividade antirradicalar dos compostos fendlicos frente ao radical DPPH
aumenta com o aumento da concentracao do antioxidante e atinge seu maximo na
concentracéo de 1x10“mol L™,

Os ensaios da capacidade antioxidante dos compostos fendlicos frente ao
radical DPPH mostraram que o dehidrodieugenol € o que apresenta a maior
atividade antioxidante. A sua maior capacidade de capturar o DPPH deve estar
relacionado ao fato deste composto possuir em sua estrutura dois protons passiveis
de serem doados ao DPPH. Este fato esta de acordo com os dados da literatura que
apontam que compostos diméricos tem uma atividade antioxidante maior que
compostos monoméricos.* O isoeugenol apresentou maior atividade antioxidante

gue o eugenol somente na maior concentracdo estudada.

5.2 Fotoestabilidade dos compostos fendlicos

A radiacdo ultravioleta € dividida em trés faixas de comprimento de onda,
denominadas de UV-A (400 a 320 nm), UV-B (320 a 290 nm) e UV-C (290 a 200

nm). Portanto, os compostos fendlicos que absorvem nesta regido UV sédo capazes
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de agir como filtros, protegendo assim os tecidos subjacentes de danos
fotossintéticos.

5.2.1 Perfil cinético reacional do eugenol e seus derivados, encapsulados e nédo

encapsulados na auséncia e na presenca do radical HO-

As constantes cinéticas de decomposicao fotolitica dos compostos fendlicos
foram determinados utilizando-se o método de CLAE, espectrofotometria UV-Vis e
fluorescéncia. Independente do método utilizado, o perfil de fotodecomposi¢cdo dos
antioxidantes é de uma tipica cinética de primeira ordem, tanto para 0s compostos
encapsulados como para os nao encapsulados. Aplicando-se a Equacao 3, Equacéao
4 e Equacao 5 obtivemos uma relagéo linear entre as variaveis x e y das respectivas
equacdes, com coeficientes de correlagdo muito proximos a 1, o que torna possivel

0 uso da Equacéao 6 para o célculo do tempo de meia vida dos antioxidantes.

5.2.1.1 Ensaios por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Iniciamos os estudos utilizando a CLAE, pois esta técnica é mais indicada no
estudo cinético, visto que ela permite a separacdo cromatografica de todos os
compostos gerados durante a fotdlise. Inicialmente analisamos a decomposicao do
eugenol e seus derivados por fotélise direta, na auséncia de H,0,, para os
compostos livres (ndo encapsulados) e hanoencapsulados.

Na Figura 21, Figura 22 e Figura 23 sdo apresentados os decaimentos
cromatogréficos das solucdes hidroetandlicas de eugenol (1,5x10° mol L), de
isoeugenol (1,5x10° mol L™), e de dehidrodieugenol (3,8x10* mol L™) frente a
fotdlise direta, respectivamente. Para o composto eugenol observamos que, a
medida que o tempo de exposicdo a radiacdo UV-C aumenta, o pico correspondente
ao composto puro (tempo de retencdo igual a 10,5 min) diminui de intensidade,

devido a sua decomposicao fotolitica. Observamos também o aparecimento de picos
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secundéarios nos tempos de retencdo proximos a 2,5 e 8,2 min, possivelmente
devido aos produtos da decomposicao induzida pela luz ultravioleta, visto que estes
picos ndo estdo presentes no tempo zero. Resultados similares foram observados
nos cromatogramas do isoeugenol e dehidrodieugenol (ver Figura 22 e Figura 23),
contudo, neste ultimo, os picos dos subprodutos sdo menores. Para o eugenol e
isoeugenol observamos picos em 12,5 min possivelmente devido ao fato da amostra

nao ser 100% pura.
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Figura 21 — Decaimento cromatografico do eugenol livre frente a fotdlise na auséncia de
H,0,. Condi¢cbes de andlise: fase estacionaria C18 Dionex (4,6mm x 150mm x 5um), fase mével

acetonitrila 40% (v/iv), pH=6,0, com fluxo de 1,0 mL min™, injec@o de 20 uL e pressao variavel.

A Figura 24 mostra o decaimento cinético das solucdes hidroetandlicas de
eugenol (SE), isoeugenol (SI) e dehidrodieugenol (SD). Os resultados indicam que
estas espécies antioxidantes sao fotoinstaveis nas condicbes empregadas, ou seja,
a radiacdo UV-C é capaz de decompor os antioxidantes fendlicos devido ao seu
elevado contetido energético. Lima e colaboradores® tém evidenciado que os
compostos polifendlicos, como a rutina, quercetina e fisetina, na auséncia de H,0,,
sdo relativamente fotoestaveis frente a radiacdo UV (lampada de mercurio: UVC-
UVA). Este resultado pode estar associado as condi¢cdes experimentais utilizados

pelos autores, como a poténcia e as linhas de emissdo da lampada UV. Outra
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explicacdo da fotoestabilidade destes compostos polifendlicos em comparagcédo aos

compostos fendlicos eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol pode estar associado a

estrutura quimica destes flavonoides (ver Figura 25). A presenca de varios anéis

condensados nas moléculas dos flavondides sugere que diferentes partes da

molécula podem absorver a radiacdo UV, levando a uma maior estabilidade quando

comparada aos compostos fendlicos estudados neste trabalho.
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Figura 22 — Decaimento cromatogréafico do isoeugenol livre frente a fotdlise na auséncia de

H,0,. Condi¢des de analise: fase estacionaria C18 Dionex (4,6mm x 150mm x 5um), fase movel

acetonitrila 40% (v/v), pH=6,0, com fluxo de 1,0 mL min™, injec@o de 20 uL e pressao variavel.
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Figura 23 — Decaimento cromatogréfico do dehidrodieugenol livre frente a fotdlise na auséncia

de H,0,. Condicdes de andlise: fase estacionaria C18 Dionex (4,6mm x 150mm x 5um), fase movel

acetonitrila 70% (v/v), pH=6,0, com fluxo de 0,8 mL min™, injecdo de 20 uL e pressao variavel.
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Figura 24 — Decaimento cinético das solucdes hidroetandlicas de eugenol (SE), isoeugenaol

(SI) e dehidrodieugenol (SD) e das suspensfes de nanocépsulas contendo eugenol (E-NC),

isoeugenol (I-NC) e dehidrodieugenol (D-NC).

c)

Figura 25 — Estrutura quimica dos flavonéides: a) rutina, b) quercetina e c) fisetina.

