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RESUMO

Vesiculas lipidicas sdo sistemas fechados formados por uma bicamada de fosfolipidios
em meio aquoso o qual permite melhorar o transporte e a liberagéo de compostos, tanto
hidrofilicos como lipofilicos, proporcionando o aumento na solubilidade de drogas ja
utilizadas na terapia convencional. O foco no desenvolvimento dessas vesiculas deve
estar direcionado para a determinacdo de composicdo ideal, com baixa toxidade,
biocompatibilidade e que permanega estavel por longo periodo. Extratos de plantas
encapsulados em niossomas mostram-se mais potentes em baixas concentragdes quanto
comparada ao extrato sozinho, sendo estas vesiculas uma alternativa a utilizacdo de
plantas que possuem atividade bioldgica, porém apresentam alta toxicidade. Este trabalho
buscou o desenvolvimento de niossomas contendo uma fragdo rica em compostos
fendlicos obtida da espécie Stryphnodendron rotundifolium Mart., afim de avaliar sua
atividade antioxidante por diferentes mecanismos de acdo e compara-los a atividade da
fracdo sozinha. A fracdo fendlica foi avaliada quando a presenca de compostos fendlicos
qualitativamente. Os niossomas foram obtidos pelo método de hidratacdo do filme
lipidico e foram avaliados quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, tamanho, PDlI,
potencial zeta e eficiéncia de encapsulamento, estas analises foram realizadas por um
periodo de trés meses afim de avaliar a estabilidade da vesicula. Os testes antioxidantes
realizados foram ABTS®*, Quelante de Fe?*, Desoxirribose. Os niossomas obtiveram
tamanho de 84,07nm, PDI de 0,2, potencial zeta de -50mV e eficiéncia de encapsulamento
de 60%, tais resultados indicam que a vesicula é ideal para realizacdo de testes. Os
resultados antioxidantes mostraram melhor eficiéncia da amostra no teste ABTS®*" com
valor de 90% para o niossoma a 60% em relacdo a fragdo. Os demais testes indicaram de
capacidade da amostra em quelar o ion Fe?* e impedir a degradacéo da desoxirribose,
embora ndo tenham sido estatisticamente significante quando comparado a fracao.
Conclui-se que o0s niossomas enriquecidos com compostos fendlicos sdao mais eficientes

na eliminacéo do radical ABTS*" quando encapsulados em niossomas.

Palavras-chave: Niossomas, compostos fendlicos, atividade antioxidante.



Camilo, Cicera Janaine. (Ma.). Universidade Regional do Cariri (URCA). Julho de
2018. Atividade antioxidante de niossomas enriquecidos com compostos fendlicos.
José Galberto Martins da Costa.

ABSTRACT

Lipid vesicles are closed systems formed by a bilayer of phospholipids with an aqueous
center that allow to improve the transport and release of both hydrophilic and lipophilic
compounds, providing the increase in solubility of drugs already used in conventional
therapy. The focus on the development of these vesicles should be directed to the
determination of ideal composition, with low toxicity, biocompatibility and that remains
stable for long period. Extracts of plants encapsulated in niosomes are shown to be more
potent at low concentrations as compared to the extract alone, these vesicles being an
alternative to the use of plants that have biological activity, but present high toxicity. This
work aimed to the development of niosomes containing a fraction rich in phenolic
compounds obtained from the species Stryphnodendron rotundifolium Mart., In order to
evaluate its antioxidant activity by different mechanisms of action and to compare them
to the activity of the fraction alone. The phenolic fraction was evaluated when the
presence of phenolic compounds qualitatively. The niosomes were obtained by the lipid
film hydration method and were evaluated for their physico-chemical characteristics, size,
PDI, zeta potential and encapsulation efficiency. These analyzes were performed for a
period of three months in order to evaluate the stability of the vesicle. The antioxidant
tests performed were ABTS® *, Fe?* Chelating Agent, Deoxyribose. The niosomes
obtained a size of 84.07nm, PDI of 0.2, zeta potential of -50mV and encapsulation
efficiency of 60%, such results indicate that the vesicle is ideal for tests. The antioxidant
results showed better efficiency of the sample in the ABTS*® " test with 90% value for the
60% niosome in relation to the fraction. The other tests indicated the capacity of the
sample to chelate the Fe?* ion and to prevent the degradation of the deoxyribose, although
they were not statistically significant when compared to the fraction. It is concluded that
enriched phenolic compounds niosomes are more efficient at eliminating the ABTS® *

radical when encapsulated in niosomes

Key words: Niosomes, phenolic compounds, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

Atrelado a descoberta de novos compostos de origem natural muitas pesquisas
tem investido na encapsulacdo de substancias em nanoparticulas, afim de potencializar
suas atividades bioldgicas e minimizar seus efeitos colaterais. A nanomedicina é vista
como uma nova alternativa promissora para o tratamento de diversas doencas, tendo
como foco principal a entrega controlada de drogas. As substancias encapsuladas
melhoram sua biodisponibilidade, especificidade e permeabilidade (ROJAS-AGUIRRE
et al, 2016; LONDONO, 2015).

