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Resumo:

Lipossomas sao nanoparticulas semelhantes as bicamadas lipidicas
celulares, facilitando a interacdo entre lipossomas-células, aumentando a
permeacdo de substancias na epiderme e intensificando a entrega no local
desejado. S&o sistemas vesiculares, compostos por fosfolipidios anfifilicos
organizados em bicamadas, que circundam compartimentos aquosos e,
devido a sua composicdo, permitem a incorporacdo de o6leos vegetais, por
possuirem afinidade com substancias de carater hidrofilico e lipofilico. A
encapsulacdo de ativos provenientes de Rosmarinus officinalis L., conhecido
como alecrim, é de grande interesse devido a capacidade do éleo essencial
desta espécie em atuar na prevencao do estresse oxidativo, conferindo,
portanto, aplicagBes nas industrias farmacéuticas, alimenticias e cosméticas.
Este trabalho teve o propésito de desenvolver sistemas lipossomais em
condicbes experimentais que permitissem a obtencdo de lipossomas com
propriedades ideais. Foi realizado um planejamento fatorial, buscando
avaliar simultaneamente o comportamento de diferentes variaveis que
compdem estes sistemas, como fosfolipideos, colesterol e 6leo essencial de
alecrim. A sintese das formulacdes se deu pelo método de injecéao etandlica.
A caracterizacdo das vesiculas foi realizada em termos de tamanho médio,
potencial zeta, e eficiéncia de encapsulagédo, exibindo nanoparticulas com
tamanho médio de 114,4 +1,5 a 216,14 + 5,4, ap0s serem extrusadas, e
potencial zeta com um valor absoluto alto, além de demonstrar boa eficiéncia
de encapsulacdo. Sendo assim, foi possivel caracterizar parcialmente as
vesiculas, corroborando com a encapsulacao do Oleo essencial de alecrim.

Introducao

O 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L, conhecido popularmente como

Alecrim, pertencente a familia Lamiaceae, além de aromatico, possui
diversos efeitos terapéuticos e propriedades antioxidantes. As atividades
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antioxidantes conferidas aos extratos de alecrim se devem principalmente a
presenca de compostos fendlicos, volateis e nao volateis, como os
flavonoides, os acidos fendlicos e os diterpenos fendlicos, tais como o acido
carngsico, o carnosol, o acido rosmarinico e o rosmanol (JUSTO et al.,
2008).

O estresse oxidativo ocorre pelo desequilibrio entre os sistemas oxidantes e
antioxidantes do organismo, induzindo a degeneracdo de biomoléculas,
processo que representa um acentuado fator para o envelhecimento
cutaneo. Neste contexto, produtos cosméticos com agdes antioxidantes sao
desenvolvidos a fim de combater os efeitos de radicais livres, preservando o
equilibrio cutaneo (MOUAD; PORTO, 2014). Ademais, fatores como
aumento da preocupacédo com a aparéncia visual e o avanco da tecnologia
na area cosmeética estdo refletindo em producdes mais eficazes e estaveis
(SCHMALTZ; GUTERRES, 2005), como lipossomas.

Os lipossomas sao vesiculas de formato esférico, com didametro de 5 a
muitas centenas de nandmetro, constituidos por uma ou mais membranas
como bicamadas fosfolipidicas que envolvem um meio aquoso interno. Para
a sua constituicdo, o componente lipidico mais utilizado é o fosfatidilcolina.
Com o proposito de obter lipossomas mais rigidos e garantir estabilidade a
estrutura, € usualmente incluido colesterol em sua composicdo. Os
lipossomas sdo estruturas lamelares, termodindmicamente estaveis,
podendo ser formados por pequenas e grandes vesiculas unilamelares e
multilamelares. Além disso, sdo capazes de carregar substancias hidrofilicas
e/ ou lipofilicas e ndo apresentam toxicidade ao organismo (DAUDT et al.,
2013).

Portanto, este trabalho visou ao desenvolvimento de lipossomas, nos quais
0 Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L. foi encapsulado, a fim de
investigar a organizacdo dos sistemas nanométricos e a capacidade de
encapsulacdo do 6leo, bem como a estabilidade das formula¢cdes no que
tange aos parametros morfologicos, dimensionais e resposta térmica.

Materiais e métodos

Preparacdo de lipossomas contendo o Oleo essencial de Rosmarinus
officinalis L. pelo método de injecdo de etanol

Os lipossomas (A1 a A8) foram obtidos pelo método de injecdo de etanol em
agua deionizada, apOs solubilizacdo dos lipidios dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e colesterol e do ativo (6leo
essencial de alecrim) em etanol a 50° C (temperatura acima da temperatura
de transicdo de fase (T.) dos fosfolipidios) em agitacdo, seguido de
evaporacao do solvente durante 15 minutos. A formulacao foi acondicionada
em frasco ambar e armazenada em geladeira (4 °C).