Outro aspecto importante relacionado a Figura 24 € a comparacdo da
fotoestabilidade entre os diferentes compostos fendlicos. Podemos ver claramente
gue o composto isoeugenol é o mais instavel dentre os compostos, seguido do

dehidrodieugenol e do eugenol. Uma possivel explicacdo para esta instabilidade é
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que a ligagdo dupla no isoeugenol é mais préxima do anel aromatico, conferindo
uma maior estabilidade ao radical formado na fotdlise, devido as estruturas de
ressonancia, quando comparado ao radical formado na fotodecomposi¢cdo do
eugenol e do dehidrodieugenol.

Ao analisarmos o0s valores numéricos das constantes cinéticas de
decomposicdo fotolitica (kn,) € 0s tempos de meia-vida (t;2) do eugenol e seus
derivados, fica-se mais evidente que 0s aspectos estruturais desempenham um
papel importante na fotoestabilidade destes compostos (ver Tabela 2, Tabela 3 e
Tabela 4). Os resultados mostram que o eugenol apresenta uma fotoestabilidade 3,2

e 2,2 vezes maior que a do isoeugenol e dehidrodieugenol, respectivamente.

Tabela 2 — Constantes cinéticas do eugenol e os tempos de meia-vida calculados pelo

acompanhamento dos decaimentos cromatograficos.

Sistemas k (min™) R t1> (Min)
SE + ho Kno 1,11x102 £ 0,0004  -0,9965 + 0,0003 62,44
SE + ho + H,0, Kho+Hos 2,24x10%+0,0016  -0,9982 + 0,0015 30,87
SE + H,0, Kioe 1,13x10% + 0,0016 - 61,07
E-NC + ho Kno 6,68x10™ + 0,00006 -0,9945 + 0,0073 1037,64

E-NC + ho + H,O; Kho+HOe 2,12x10° +0,0003  -0,9961 + 0,0011 326,96

E-NC + H,0, Kno. 1,45x107 £ 0,0003 - 477,37

E-NE + ho Kno 7,91x10* £ 0,00009 -0,9961 + 0,0022 876,51
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Tabela 3 — Constantes cinéticas do isoeugenol e os tempos de meia-vida calculados pelo

acompanhamento dos decaimentos cromatogréficos.

Sistemas k (min™) R t1> (Min)
Sl + ho Kno 3,60x102+£0,0021  -0,9984 + 0,0013 19,25

Sl + ho + H,0, Knu+Hoe 6,50x10%+0,0013  -0,9980 + 0,0004 10,66

Sl + H,0, Kioe 2,90x102 + 0,0013 - 23,90
I-NC + ho Kno 2,04x10° +0,00007 -0,9962 + 0,0008 339,78
I-NC + ho + H,0, Knu+Hoe 3,92x10° £0,0002  -0,9952 + 0,0008 176,60
I-NC + H,0, Kios 1,88x10°% + 0,0002 - 367,72
I-NE + ho Kno 5,70x10° £ 0,0002  -0,9958 + 0,0030 121,53

Tabela 4 — Constantes cinéticas do dehidrodieugenol e os tempos de meia-vida calculados

pelo acompanhamento dos decaimentos cromatogréficos.

Sistemas k (min™) R ty2 (min)
SD + ho Kho 2,46x107 + 0,0022 -0,9977 + 0,0006 28,21
SD + ho + H,0, Knoeoo  2,68x102+0,0009  -0,0936 +0,0042 25,83
SD + H,0, KHoe 2,27x10° + 0,0009 - 305,80
D-NC + ho Kno 8,07x10™ + 0,00005 -0,9940 + 0,0022 858,21
D-NC+ho+H0, Koo 1,56x10°+0,00009 -0,9944 +0,0033 445,27
D-NC + H,0, KHoe 7,49x10™ + 0,00009 - 925,43
D-NE + ho Kno 1,50x107 + 0,00005 -0,9738 + 0,0026 463,13
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Uma vez verificado que o0s compostos fendlicos estudados eram
fotossensiveis, dirigimos nossos estudos visando a fotoprotecdo usando como
alternativa, nanocapsulas e nanoemulsdes. Primeiramente foram realizados os
estudos do eugenol e seus derivados encapsulados em nanocapsulas de poli-g-
caprolactona. No Anexo C sdo apresentados os decaimentos cromatograficos das
nanocapsulas contendo eugenol (1 mg mL%), isoeugenol (I mg mL?), e
dehidrodieugenol (1 mg mL™) frente & fotélise direta.

A Figura 24 mostra também o decaimento cinético das nanocapsulas
contendo eugenol (E-NC), isoeugenol (I-NC) e dehidrodieugenol (D-NC). Quando
comparamos estes resultados com o decaimento cinético dos compostos fendlicos
livres, vemos claramente que as nanocapsulas poliméricas sao efetivas na protecéo
dos antioxidantes, frente a radiagdo UV-C.

Na Figura 26 é apresentado o decaimento cromatografico da nanoemulséo
contendo dehidrodieugenol (Img mL™) frente & fotdlise direta (decaimentos
cromatograficos das nanoemulsdes contendo eugenol e isoeugenol ver em Anexo
C). Os valores das constantes cinéticas de decomposicao fotolitica (kn,) € 0os tempos
de meia-vida (t12) do eugenol e seus derivados encapsulados em nanoemulsdo séo

apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.