Dentre 0s varios tipos de nanoparticulas, as vesiculas lipidicas sdo extensamente
utilizada pela industria farmacéutica para entrega de drogas, enzimas, vacinas ou com
intuito de prevencdo para varias doencas (AQIL et al, 2013). Tendo em vista a ampla
aplicabilidade dessas vesiculas e a possibilidade de encapsulacdo tanto substancias
lipofilicas como hidrofilicas, a utilizacdo desses sistemas é de suma importancia para o
estudo com produtos naturais. Alguns estudos tem demostrado que extratos vegetais
quando sdo encapsulados em nanoparticulas, principalmente vesiculas lipidicas,
melhoram sua atividade bioldgica, além de reduzir sua concentracdo e diminuir sua
toxidade (MANOSROI et al, 2010; PATEL et al, 2015).

Muitas pesquisas tem direcionado sua atencdo para encapsulagédo de compostos
ou extratos que tenham atividade antioxidante, tendo como foco a potencializacao desta
atividade em sistemas bioldgicos, assim como a protecdo da vesicula lipidica contra a
degradacdo oxidativa (DURAND et al, 2017). Ensaios com o composto eugenol
encapsulado em lipossomas mostraram que sua atividade de preservacgao contra agentes
oxidantes em alimentos foi potencialmente maior. Desta forma, trabalhos que buscam
testar atividade antioxidante de compostos naturais tem maior aplicabilidade a partir da

sua encapsulacdo em vesiculas lipidicas (CUI, et al, 2017).

Os antioxidantes naturais sao normalmente encontrados em frutas, legumes e em
algumas plantas utilizadas na medicina popular. Tais compostos atuam na reducao de
radicais livres, promovendo o equilibrio entre antioxidante/oxidante. No organismo
humano sdo importantes na prevencdo e tratamentos de doencas neurodegenerativas,
atuando junto a enzimas como a superéxido dismutase e catalase (OLIVEIRA et al,
2015). Geralmente a alimentacéo rica em antioxidantes € a mais indicada como forma

de combate ao estresse oxidativo, no entanto, pessoas que sofrem com alguma doenga
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que tenha como resposta a producgéo de radicais livres, necessitam de tratamento com
antioxidantes sintéticos (SUCUPIRA et al, 2012; ZIMMERMANN e KIRSTEN, 2008).

Os trabalhos que buscam encontrar antioxidantes naturais tem crescido na busca
de uma alternativa para a substituicdo dos sintéticos. A escolha de plantas esta
justamente pela diversidade de compostos que podem ser encontrados e pelo espectro de
atividades relacionadas a eles. Inicialmente a producéo de antioxidantes pelos vegetais
foi atribuida a necessidade de protecdo contra raios ultravioletas e patdgenos, sendo
considerada uma caracteristica evolutiva (SCOTTI et al, 2007; DEL RE e JORGE,
2012).

Atualmente sabe-se que o consumo de antioxidantes naturais esta associada a
diminuicdo dos riscos de doengas cronicas ndo transmissiveis, somada a efetiva acdo
contra agentes oxidantes no organismo, dessa forma é importante a descoberta de novas
fontes naturais desses compostos (VIANA et al, 2015). As principais moléculas
relacionadas a esta atividade sdo os compostos fendlicos, tais substancias atuam na
eliminacdo de radicais livres agindo por diferentes mecanismos de acéo, podendo atuar
através da doacdo de elétrons, na quelacdo de metais de transicdo, impedindo a
peroxidacdo lipidica, inibicdo de enzimas produtoras de radicais e desempenhar
concomitantemente mais de uma dessas funcdes (NOVAIS et al, 2013; ANGELO e
JORGE, 2007).

Os compostos fenolicos sdo originados do metabolismo secundario dos vegetais
e constituem uma grande classe de fitoquimicos. Podem ser encontrados em todas as
partes dos vegetais, sendo frequentemente extraidos em maiores quantidades em frutas,
hortalicas e seus derivados (MANACH et al, 2004). A diversidade de beneficios
causados por esses constituintes desperta interesse da sociedade pesquisadora para o

estudo com produtos naturais que sejam ricos em tais componentes (DREOST], 2000).