Padronizacao do tamanho dos lipossomas

Foi utilizado o método de extrusdo em mini extrusora (Avanti Polar Lipids,
USA). A amostra foi filtrada por um disco de drenagem e membrana de
policarbonato com poros de tamanho controlado (100 nm). Os lipossomas
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obtidos ficaram em repouso a temperatura de 4°C para seu intumescimento
(swelling) e organizacédo por 24 horas.

Determinacdo do tamanho e da morfologia dos lipossomas

O tamanho, a polidispersibilidade e o potencial zeta foram avaliados em
Nanoplus zeta/nano Particle Analyzer. A determinacdo da morfologia foi
investigada por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) com
equipamento EOL JEM 1400 (Peabody, MA, USA), em voltagem de
aceleracdo de elétrons de 80Kv.

Ensaio termoanalitico: Calorimetria de Varredura Micro Diferencial
(u-DSC)

Os experimentos em u-DSC foram realizados de 5 a 100 ° C sob 1 bar de N
em um micro calorimetro Setaram Micro DSC Ill (Franca), usando vasos de
1 cm?® e taxas de aquecimento e resfriamento iguais a 0,2 °C min™. Os dados
foram coletados com o software Setsoft 2000 (Setaram).

Resultados e Discussao

O tamanho médio (@) das vesiculas antes do processo de extrusdo variou
de 1954 + 1,5 a 3057,9 + 521,3 e apds a extrusdo de 1144 nm £ 15 a
216,14 nm + 5,4, admitindo-se entéo a eficacia do procedimento de reducéo
do tamanho das vesiculas (diminuicdo de aproximadamente 58,54 a 92,93
%), por meio do método de extrusdo com membrana de 100 nm. Outra
caracteristica importante para a estabilidade dos sistemas lipossomais foi a
analise do potencial zeta, na qual obteve-se valores na faixa de -12,03 +
0,19a2,98 +0,14.

Tabela 1 - Potencial zeta (¢) e tamanho meédio (@) dos sistemas lipossomais
obtidos por DLS

@ (nm) = DP
DPPC: DMPC: COL (mg/mL) OEA N30 extrusado  Extrusado ¢(mV) +DP
(mg/mL)

Al 11,2:2,8:0 0 2493 +38,7 216,14+54 2,98+0,14
A2 5,6:1,4:0 7,000 209,1+£29,9 131,0+4,1 -3,11+0,34
A3 9,8:2,45:1,75 0 656,4 +102,1 150,6 8,5 -0,02+0,22
A4 5,6:1,4:1,75 5,250 1001,1 +55,2 147,1+3,4 -12,03+0,19
A5 8,4:2,1:0 3,500 3057,9+521,3 1144+15 2,08+0,35
A6 10,5:2,625:0,875 0 1337,2+84,3 190,6+4,6 2,68+0,18
A7 5,6:1,4:0,875 6,125 1954 +1,5 136,6 £+1,1 -3,29+0,28
A8 7,7:1,925:1,75 2,625 905,3+10,0 174804 -3,01+0,44

DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina, DMPC: Dimiristoilfosfatidilcolina, COL: Colesterol, OEA: Oleo
essencial de alecrim, DP: Desvio Padrdo, A: Amostra

A analise comparativa dos comportamentos térmicos das formulacfes por u-
DSC evidenciaram transi¢cdo gel-liquido cristalino em aproximadamente 37
°C. Esta transicdo, também denominada de fusdo ou transicdo principal,
indica a alteragao da organizacdo em fase gel planar (Lg) dos lipossomas,
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caracterizada pela ordenagdo da camada lipidica hidrocarbonada com
rigidez da estrutura, que assume a mesofase liquido cristalina (L),
caracterizada por possuir a mesma fluidez de liquidos, com um grau de
ordem molecular intermediario entre a ordem orientacional e posicional de
longo alcance de solidos cristalinos e a desordem de longo alcance de
liguidos. Nesta mesofase, os radicais hidrofilicos agrupados tornam-se
altamente hidratados e as moléculas adquirem maior movimentacdo e
assumem a conformacao gauche, elevando a entropia do sistema e a fluidez
da membrana.

Conclusbes

O método de sintese dos lipossomas permitiu o desenvolvimento de
vesiculas com tamanhos manométricos e com potencial zeta satisfatorio
para a estabilidade das vesiculas. Outrossim, verificou-se transicdo gel-
liquido cristalina das formulacdes em temperatura proxima a corporal (~37
°C), evidenciando o potencial de aplicagcdo das nanoestruturas como drug
delivery.
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