—C
— 10
300 - 20
3o 1
40 i
250 < 50 ll
_ B0’
- 80"
T 200+ ]
£ =110
=]
s 150
100 o
50
| | L
0 , , ,
0 5 10
Tempo de retencéo (min)
Figura 26 - Cromatograma do decaimento cinético da nanoemulsdo contendo

dehidrodieugenol.
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As constantes de decomposicao fotolitica do eugenol livre e encapsulado em
nanocéapsulas de poli-e-caprolactona e nanoemulsdo s&o 1,11x102 min*, 6,68x10™
min? e 7,91x10* min®, respectivamente. Estes resultados mostram que a
associacdo de eugenol em nanocapsulas e nanoemulsdes leva a um aumento de
16,6 e 14,0 vezes na fotoestabilidade do eugenol, respectivamente, durante a
exposicdo de 110 minutos. Pelos valores das constantes de velocidades, podemos
observar que 96% e 95% do eugenol permanece “intacto” apdés 1 h de irradiacéo
guando encapsulado em nanocapsula e nanoemulsao, respectivamente, contra 51%
guando livre em solucdo. A fotoprotecao propiciada pelas nanoparticulas fica mais
evidente quando avaliamos o tempo de meia vida. Solu¢des hidroetanodlicas de
eugenol apresentam um tempo de meia-vida de 62,44 minutos, de acordo com a
equacao cinética de primeira ordem, enquanto que o eugenol encapsulado em
nanocapsulas e nanoemulsdes mostra um tempo de meia-vida de 1037,64 e 876,51
minutos, respectivamente.

Analisando as constantes de velocidade para o0 isoeugenol e
dehidrodieugenol, podemos ver que a fotoestabilidade aumenta 17,6 e 30,5 vezes
para os antioxidantes encapsulados em NC e 6,3 e 16,4 vezes para as NE,
respectivamente, quando comparados com o antioxidante livre em solucdo. Da
mesma forma, o tempo de meia-vida do isoeugenol e dehidrodieugenol
encapsulados é muito superior ao dos compostos livres (ver Tabela 3 e Tabela 4).

Comparando os diferentes sistemas nanoestruturados, podemos ver que as
NC sdo mais efetivas do que as NE em proteger o antioxidante contra a radiacao
UV. A Figura 27 mostra o espectro de absor¢cdo UV-Vis do polimero PCL, dos filmes
de NC e NE, bem como as dispersdes coloidais (NC e NE) preparadas sem o0s
antioxidantes. O espectro do PCL exibe uma absorbéancia caracteristica com um
maximo em 206 nm. Portanto, a melhor protecdo apresentada pelas NC,
comparadas com as NE, pode ser explicada, parcialmente, pela habilidade do
poliéster PCL em absorver fétons na regido UVC do espectro eletromagnético. Outra

|.95

possibilidade, sugerida por Jiménez et al.”™, é que a fotoprotecdo em NC pode ser

devido a cristalinidade do PCL, o qual reflete e dispersa a radiacdo UV.
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Figura 27 — Espectro de absor¢do UV-Vis do polimero PCL, dos fiimes de NC e NE e das

dispersdes coloidais (NC e NE) preparadas sem os antioxidantes.

Portanto, a encapsulacdo do eugenol e seus derivados, em nanocapsulas e
nanoemulsdes, aumenta a fotoestabilidade do antioxidante e representa um sistema
em potencial para administracdo deste antioxidante na forma topica, enteral,
parenteral e oftalmoldgica. Nossos resultados apontam na mesma direcdo de
trabalhos recentes, demonstrando a fotoprotecdo de sistemas nanoestruturados

como niossomas®, lipossomas®’, nanocéapsulas® e B-ciclodextrina.*®

A atividade antirradicalar do eugenol e seus derivados, livres e encapsulados
em NC, foi determinada frente ao radical HO+, que é o radical mais nocivo sob
condicBes fisioldégicas. Uma quantidade conhecida de H,O, (30uL em 10mL de
solucdo ou suspensdo das nanocapsulas) foi adicionada as amostras antes da
irradiacdo, sendo que o peroxido de hidrogénio estd em excesso em relacdo aos
compostos fendlicos. Sabe-se que a exposicdo do H,O, a radiacdo UV gera

artificialmente radicais HO-, de acordo com a Equacéo 9:

" H, O, —=-2HO e
Equacéo 9 272
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A constante cinética (knoe) para a reacédo do eugenol e seus derivados com o

radical HO- foi determinada utilizando-se a Equagéo 10:

Equagéo 10 kHOo = kHOo+hv - khv

onde Kknoeshyv € Kkny representam as constantes cinéticas determinadas pelo
decaimento dos compostos fendlicos frente a fotdlise por UV na presenca e na
auséncia de H,0,, respectivamente. O calculo da kyo. permite um estudo
comparativo da atividade antirradicalar dos compostos fendlicos frente ao radical
HO-. Segundo Almeida e colaboradores® uma alta atividade antirradicalar esta
relacionada a um maior tempo de permanéncia do antioxidante no meio, ou seja,
uma baixa constante de velocidade (kno.) frente a mesma concentracédo de radical
hidroxil.

Para quantificarmos a quantidade de radical HO+ gerado ao longo do tempo
durante a fotodecomposicdo do H,0O,, tracamos inicialmente uma curva de
calibracdo, utilizando-se a espectroscopia UV-Vis. Foram preparadas solucoes
padrdao com diferentes concentracoes de H,O, e medidas as absorbancias nos
comprimentos de onda de 220, 230 e 240 nm.

A curva de calibracdo € mostrada na Figura 28 e observa-se uma boa
linearidade entre absorbancia e concentracdo do H»0,, com coeficientes de
correlacdo muito préximos a 1. A seguir foram realizados os ensaios de fotolise do
H,O, em funcdo do tempo, e os resultados da concentracdo de H,O,, medidos em
230 nm, sdo mostrados na Figura 29. No mesmo grafico esta representada a
guantidade de radical HO« gerado ao longo do tempo, calculada a partir da

concentracao inicial de H,0.:

[HEOJ]D :[H:O:]"'@
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Figura 28 — Curva de calibracdo do peréxido de hidrogénio, utilizada para quantificacdo da

fotodecomposicdo do H,0..
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Figura 29 — Quantificagdo da fotodecomposi¢éo do H,O; frente a fotdlise; [H,O,]o = 0,029 mol

L-l

Podemos observar a partir da Figura 29, que a fotodecomposicao do peréxido

de hidrogénio inicia-se simultaneamente com a exposicao a radiacdo UV, sendo que

em 12 min de irradiacdo a concentracdo de H,O, reduz, aproximadamente, 50% de

seu valor inicial.

A fotodecomposicdo completa do H;0O-

se da& com,

aproximadamente, 42 min de irradiacdo. Além disso, podemos observar que a
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concentragdo do radical HO< aumenta rapidamente com o tempo, tornando-se
praticamente constante quando todo H,O, foi decomposto. Como a concentragéo do
HO- varia com o tempo, a constante cinética (kno.) determinada experimentalmente é
uma constante cinética aparente. Contudo, esta constante cinética pode ser usada
para comparar a atividade antirradicalar dos diferentes antioxidantes com o radical
HOe, pois num determinado instante de tempo todos os compostos fendlicos estdo
reagindo com a mesma quantidade de radicais.