As espécies do género Stryphnodendron sdo uma importante fonte de compostos
fenolicos, especialmente taninos. Na medicina popular séo indicadas para o tratamento
de diferentes males tais como, inflamacdo, feridas, infeccbes por microrganimos e
diarréia. Tais atividades farmacoldgicas estdo relacionadas a presenca de compostos
fenolicos que estdo presentes normalmente em suas cascas (MACEDO et al, 2015;
OLIVEIRA et al, 2014; RIBEIRO et al, 2014).
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Popularmente as plantas do género Stryphnodendron séo conhecidas como
barbatimdo, incluindo cerca de 48 espécies nativas do Cerrado do Brasil (OLIVEIRA,
2010). Trabalhos como o de Oliveira et al (2011) mostram atividade do extrato da
espéecie Stryphnodendron rotundifolium como antimicrobiano e potencializador da
atividade de antibidticos. Sabendo do potencial do género Stryphnodendron como fonte
de compostos fendlicos e que os mesmo estdo relacionados a uma variedade de
atividades bioldgicas, especialmente a antioxidante, sdo necessarios estudos quimicos e

farmacologicos que possam comprovar as atividades dessas espécies.

Sabendo ainda, que os compostos fenodlicos estdo relacionadas a diminuicéo e o
controle de espécies reativas no organismo, estudos que buscam potencializar a
atividade desses compostos pela dimuicdo da sua concentracao através da encapsulagao
em nanoparticulas, sdo extremamente importantes para o desenvolvimento de

fitofarmacos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Desenvolver um niossoma contendo a fracdo fendlica da espécie
Stryphnodendron rotundifolium e analisar sua atividade antioxidante por diferentes
mecanismos de acao.

2.2. Especificos

» Obter a fracdo fendlica das cascas de S. rotundifolium;

» Formular niossomas a partir da fracdo fendlica, pelo método de hidratacdo do
filme lipidico;

Verificar qualitativamente a composi¢do quimica da fracao;

Testar a capacidade do niossoma na redugdo do radical livre ABTS®";

Testar a capacidade do niossoma na quelagio de jons Fe?*;

Testar a capacidade do niossoma em impedir a degradacdo da desoxirribose;

YV V V VY V

Verificar se a atividade antioxidante da fracdo fendlica é aumentada quando

encapsulada em niossomas.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Nanotecnologia

O estudo de materiais em escala nanométrica tem despertado interesse de
pesquisadores especialmente pelos desafios que estdo relacionados a compreensdo das
propriedades fisicas e quimicas desses materiais. Além de ser uma area que tem atraido
investimento de diversos paises que buscam solucionar problemas nos ramos
alimenticio, farmacéutico e biotecnolégico (PASCHOALINO et al, 2010).

O termo nanotecnologia esta associado ao controle e a compreensdo de materiais
cujo tamanho de seus componentes estejam na faixa de nandmetros (1-1000 nm). E uma
ciéncia que possui ampla aplicabilidade em diversas areas, contribuindo para o
progresso em medicina, fisica, quimica, biologia e outras (LETCHFORD e BURT,
2007; FERREIRA, 2013). Diferente das estruturas em tamanho macro, os produtos
nanométricos possuem particularidades exclusivas que lhes proporcionam vantagens em
relacdo a suas propriedades mecanicas, Oticas, elétricas e magnéticas (LOURO et al,
2013).

A obtencédo de produtos nanoestruturados ocorre por diferentes métodos 0s quais
atuam de duas formas: top-down ou botton-up, sendo que em top-down as moléculas
sdo reduzidas a tamanhos nanométricos e em botton-up moléculas sdo integradas para
construcdo de nanoparticulas. Em relagcdo aos materiais utilizados para a sua fabricacéo,
existem variedades que vao desde produtos sintéticos até o uso de produtos de origem
natural. Os materiais naturais mais utilizados sdo quitosano, dextrana, &gar e gelatina.
Dentre os sintéticos os polimeros tem maior aplicabilidade, pois possuem maior
facilidade em sua caracterizacdo e podem ser produzidos por diversas técnicas, um
exemplo é o &cido polilactico (GIMENEZ et al, 2017).

Os produtos em escala nano variam em tamanho, composicéo, propriedades e
usos. Atualmente no mercado existem diversos produtos que sdo utilizados em nosso
cotidiano com algum componente manomeétrico, exemplos sdo os chips, sensores, fibras
de tecidos e cosméticos (ALENCAR et al, 2017). Os Estados Unidos foi o detentor da
maior producdo de nanoestruturas através de grandes multinacionais, sendo este pais
dono de 49% da producdo. No Brasil o desenvolvimento de pesquisas nanotecnoldgicas

teve seu apice a partir do ano de 2003 com maior nimero de publicagdes no ano de
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2006, sendo maior parte das pesquisas relacionadas ao tratamento do cancer, doengas
inflamatdrias, cardiovasculares e no combate ao virus HIV (SANT’ANNA et al, 2013).