A titulo de ilustracéo, a Figura 30 apresenta o cromatograma do decaimento
cinético da solucao hidroetandlica de dehidrodieugenol, na presenca do H,O..
Percebemos entdo, que esses decaimentos cinéticos sao mais rapidos comparados
com os decaimentos na auséncia do peroxido de hidrogénio. Os valores das
constantes cinéticas de decomposicao fotolitica na presenca do H2O2 (Knoe+hy), as
constantes kppe calculadas pela Equacdo 10 e os tempos de meia-vida (ti2) do
eugenol e seus derivados livres séo apresentados na Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4.
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Figura 30 Cromatograma do decaimento cinético da solugdo hidroetandlica de

dehidrodieugenol, na presenca de H,0,.

As constantes de velocidade (kno.) para a SE, Sl e SD s&o 1,13x102 min™,
2,90x10% min® e 2,27x10° min®, respectivamente. Nés podemos ver que o

dehidrodieugenol reage mais lentamente (baixa constante de velocidade) contra a
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mesma concentracdo do radical HOe, quando comparado com o eugenol e
isoeugenol. Assim, podemos dizer que o primeiro tem uma maior atividade
antirradicalar, seguido pelos outros compostos fendlicos estudados aqui, visto que
ele permanece mais tempo no meio (maior tempo de meia-vida). Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos da atividade antioxidante dos compostos fendélicos
frente ao DPPH.
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Figura 31 — Decaimento cinético das solucdes hidroetandlicas de eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol e das solu¢des de nanocapsulas contendo eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol
na presenca de H,O, (SE + H,0,, Sl + H,0,, SD + H,0,, E-NC + H,0,, I-NC + H,0, e D-NC + H,0,,

respectivamente).

A Figura 31 apresenta os decaimentos cinéticos das SE, Sl, SD, E-NC, I-NC e
D-NC na presenca do H,0,, respectivamente. Podemos ver claramente que, para 0s
trés sistemas até o tempo de fotélise de 110 min, a nanocapsula protege 0s
antioxidantes da reagcao com o radical HO-.

Analisando as constantes de velocidade (knoe) para E-NC, I-NC and D-NC,
podemos ver que o decaimento cinético estd, aproximadamente, 7,8, 15,4 e 3,0
vezes menor que seus respectivos antioxidantes livres em solugcédo. Os resultados
mostraram que para o eugenol e seus derivados nanoencapsulados, a presenca do
PCL foi crucial para obter uma prolongada atividade antirradicalar contra o

extremamente reativo HOe, comparado com o0s antioxidantes ndo encapsulados.
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Portanto, estes resultados demonstram que a associacdo de eugenol e seus
derivados a nanocdpsulas de poli-e-caprolactona representa uma alternativa

promissora no tratamento de doengas relacionadas ao estresse oxidativo.

5.2.1.2 Ensaios por espectrofotometria UV-Vis

Nas Figura 32, Figura 33 e Figura 34 sao apresentados, respectivamente, 0s
espectros de absorcdo das solugcbes dos antioxidantes eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol, em diferentes tempos de decomposicao fotolitica, na auséncia de
H,0,. As absor¢cdes maximas do eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol ocorrem
nos comprimentos de onda de 279, 257 e 287 nm, respectivamente.

Os espectros de decaimento da absorbancia das solugdes dos antioxidantes

eugenol e isoeugenol, na presenca de H,0,, estdo no Anexo D.
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Figura 32 — Decaimento da absorbancia do eugenol na concentracéo de 3,5x10™ mol L™,



80

Resultados e Discussao

Abs

L-l

3.0

25§

2.0

1.5 + . ,
e a
Tempo (min)
1,0 4
0.5 4
0.0 | T '
200 250 300 350 400

u"l
g

In A -A_JNA AN

-._ﬁﬁﬂ:
=

-1
— 10
I0s
— s
— e
—— 5is
—_— 0
Toe
— &0E
—_—
—100s
— 1158
—_—130
1858
- 1808
175%
— 1%0s
—_— 105
— 1l0%
— 2358
—_—150s
1658
— 1808
— il
—310s
Je0s

— 3608
— Y0
i10s
—— 4E0s
e F11]
8108
—_— 420
0208
— 162s
— 3520
— 4T
— 55208
—T 1208
—— 8520s
— 107208
—— 116008
— 144008
—_ 162008
—150M0s
— 153008
— 216008
—— 138008
— 28200
aTH0E
—— 810008

Comprimento de onda (nm)

450

Figura 33 — Decaimento da absorbancia do isoeugenol na concentracédo de 1x10™* mol L™.

Abs
°
1

Comprimento de onda (nm)

T Al - ;
200 250 300 350 400 450 500

|——1"

e 10
T— - Y
r— 20"
— 26"
o 30"
e 3§
— 40"
— 50"
— 80°

70
— 80"
— 0"
e 100
—110
e 1 20
—130
— 140

150
e 165
—— 180

550 600

Figura 34 — Decaimento da absorbancia do dehidrodieugenol na concentracéo de 2x10™ mol



81
Resultados e Discussao

Na Tabela 5 temos os valores numéricos das constantes cinéticas de
decomposicao fotolitica e os tempos de meia-vida (t12) do eugenol e seus derivados,
os quais foram calculadas utilizando-se as Equacbes 4 e 6, na presenca e na
auséncia do H;0..

Tabela 5 — Constantes cinéticas do eugenol e isoeugenol, e seus respectivos tempos de
meia-vida calculados pelo acompanhamento dos decaimentos no UV-Vis.