Um dos principais campos da nanotecnologia é a nanomedicina que surgiu com
a interacdo de ciéncias como a medicina, fisica, matematica e biologia (MARCAZZAN
et al, 2018). Esse campo apresenta ferramentas inovadoras que buscam melhorar o

diagndstico, prevencao e o tratamento de doencas como o cancer.

Diversas aplicacdes farmacoldgicas estdo relacionadas a este campo, sendo as
pesquisas em oncologia detentoras de grande parte das publicacbes (VIEIRA e
GAMARRA, 2016; KULANDAIVELU e GOTHANDAM, 2016). Outro setor bastante
beneficiado pela producdo de nanoestruturas é o de cosméticos, onde sdo utilizadas
como protetores de ativos sensiveis, reduzem odores indesejaveis e evitam a

incompatibilidade entre os ingredientes da formula (KAUR et al, 2007).

Em pesquisas com alimentos funcionais a produgdo de nanoparticulas visa
melhorar a estabilidade dos ingredientes através da sua encapsulacdo protegendo do
contato com oxigénio, agua, luz e outras condi¢cdes (HAN et al,2015). Como visto as
inovacOes nanotecnoldgicas trazem beneficios tanto para a industria como também para

o consumidor que tera significativa melhora na qualidade de vida (CASANOVA, 2010).

A maior parte das pesquisas com esses materiais se da pela capacidade que esses
sistemas tem em agirem como bons carreadores de moléculas. Os sistemas de entrega
controlada variam em suas propriedades fisico-quimicas e especificidade a partir do
material utilizado para sua producdo, podendo ser lipidios, polimeros e materiais
inorganicos (LETCHFORD e BURT, 2007). Entre eles destacam-se as vesiculas
lipidicas, como os lipossomas, micelas e niossomas, por apresentarem melhor
biodisponibilidade, biocompatibilidade e biodegrabilidade (ANDREU e ARRUEBO,
2018).

A entrega controlada de bioativos surgiu na medicina no ano de 1960, a partir
dai houve um grande avango nos estudos que visdo cada vez mais aperfeicoar esta
técnica. A figura 1 mostra o avanco da nanotecnologia destacando alguns sistemas de

entrega.
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Figura 1. Cronograma da entrega de medicamentos encapsulados em nanoparticulas.

Fonte. Adaptado de Shi et al, (2010)

Os beneficios que esses sistemas possuem é devido a suas propriedades fisicas e
quimicas que facilitam a passagem de substancias, geralmente farmacos, por barreiras
bioldgicas dentro corpo, como exemplo as membranas celulares e a barreira
hematoencefélica (LETCHFORD e BURT, 2007).

3.2. Vesiculas lipidicas

Vesiculas lipidicas sdo estruturas fechadas organizadas em bicamadas de
fosfolipideos com um compartimento interno aquoso. Sua utilizacdo na terapéutica
ocorre a cerca de 40 anos, sendo suas primeiras aplicacdes na area de cosméticos. Os
produtos a base destas vesiculas incluem lipossomas e niossomas que sao considerados
importantes representantes na liberacdo controlada de substancias. (KHAN et al, 2015;
SUZUKI et al, 2017).

Desde a sua criacdo até os dias atuais as vesiculas lipidicas sdo utilizadas como
sistemas coloidais para o estudo dos fendmenos bioquimicos celulares, sendo grande
parte do entendimento sobre biologia celular dada através destes sistemas (PERRIER et
al, 2017). Sdo constituidas por anfifilicos que se organizam em compartimentos

fechados na presenca de agua, por conta da orientacdo dos seus grupos polares através
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de interacGes hidrofobicas e Forcas de van der Waals. As vesiculas formadas podem
apresentar uma ou mais bicamadas de fosfolipideos, sendo caracterizadas como

unilamelares ou multilamelares (KHAN et al, 2015).

Dentre essas vesiculas os lipossomas e niossomas se destacam por serem
considerados bons carreadores de moléculas e apresentarem alta biodisponibilidade,
biocompatibilidade e biodegrabilidade (ANDREU e ARRUEBO, 2018). A utilizacdo
desses sistemas abrange areas como as de cosméticos, alimenticia, agricultura, genética
e produtos farmacéuticos, visando principalmente a melhoria na qualidade dos produtos
através do aumento na estabilidade e durabilidade (FATHIMA et al, 2016).
Farmacologicamente o interesse nesses sistemas estd na semelhanca que eles possuem
com as membranas bioldgicas, sendo que suas propriedades fisicas e quimicas permitem
maior facilidade na passagem do farmaco por barreiras dentro corpo, proporcionando
melhor direcionamento na entrega da droga (LETCHFORD e BURT, 2007).

Lipossomas e niossomas sdo considerados nanocarreadores lipidicos
relativamente seguros por serem produzidos com produtos de origem natural, tais como
as fosfaditilcolinas e o colesterol. Essa composi¢do permite vantagens em relacdo a
outros nanocarreadores, como as nanoparticulas poliméricas, nanotubos de carbono ou

nanoparticulas de ouro, que podem demostrar algum tipo de toxidade (LIM et al, 2012).

Estudos mostram a importancia da encapsulacdo de substancias em vesiculas
lipidicas para o combate a espécies reativas de oxigénio, além disso essas vesiculas
podem ser utilizadas como modelos em estudos com antioxidantes que combatem
principalmente a peroxidacao lipidica (BARROSO et al, 2018; GIRI et al, 2016). Esses
e outros estudos tem ampliado o interesse no desenvolvimento de estruturas vesiculares
nanométricas que visam superar obstaculos encontrados principalmente na entrega de

medicamentos.

O grande impasse no desenvolvimento de carreadores a base de fosfolipideos é
encontrar uma formulacdo ideal, que tenha alta estabilidade, biocompatibilidade e que
uma vez encapsulada a substancia tenha sua atividade potencializada, permanecendo
estavel por um longo periodo. Tendo em vista as dificuldades encontrados no
desenvolvimento de vesiculas lipidicas € importante reunir informacBes sobre os

métodos utilizados para o seu desenvolvimento, incluindo seus principais componentes
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e 0 que se tem atualmente em relagdo ao comportamento de cada um quando utilizado

em diferentes formulagdes.
3.2.1. Niossomas

Niossomas sdo vesiculas lipidicas formadas a partir da automontagem de
tensoativos ndo-idnicos por interagdes hidrofobicas em meio aquoso (GUTIERREZ et
al., 2016). Estdo representados por uma ou mais bicamadas lipidicas, sendo
caracterizadas como unilamelares ou multilamelares (KHAN et al, 2015). O seu
tamanho geralmente est4 entre 80 e 200 nm, dependendo do método utilizado para sua
formulacdo. Os tensoativos mais utilizados para produgdo de niossomas S0 0S
polissorbatos (tween 60 e 80) e os sorbitans (Span 60 e 80) (YEOM et al, 2014). Wang
et al, (2016)?* afirmam que formulacbes a base de tween 80 sdo farmacologicamente
mais aceitaveis por permitirem melhora na estabilidade da molécula. A figura 2 mostra
a estrutura de um niossoma multilamelar formado por tween 80 e polietilenoglicol
(PEG).

» PEG

> Tween-80

Multilamellar Niosome

Figura 2. Estrutura niossomal multilamelar
Fonte: Adaptado de Wang et al, (2016)?

Apesar de ser bastante semelhante a dos lipossomas a composicdo dos
niossomas por surfactantes ndo-idnicos permite que 0S MesmMOs sejam mais estaveis a
oxidacdo e hidrolise, possuindo boa estabilidade a longo prazo e biocompatibilidade,
além de ser uma formulacdo mais barata e de facil reproducdo (SOMJID et al, 2018;

SAMED et al, 2017). Essas caracteristicas permitiram que os niossomas fossem logo
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inseridos no mercado como alternativa aos lipossomas na entrega controlada de
medicamentos no organismo. Semelhante as demais vesiculas lipidicas 0s niossomas
podem incorporar substancias tanto lipofilicas como hidrofilicas. As substancias de
carater lipofilico ficam retidas na bicamada, enquanto que as hidrofilicas ficam no

centro da vesicula, meio aquoso (KHAN et al, 2015).

As primeiras formulagbes de niossomas ocorreram na area de cosméticos pela
L'Oreal®, sendo logo descritas como bons carreadores de moléculas e como
conservadores de alimentos. Essas vesiculas sdo consideradas como importante sistema
de entrega controlada, no qual as drogas que sdo encapsuladas podem aumentar a
solubilidade, estabilidade e o tempo para degradacéo, fazendo com que as substancias
permanecam mais tempo no organismo (PANDO et al, 2015; BANSAL et al, 2013).

O estudo de Liang et al, (2016) mostra que niossomas sdo capazes de proteger a
substancia encapsulada da digestdo intestinal, esta caracteristica se da através da
capacidade no controle da liberacdo de substancias e a protecdo contra agentes externo
que a vesicula oferece. Além de aumentar o tempo da substancia no organismo,
niossomas podem intensificar atividades bioldgicas de drogas ja utilizadas no mercado,
como exemplo verificou-se que a atividade antimicrobiana do composto celfdinir®
frente a espécie Staphylococcus aureus é aumentada quando este é incorporado a essas
vesiculas (BASAL et al., 2013).

O aumento da atividade de farmacos ja utilizados no mercado pela encapsulacéo
em niossomas permite a diminuicdo na concentracdo das drogas, promovendo a
diminuicdo de efeitos colaterais e o aumento da especificidade na entrega da droga no
local de acdo dentro do organismo (KANAANI et al, 2017). Outro estudo mostra que
niossomas carregados com embelin® possuem um eficiente efeito hipoglicemiante,
assim como atividade antioxidante através da diminuicdo dos niveis de peroxidacdo
lipidica, esses resultados foram relacionados a uma melhora na absorcéo intestinal do
farmaco encapsulado (ALAM et al, 2018).