Sistemas k (min™) R ty (Min)
SE + ho Kno 1,80x10°% +0,0002  0,9950 + 0,0045 385,79
SE + ho + H,0, Kho+Hoe 2,73x102 £0,0021  0,9919 + 0,0013 25,40
SE + H,0, Krios 2,55x107% + 0,0021 - 27,19
Sl+ho Kno 2,46x10" £0,0281  0,9970 % 0,0042 2,81

Sl + ho + H,0, Kno+Hoe 4,45x10™" £0,0446  0,9984 + 0,0005 1,55

Sl + H,0, Kioe 1,98x10" + 0,0446 - 3,49

Nos ensaios da interacdo direta dos compostos fendlicos com H,O,, sem
incidéncia da radiacdo UV, nao foi observado o decaimento de absorbancia para o
eugenol e seus derivados, uma vez que sem a influéncia da radiacdo ndo ocorre a
formacéao do radical HO-.

Comparando-se os valores das constantes de velocidade dos antioxidantes
livres, obtidos por CLAE e espectrofotometria UV-Vis, na auséncia do peréxido de
hidrogénio, podemos observar que os resultados obtidos ndo sdo da mesma ordem
de grandeza. Além disso, podemos dizer que os resultados de UV-Vis podem estar
equivocados, visto que os produtos formados durante a fotdlise podem estar
absorvendo préximo ao comprimento de onda de absorcdo maxima do antioxidante
e, consequentemente, interferindo na absorbancia do mesmo. Resultados similares

sdo observados na presenca do H,0O».
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5.2.1.3 Ensaios por espectrofotometria de fluorescéncia

Na Figura 35 sédo apresentados o0s espectros de excitacdo e emissédo do
eugenol na concentracdo de 1,5x10“ mol L™. Nota-se que a curva de excitacdo
possui dois maximos de intensidade, em 232 nm e 279 nm. Nos experimentos de
decomposicado fotolitica, as curvas de emissado de fluorescéncia do eugenol foram
obtidas utilizando-se o comprimento de onda de excitagdo de 232 nm.

1000

800 Excitacdo

e

1 232

600 |

400 | ,/

Emisséo

Intensidade (u.a.)

200

T T T ' I T T T T
200 300 400 500 600 700 200
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Figura 35 — Espectros de excita¢@o e emissédo do eugenol.

O decaimento da intensidade de emissao fluorescente do eugenol, frente a
fotélise na auséncia e na presenca de H,0,, esta representado na Figura 36 e

Figura 37, respectivamente.
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Figura 37 — Espectros de emissao fluorescente do eugenol na presenca do H;O;, Aexcit = 232
nm.

Na Figura 38 sdo apresentados 0s espectros de excitacdo e emissdo do
isoeugenol na concentracdo de 6x107 mol L. Nota-se que a curva de excitacio
possui trés maximos de intensidade, em 215, 258 e 298 nm. Nos experimentos de
decomposicao fotolitica, as curvas de emissao de fluorescéncia do isoeugenol foram

obtidas utilizando-se um comprimento de onda de excitagéo de 258 nm.



84
Resultados e Discussao

900

Excitac&o

600 o Emissio

Intensidade {u.a.)

0 T T T T T T
200 400 600 200

Comprimento de onda (nm)

Figura 38 — Espectros de excita¢@o e emissdo do isoeugenol.

O decaimento da intensidade de emissao fluorescente do isoeugenol, frente a
fotdlise, na auséncia e na presenca de H,O,, esta representado na Figura 39 e

Figura 40, respectivamente.
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Figura 39 — Espectros de emissado fluorescente do isoeugenol na auséncia do HyOz, Aeycit =
258 nm.
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Figura 40 — Espectros de emissédo fluorescente do isoeugenol na presenca do HyO,, Aexcit =
258 nm.

Na Figura 41 sdo apresentados o0s espectros de excitacdo e emissao do
dehidrodieugenol na concentracdo de 5x10° mol L™ Nota-se que a curva de
excitacao possui dois maximos de intensidade, em 230 e 291 nm. Nos experimentos
de decomposicdo fotolitica as curvas de emissdao de fluorescéncia do
dehidrodieugenol foram obtidas utilizando-se um comprimento de onda de excitacédo
de 230 nm.
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Figura 41 — Espectros de excitacdo e emissdo do dehidrodieugenol.

O decaimento da intensidade de emisséao fluorescente do dehidrodieugenol,

frente a fotdlise, na auséncia e na presenca de H,O,, esta representado na Figura

42 e Figura 43, respectivamente.
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Figura 42 — Espectros de emisséo fluorescente do dehidrodieugenol na auséncia do H,O,

Nexcit = 230 nm.
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Figura 43 — Espectros de emissdo fluorescente do dehidrodieugenol na presenca do H,0,,

Aexcit = 230 nm.

Tabela 6 — Constantes cinéticas do eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol, e seus

respectivos tempos de meia-vida calculados pelo acompanhamento dos decaimentos na

fluorescéncia.

Sistemas k (min™) R ty, (Min)
SE + ho Kno 7,11x10° £ 0,00005 0,9967 + 0,0014 97,42
SE + ho + H,0, Kno+Hoe 8,82x102+0,0090  0,9955 + 0,0009 7,86

SE + H,0, Kioe 8,10x1072 + 0,0090 - 8,55

Sl + ho Kno 2,25x107 0,9985 30,81

Sl + ho + H,0, Kno+Hoe 2,83x10" +0,0344  0,9927 +0,0032 2,44

Sl + H,0, Krioe 2,61x10™ + 0,0344 - 2,65

SD + ho Kno 7,07x10° £ 0,0004  0,9991 + 0,0001 98,08
SD + ho + H,0, Kno+Hoe 1,09x10% +0,0007  0,9953 + 0,0031 63,22
SD + H,0, Krioe 3,90x107 + 0,0007 - 177,88
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Comparando-se os valores das constantes de velocidade dos antioxidantes
livres, obtidos por CLAE e espectrofotometria de fluorescéncia, na auséncia do
peréxido de hidrogénio, podemos observar que o0s resultados obtidos sé&o
relativamente préximos. Este fato pode ser explicado considerando-se que nem
todos os produtos da fotdlise sdo fluorescentes, tornando esta técnica mais
apropriada, comparada com as medidas de espectrofotometria UV-Vis. Neste ultimo,
podemos considerar que a probabilidade dos produtos da fotdlise interferirem na
absorcédo do antioxidante é alta.