Em particular os niossomas sdo considerados como um sistema interessante de
administracdo de farmacos para o tratamento de disturbios dermatolégicos. A aplicacéo
topica de niossomas pode aumentar o tempo de resisténcia das drogas no estrato corneo
e epiderme e a0 mesmo tempo reduz a absor¢do sistémica da droga, reduz a perda de

agua transdérmica e promove a reposicdo de lipideos. O estudo de Moghddam et al,
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(2016) mostrou que niossomas aumentam a penetracdo da diacereina® em camadas mais
profundas da pele. Em outro trabalho foi demostrado que vesiculas menores sdo mais
eficientes na penetracdo do farmaco na pele (PANDO et al, 2015).

Outro beneficio na utilizacdo de niossomas € a capacidade que o sistema tem de
potencializar o efeito de farmacos ja utilizados no mercado. Sendo comprovado pelo
estudo de absorcéo cutdnea com agente antifingico itraconazol®, onde as formulagdes
niossomais contendo o farmaco mostraram-se mais eficientes do que o ele sozinho
(ALOMRANI et al, 2015).

3.2.2. Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas lipidicas formadas por misturas de lipideos
anfipaticos organizados de forma esférica em um centro aquoso (Figura 3) (SANTOS e
CASTANHO, 2002). Por ser semelhante as membranas biologicas, inicialmente os
lipossomas foram utilizados como modelo para estudo de membranas, mas logo
passaram a ter aplicagdes médicas e farmacologicas, principalmente no transporte de
substancias. Essa semelhanca com as membranas bioldgicas permite vantagens as
vesiculas, como por exemplo, interacdes celulares, endocitose e fusdo (CHORILLI et al,
2004). Outra vantagem estd na encapsulacdo de drogas que permite a diminui¢do dos
efeitos colaterais, através da reducdo da dose exigida e consequente acumulacdo da

droga no local de administracao.

Figura 3. Representacédo de Lipossoma unilamelar.

Fonte: Adaptado de Miller e Landfester, (2015).
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Sua classificacdo é feita de acordo com a quantidade de lamelas presentes na
vesicula, sendo caracterizados como unilamelares (apenas uma lamela) ou
multilamelares (duas ou mais lamelas), quanto ao tamanho podem ser grandes ou
pequenas Vvesiculas unilamelares, grandes ou pequenas vesiculas multilamelares
(GARCIA, 2014). Como vantagem os lipossomas pequenos e multilamelares sdo mais
esféricos e apresentam maior rigidez, estas caracteristicas permitem propriedades

mecanicas benéficas na absorc¢éo celular.

Os lipossomas formulados com fosfatidilcolina e colesterol sdo rapidamente
eliminados da circulagdo sanguinea, uma estratégia a esse problema é a producdo de
lipossomas com tamanho inferior a 100 nm e a utilizacdo de polimeros conjugados na
sua membrana como PEGs (Polietilenoglicol) que sdo capazes de formar uma camada
protetora na bicamada (FONTES et al, 2018).

Os lipossomas podem encapsular diversas substancias com solubilidades
diferentes. Assim, a localizacdo de tais substancias depende de suas caracteristicas,
principalmente a solubilidade entre os componentes do lipossoma. Dessa forma
substancias com carater lipofilico ficam inseridas na parte hidrofébica da membrana
enquanto as substancias de carater hidrofilico permaneceram no nlcleo aquoso e as
anfifilicas passam a fazer parte da membrana do lipossoma (MULLER e
LANDFESTER, 2015). Um exemplo da localizacdo de compostos hidrofobicos sdo os
derivados do eugenol que quando inseridos na fase aquosa tendem a migrar lentamente
para a bicamada, sendo que cada componente tem um tempo diferente para penetracéo e
ligacdo com a superficie da bicamada (SAHA e VERMA, 2018).

A principio na &rea médica os lipossomas eram visados apenas como bons
carreadores de moléculas capazes de promover a liberacdo de forma lenta e controlada,
a partir dai foi descoberto que a membrana lipossomal é capaz de proteger substancias
de agentes externos como a luz, umidade e oxigénio, aumentando sua durabilidade
(ASSIS et al, 2012). O primeiro medicamento formulado com base em lipossoma foi o
doxil®, um anticancerigeno que entrou no mercado no ano de 1995, ap6s este surgiram
uma infinidade de formulagdes farmacoldgicas que estdo disponiveis no mercado, assim
como um grande numero de trabalhos séo frequentemente publicados com formulagdes
lipossomais (RAHNFELD et al, 2018).
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Alguns trabalhos mostram a capacidade que os lipossomas tem de aumentar a
estabilidade fisico-quimica de compostos como o acido retinoico e a rutina, 0 aumento
da estabilidade estd relacionado ao aumento da durabilidade da formulagéo
(BABAZADEH, GHANBARZADEH et al, 2017). Além disso, podem reduzir a
toxidade de compostos e aumentar o seu tempo de a¢&o no organismo (ARAUJO et al,
2017). Outra aplicacdo dos lipossomas é a utilizacdo no tratamento de doengas
inflamatdrias dérmicas através da encapsulacdo de compostos antiinflamatérios como
naringina, potencializando sua atividade e diminuido os efeitos colaterais
(PLEGUEZUELOS-VILLA etal, 2018).

A entrega controlada de substancias por lipossomas pode ser melhorada a partir
da adicdo de componentes que direcionam os lipossomas até o local de a¢do. O estudo
de Poh et al, (2018) demostra que lipossomas direcionados com folato se ligam
especificamente a células positivas para receptores de folato se acumulando no local da
inflamacéo, tendo melhor resposta na atividade bioldgica. Os lipossomas aumentam a
penetracdo de substancias no estrato corneo através do aumento da fluidez da bicamada
pela perturbacéo dos lipideos (IMAM et al, 2017) sendo considerados como um sistema
de entrega bem sucedido pela via transdérmica (ABDEL-HAFEZ et al, 2018).

Substancias com baixas solubilidades em &gua tem sua aplicacdo na terapéutica
limitada, no entanto, quando encapsuladas a lipossomas tais substancias podem
melhorar sua biodisponibilidade, um exemplo é o estudo Yingyuad et al, (2018) que
encapsularam o composto calothrixin B e verificaram melhora significativa no
tratamento do cancro. Em estudo com a capsaicina para verificar a reducdo do estresse
oxidativo no figado foi verificado que a atividade desta substancia € potencializada

quando também é encapsulada (GIRI et al, 2016).

Apesar dos lipossomas serem 0s primeiros sistemas produzidos para entrega
controlada de substancias eles tem como desvantagem a alta instabilidade, o que
promove a agregacdo das vesiculas (GALVEZ et al, 2011). Essa caracteristica esta
relacionada a composicdo e o método utilizado para formulacdo da vesicula, uma
solucéo é a adicdo de dicetilfosfato que diminui a agregacéo pela repulséo eletrostatica
entre as moleculas (SHEHATA et al, 2016). A figura 4 mostra a estrutura quimica dos

compostos encapsulados em lipossomas e niossomas, citados neste trabalho.
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Figure 4. Estrutura quimica dos compostos encapsulados em lipossomas e niossomas citados neste
trabalho. A- cefdinir®, B- embelin®, C- diacereina®, D- itraconazol®, E- doxil®, F- 4cido retindico®, G-
rutina®, H- naringina®, I- folato®, J- calothixin B®, K-capsaicina®.

Fonte. Camilo CJ, (2018).
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3.2.3. Fosfatidilcolinas

As fosfatidilcolinas sdo os fosfolipideos mais utilizados na producdo de
vesiculas lipidicas e com maior emprego na area de cosméticos como emulsificadores.
Sdo constituidas por misturas de lipideos de origem natural ou animal, como soja ou
ovo respectivamente. Sua estrutura quimica apresenta um esqueleto de glicerol,
esterificado nas posicoes 1 e 2 (KOLBINA et al, 2017). Essas lectinas fazem parte da
composi¢do das membranas bioldgicas podendo estar presente no plasma sanguineo

como constituinte das lipoproteinas, a figura 5 mostra a estrutura da fosfatidilcolina.

Figura 5: Estrutura quimica da fosfatidilcolina

Fonte. Camilo CJ, (2018).

Sdo consideradas biocompativeis e biodegradaveis por ndo apresentarem carga
em pH fisiologico, sendo importantes na estabilizacdo a longo prazo das emulsdes.
Além disso, as fosfatidilcolinas de cadeia hidrocarbonada saturadas e curtas sdo
consideradas mais potentes para producdo de emulsificantes (BRUXEL et al, 2012). A
principal caracteristica das fosfatidilcolinas que justifica o seu sucesso na producao de
vesiculas lipidicas é que as mesmas sdo anfifilicas, que por sua vez permite a auto-
organizacdo e formacdo de bicamadas em meio aquoso, imitando as membranas
biologicas (MERTINS et al, 2008). A formacdo das vérias estruturas ocorre de acordo
com as propriedades especificas desses fosfolipideos, formando normalmente micelas
(FRICKER et al, 2010).
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A capacidade de imitacdo de membranas biol6gicas permite que essas lectinas
sejam utilizadas como modelo para estudo da peroxidacao lipidica através da oxidacao
fotoinduzida por compostos como a pterina (THOMAS et al, 2016). Os lipossomas
preparados com fosfatidilcolinas saturadas limitam a incorporacdo de farmacos
hidrofébicos devido a rigidez da membrana, uma alternativa é a incorporacdo de
triglicerideos de cadeia media ou longa que promovem maior fluidez e 0 aumento na
quantidade de farmaco encapsulado (HONG et al, 2015). O aumento na permeabilidade
da membrana também pode ser melhorada pela adi¢cdo do a-tocoferol, esse composto
tende a reduzir o angulo de inclinacdo das cadeias de hidrocarbonetos dos fosfolipideos
promovendo uma orientacdo mais vertical, com passagem de uma fase gel para fase
normal (QUINN, 2012).