5.3 Caracterizagao fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados

Todas as formulagcbes preparadas neste trabalho apresentaram-se
macroscopicamente homogéneas e possuem um aspecto opalescente levemente
azulado, devido ao efeito Tyndall, independente do tipo de nanoestrutura
(nanocapsula ou nanoemulséo). Os sistemas nanoestruturados foram caracterizados
por meio do teor de antioxidante, eficiéncia de encapsulamento, raio hidrodinamico,
indice de polidispersdo, pH e potencial zeta. Além disso, foi determinada a
estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento do eugenol e seus derivados

encapsulados em nanocapsulas.

5.3.1 Teor de antioxidante, eficiéncia de encapsulamento, raio hidrodinamico, indice

de polidispersdo, mobilidade, potencial zeta e pH

7

A titulo de ilustracdo, € mostrado na Figura 44 e Figura 45 o gréfico da
distribuicdo do tamanho (R;n) e do potencial zeta (§) das nanocapsulas de
isoeugenol, respectivamente. Os graficos para o eugenol e dehidrodieugenol se
encontram no anexo E. As caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas e

nanoemulsdes sdo apresentadas nas Tabela 7 e Tabela 8.
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Como pode ser visto, as dispersdes coloidais apresentaram uma boa
eficiéncia de encapsulamento (maior que 97% e 91% para NC e NE,
respectivamente), tamanho de particula na escala nanométrica (Rn para NC entre
112 e 118 nm e para NE entre 97 e 102 nm), baixo indice de polidispersao (abaixo
de 0,15 e de 0,24 para NC e NE, respectivamente), indicando uma pequena
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas e, consequentemente, uma boa
homogeneidade desses sistemas,>*°
mV para NC e entre -13,7 e -19,6 mV para NE).

Outro aspecto interessante € que 0 potencial zeta das nanoparticulas néo

e potencial zeta negativo (entre -14.3 e -15.6

depende necessariamente da natureza do antioxidante, visto que as nanocapsulas e
nanoemulsdes brancas (sem a presenca do antioxidante) ndo apresentaram valores
de potencial zeta muito divergentes daqueles encontrados para as NC e NE
contendo antioxidante. Estes resultados concordam com trabalhos publicados

anteriormente,?+38

0S quais sugerem que o potencial zeta resultante depende da
forca ibnica do meio, do pH, da natureza quimica do polimero e dos agentes
estabilizantes (surfactantes). Mora-Huertas®’ et al. sugerem que o potencial zeta
negativo das nanocapsulas preparadas com um poliéster, tal como o PCL, usando
surfactantes nao ionicos, é devido a presenca dos grupos carboxilicos terminais do
polimero. O potencial zeta negativo das nanoestruturas (NC e NE), preparadas com
os estabilizantes Tween 80 e Span 60, permite prever que tais particulas ndo irdo
agregar ao longo do tempo devido a alta barreira de energia de ativacdo entre eles.
Além disso, outro fator que contribui para a estabilidade fisico-quimica das particulas
coloidais é o efeito estérico do surfactante (Tween 80; alto valor de EHL - equilibrio
hidrofilo-lipéfilo), adsorvido na nanocapsulas (interface particula/agua).

Além disso, a presenca dos antioxidantes eugenol, isoeugenol e
dehidrodieugenol praticamente ndo influencia nas caracteristicas fisico-quimicas das
nanoestruturas. O eugenol e seus derivados encapsulados em NC tém um maior
raio hidrodindmico do que suas correspondentes NE, evidenciando a influéncia do

sistema nanoestruturado no tamanho da particula.



90
Resultados e Discussao

Tamanho de particula NG 1
207 I-HC 2
I-MC 3
— 15%
£
a
2
3 10
w
=
E
=] 5
ﬂ -y - 4
0.1 1 10 100 1000 10000
Raio (nm)

Figura 44 — Distribuicdo do raio hidrodinamico das nanocapsulas de isoeugenol em triplicata.
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Figura 45 — Distribui¢&o do potencial zeta das nanocapsulas de isoeugenol em triplicata.

Na tabela 7 observamos que o teor de antioxidante obtido nas NC e NE é
menor do que o valor tedrico (1 mg mL™?) e este fato pode estar associado as
condicBes de preparo das amostras como aquecimento e vacuo 0s quais podem
reduzir a quantidade do farmaco nas nanoestruturas. Além disso, o teor de
antioxidante nas NC é sempre maior do que nas NE, evidenciando que o polimero
PCL diminui a volatilizacao dos farmacos.
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Tabela 7 — Propriedades fisico-quimicas das nanoestruturas (NC e NE): teor de antioxidante,
eficiéncia de encapsulamento e pH (n=3).

Teor de o _
o Eficiéncia de
antioxidante pH

Formulacdes
Encapsulamento (%)

(mg mL™)
E-NC 0,87 +£ 0,009 97,15+0,21 6,04 + 0,58
I-NC 1,01 + 0,053 98,13 + 0,20 5,81+0,39
D-NC 0,77 £ 0,045 99,24 + 0,07 597+0,31
E-NE 0,52 +£ 0,004 91,35+1,06 6,33 + 0,06
I-NE 0,64 £ 0,015 96,65+ 0,18 6,45 + 0,07
D-NE 0,69 £ 0,001 99,98 + 0,01 6,07 £ 0,09

Tabela 8 — Propriedades fisico-quimicas das nanoestruturas (NC e NE): raio hidrodinamico,

indice de polidisperséo e potencial zeta (n=3)

R Raio hidrodinamico indice de .
Formulacdes - ~ Potencial zeta (mV)
(nm) polidispersao
B-NC 109,2+1,3 0,15+0,01 -10,0£0,7
E-NC 1156 £1,0 0,15+0,01 -14,3+£0,2
I-NC 1129+2,6 0,09 + 0,02 -15,6 £ 0,3
D-NC 118,5+3,3 0,12 £ 0,03 -14,3+0,1
B-NE 102,3+0,9 0,19+0,01 -10,5+0,6
E-NE 97,7+4,8 0,18 + 0,03 -17,2+0,8
I-NE 97,9+1,6 0,18 +0,01 -19,6 £ 0,9
D-NE 102,0+1,6 0,24 + 0,04 -13,7+1,3
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5.3.2 Estabilidade fisico-quimica das nanocpsulas em funcéo do tempo

A literatura tem mostrado que as NC s&o mais promissoras que as NE para
encapsulacdo de farmacos devido a sua estrutura casca-nucleo, o qual leva a um
aumenta da estabilidade quando ministrado via oral. As NE podem ser rompidas
guando submetidas as condicdbes do trato gastrointestinal. Levando em
consideracao estes aspectos, neste trabalho avaliamos apenas a estabilidade fisico-
quimica das nanocapsulas em funcdo do tempo.

No periodo de 7 meses de armazenamento ao abrigo da luz, as nanocapsulas
contendo eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol mantiveram seu caracteristico
aspecto opalescente. A Figura 46, Figura 47 e Figura 48 apresentam os valores de
raio hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta, respectivamente, ao
longo do tempo. Analisando-se os valores numeéricos destes parametros, podemos
considerar que as nanocapsulas contendo eugenol e seus derivados séo estaveis
neste periodo de tempo. Cabe salientar ainda que, para todas as nanoparticulas, o
potencial zeta permaneceu negativo durante o tempo de armazenamento, podendo
ser considerado um aspecto positivo em termos de estabilidade fisico-quimica, visto
gue sugere uma baixa probabilidade de agregacdo. Contudo, observamos uma
pequena diminuicdo (em modulo) do potencial zeta para o sistema D-NC.
Considerando todos estes resultados relacionados a estabilidade, podemos entao
enfatizar a importancia do poliéster PCL para prevenir a coalescéncia (agregacéo)

das nanocéapsulas, ao longo do tempo.
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Figura 48 — Potencial zeta das nanocapsulas de eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol em

fung&o do tempo.

5.3.3 Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)

As medidas de SAXS foram realizadas para as NC, NE, dispersdes aquosas
de Span 60, Tween 80 e a mistura de Span 60 e Tween 80 com o objetivo de avaliar
0s aspectos estruturais dos sistemas estudados. Os resultados de intensidade de
radiacdo espalhada versus vetor de onda para os sistemas estudados estdo
mostrados na Figura 49, Figura 50, Figura 51 e Figura 52.

Podemos observar na Figura 49 que as curvas de SAXS dos surfactantes
Tween 80, Span 60 e a mistura dos mesmos, sdo tipicas de estrutura micelar
(modelo coroa-nucleo) com forma esférica. A curva de SAXS da mistura dos
surfactantes pode ser devido a formacéo de micelas mistas de Span 60 e Tween 80
ou a soma do espalhamento das micelas distintas. No intervalo de vetor de onda
estudado (0,13 < gq(hm?) < 3,4) ndo podemos observar o tamanho real das
nanoparticulas, isto somente seria possivel se as medidas de SAXS fossem
realizadas num menor intervalo de vetor de onda. Supondo que as nanoestruturas
(NC e NE) possuem uma forma esférica, no intervalo de vetor de onda estudado,
poderiamos estar observando na curva de SAXS parte do espalhamento,

correspondente as 2% ou 3% oscilagGes do fator de forma. Na Figura 50 podemos
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observar que o eugenol ndo altera o perfil da curva, indicando que o antioxidante
ndo modifica a estrutura (forma) da nanocapsula. Nas Figuras 51 e 52 podemos
observar que o aumento da temperatura ndo altera o tamanho da NC e NE, pois a
I(q) é igual para as diferentes temperaturas, quando q < 0,4 nm™. A alterac&o no

perfil da curva de SAXS com a temperatura pode estar relacionada com a camada

de surfactante que vai se alterando com o aguecimento.
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Figura 49 — I(q) versus vetor de onda para as nanocapsulas (NC), nanoemulsdes (NE) e

surfactantes (Span 60 e Tween 80).
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Figura 50 — I(g) versus vetor de onda para a nanocapsula em branco (NC) e para a

nanocapsula carregada com eugenol (E-NC).
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Figura 51 — I(q) versus vetor de onda para as nanocapsulas (NC) em funcdo da temperatura.
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Figura 52 — I(q) versus vetor de onda para as hanoemulsfes (NE) em func¢éo da temperatura.

5.3.4 Resultados da viabilidade celular

Os testes de viabilidade celular foram realizados visando encontrar uma futura

aplicacéo terapéutica das nanoestruturas produzidas, em interacdo direta com as
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células dos tecidos. A viabilidade celular frente aos sistemas nanoestruturados (NC
e NE) contendo eugenol e isoeugenol foi avaliada através da medicédo da atividade
mitocondrial de células vivas usando o método do MTT.%® Macréfagos peritoneais
foram cultivados na presenca dos antioxidantes encapsulados em NC e NE por
periodos de até 4h, e os resultados da viabilidade celular foram comparados com o
grupo controle.

A Figura 53 e Figura 54 mostram os resultados da viabilidade celular para as
nanocapsulas de eugenol e isoeugenol, respectivamente, em diferentes
concentracdes dos antioxidantes (0,5, 1 e 2 mg mL™) em um tempo de exposicéo de
1 e 4h. Nossos resultados mostram que o numero de células vivas é alto para todas
as concentracdes de isoeugenol e tempos de incubacdo. Portanto, as I-NC podem
ser consideradas néo toxicas em cultura de células, porque mais de 90% das células
sobreviveram no periodo de 4h.

Os mesmos resultados podem ser observados para as E-NC quando as
culturas de células foram expostas & concentracdo de eugenol de até 1 mg mL™. No
entanto, apés o tempo de exposicdo de 4h, os efeitos citotbxicos comecaram a
tornar-se mais evidentes, a viabilidade celular sofreu um claro declinio na
concentracdo de eugenol de 2 mg mL™.

Nas Figuras 55, 56 e 57 foi avaliado o efeito da concentracdo do polimero
sobre a viabilidade celular. Podemos observar que o PCL pode ser considerado nao
toxico, pois este manteve a atividade mitocondrial das células vivas.

A Figura 58 mostra os resultados da viabilidade celular para as nanoemulsdes
de eugenol e isoeugenol, na concentracdo de 0,5 mg mL™* do antioxidante em um
tempo de exposicédo de 1 e 4h. Como pode ser visto, os antioxidantes encapsulados
em NE também ndo foram téxicos em culturas de células, pois nenhum efeito
perceptivel sobre a viabilidade celular foi observada, mesmo apés 4h de incubacéo.
Portanto, o eugenol e isoeugenol, encapsulados em nanoestruturas, mantém
atividade mitocondrial reduzida das células, reduzindo o MTT, pelo menos para a
concentracdo de antioxidantes de até 1 mg mL™, e pode ser considerado um
substrato favoravel para a cultura de células vivas. Uma avaliacdo mais aprofundada
sobre a resposta celular para as nanoestruturas em relacéo a aplicacdes especificas

sera realizada em breve.
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Figura 53 — Viabilidade de células expostas as nanocépsulas de eugenol (0,5 - 2 mg mL™)

com 10 mg mL™ de polimero, pelo periodo de 1 e 4 horas. Os valores do controle de viabilidade est&o

representados pela linha pontilhada.

140
120+

Viabilidade celular (%)

100 -+

3 1 hora
4 horas

1

0,

Concentracdo (mg/mL)

Figura 54 — Viabilidade de células expostas as nanocapsulas de isoeugenol (0,5 - 2 mg mL™)

com 10 mg mL™ de polimero pelo periodo de 1 e 4 horas. Os valores do controle de viabilidade estdo

representados pela linha pontilhada.
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Figura 55 — Viabilidade de células expostas as nanocapsulas sem o antioxidante, com

diferentes concentracdes do polimero PCL (2 - 10 mg mL™) pelo periodo de 1 e 4 horas. Os valores

do controle de viabilidade estdo representados pela linha pontilhada.
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diferentes concentracdes de polimero (2 - 10 mg mL™) pelo periodo de 1 e 4 horas. Os valores do

controle de viabilidade estdo representados pela linha pontilhada.
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com diferentes concentracdes de polimero (2 - 10 mg mL™) periodo de 1 e 4 horas. Os valores do
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Figura 58 — Viabilidade de células expostas as nanoemulsdes de eugenol (0,5 mg mL™),

isoeugenol (0,5 mg mL™) e a nanoemulsdo sem o antioxidante, pelo periodo de 1 e 4 horas. Os

valores do controle de viabilidade estéo representados pela linha pontilhada.
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6 CONCLUSOES

Este estudo mostrou, pela primeira vez, o aumento da fotoestabilidade e da
atividade antirradicalar do eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol encapsulados em
nanocépsulas (NC) e nanoemulsdo (NE). As NC e NE contendo os antioxidantes
apresentaram um raio hidrodindmico nanométrico, alta eficiéncia de
encapsulamento, baixo indice de polidispersdo, pH levemente acido e potencial zeta
negativo. No periodo de 7 meses de armazenamento ao abrigo da luz as
nanocédpsulas contendo os antioxidantes fendlicos apresentaram uma boa
estabilidade fisico-quimica.

A associacao do eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol em NC levou a um
aumento de 16,6, 16,9 e 30,9 vezes, respectivamente, na fotoestabilidade destes
compostos, quando comparados aos antioxidantes livres apos 110 min de radiacéo
UV-C. Comparando os diferentes sistemas nanoestruturados, a NC mostrou-se mais
efetiva que a NE para aumentar a fotoprotecdo devido a capacidade do PCL em
absorver fétons na regiao ultravioleta do espectro eletromagnético.

Os resultados cinéticos também indicaram uma prolongada atividade
antirradicalar do eugenol e seus derivados quando associados em nanoestruturas.

Os testes de viabilidade celular mostraram que os sistemas nanoestruturados
(NC e NE) foram atéxicos para as concentracdes de antioxidante de até 1mg mL™ e
podem ser considerados substratos favoraveis para células vivas.

Nanoestruturas contendo eugenol, isoeugenol e dehidrodieugenol

representam alternativas para o desenvolvimento de inova¢des na hanomedicina.
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ANEXOS




8 ANEXOS

ANEXO A: Espectro de RMN *H do dehidrodieugenol.
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Figura 59 — RMN *H do dehidrodieugenol.
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ANEXO B: Espectrofotogramas do decaimento da absorbancia da rea¢do do DPPH

frente ao eugenol e seus derivados.

Abs

Comprimento de onda (nm)

Figura 60 — Decaimento da absorbancia da solugéo de 1x10“mol L™ de DPPH com 5x10°
mol L™ de eugenol.

Comprimento de onda (nm)

Figura 61 - Decaimento da absorbancia da solucéo de 1x10™ mol L™ de DPPH com 1x10™
mol L™ de eugenol.
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Figura 62 - Decaimento da absorbancia da solucdo de 1x10™ mol L™ de DPPH com 5x10”
mol L™ de isoeugenol.
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Figura 63 - Decaimento da absorbancia da solucéo de 1x10™* mol L™ de DPPH com 1x10™
mol L™ de isoeugenol.
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ANEXO C: Cromatogramas
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Figura 64 — Cromatograma do decaimento cinético da nanocapsula contendo eugenol.
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Figura 65 — Cromatograma do decaimento cinético da nanocpsula contendo isoeugenol.
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Figura 66 — Cromatograma do decaimento cinético da nanocapsula contendo
dehidrodieugenol.
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Figura 67 - Cromatograma do decaimento cinético da hanoemuls&o contendo eugenol.
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Figura 68 - Cromatograma do decaimento cinético da nanoemulséo contendo isoeugenol.
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Figura 69 — Cromatograma do decaimento cinético da nanocapsula contendo eugenol, na
presenca de H,0O,.
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Figura 70 — Cromatograma do decaimento cinético da nanocapsula contendo isoeugenol, na
presenca de H,0,.
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ANEXO D: Espectrofotogramas do decaimento da absorbancia das solucbes de

eugenol e isoeugenol na presenca de H,0O,
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Figura 71 — Decaimento da absorbancia do eugenol na concentracéo de 3,5x10™ mol L™, na

presenca de H,0,.
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Figura 72 — Decaimento da absorbancia do isoeugenol na concentracéo de 1x10™* mol L™, na

presenca de H,0O..
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ANEXO E: Graficos de tamanho de particula e potencial zeta.
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Figura 73 — Distribuicdo do raio hidrodinamico das nanocapsulas de eugenol em triplicata.
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Figura 74 — Distribui¢c&o do raio hidrodindmico das nanocapsulas de dehidrodieugenol em

triplicata.
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Distribuicdoe Potencial Zeta
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Figura 75 — Distribuicdo do potencial zeta das nanocapsulas de eugenol em triplicata.
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Figura 76 — Distribuicdo do potencial zeta das nanocapsulas de dehidrodieugenol em

triplicata.