Lipossomas a base de fosfatidilcolina de soja s&o mais resistentes a oxidacéo
devido a menor grau de instauracdo presente na molécula, em compara¢do com outros
fosfolipideos (RUDOLPHI-SKORSKA et al, 2017). As substancias de carater lipofilico
que séo incorporadas podem aumentar de 200 a 500 vezes o seu grau de solubilidade o
que permite que lipossomas a base de fosfatidilcolina seja adequado para o estudo com
substancias lipofilicas (CAGNO et al, 2011). Além disso, esses fosfolipideos possuem
temperatura de transicdo de fase relativamente alta o que promove uma formulacédo
vesicular mais estavel (KITAYAMA et al, 2014).

3.2.4. Colesterol

O colesterol é caracterizado pela presenca de um anel de esteroide, possui em
sua estrutura quimica 27 carbonos, constituido por uma cadeia hidrocarbonada. E
encontrado em todas as membranas bioldgicas dos animais. A incorporacdo do
colesterol em formulagbes de vesiculas lipidicas tem papel importante na organizacao,
estabilidade, dinamica e funcdo das membranas, por tanto € importante compreender o
papel desse componente em diferentes formulagdes. A localizacdo do colesterol na
membrana das vesiculas lipidicas ocorre proximo a interface lipideo-agua com o grupo
acilo na regido de hidrocarbonetos da bicamada. Esse arranjo modula as propriedades da
membrana por interagdes com as cadeias de acil dos lipideos (MARQUARDT et al,
2016).
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E utilizado nas formulac@es de vesiculas lipidicas com a finalidade de aumentar
a estabilidade mecénica da bicamada afetando a sua elasticidade, o estudo de Somjid et
al, (2018) mostra que formulacdes niossomais apenas com surfactantes, exemplo span
60, sdo mais vagas, no entanto, quando o colesterol é adicionado ha uma interacéo entre
a 4gua e os grupos principais do surfactante, levando uma maior resisténcia mecanica do
sistema. Quando a concentracdo do colesterol é aumentada as vesiculas tendem a
aumentar de tamanho, assim como se tornam mais rigidas e as membranas menos
fluidas. Essa caracteristica interfere diretamente na liberacdo da substancia encapsulada
pois, um sistema mais rigido promove a diminui¢cdo ou tempo mais longo na entrega da
droga (KADDAMH et al, 2018). A figura 6 mostra a estrutura do colesterol.

HO

Figura 6. Estrutura quimica do colesterol.

Fonte. Camilo CJ, (2018).

Em contrapartida quando o colesterol é adicionado em membranas fosfolipidicas
em concentracdes fisioldgicas, ele € capaz de regular a rigidez da membrana ao mesmo
tempo em que permite a sua fluidez, devido sua alta mobilidade lateral (ARRIAGA et
al, 2017). O aumento da estabilidade fisica das vesiculas ocorre por que a inclusdo do
colesterol promove o aumento da distancia entre os grupos de cabega carregados da
membrana, podendo ainda maximizar o contato entre as cadeias hidrocarbonadas
vizinhas (KUO et al, 2018). Em relacdo a sua participacao na fusdo de membranas ja foi
demostrado sua importante participacdo na agregacdo de membranas lipidicas,

dependendo da sua concentracdo e temperatura, no entanto, essa capacidade de
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formacdo de misturas fusogénicas nem sempre estid ligada a desestabilizacdo na
bicamada das vesiculas (IBARGUREN et al, 2015).

O colesterol usado em proporc¢des molares 1/1 formam vesiculas mais estaveis e
com capacidade maior de encapsulacdo, tal caracteristica esta relacionado a capacidade
de diminuicdo da permeabilidade da bicamada e consequente diminui¢do na taxa de
degradacéo por fatores como a luz, pH e temperatura (RAVAGHI et al, 2016). As
vesiculas apresentam alto valores negativos de potencial zeta proporcionando repulséo

eletrostatica e uma nanoemulcéo relativamente estavel (GUNES et al, 2017).
3.2.5. Surfactantes ndo-idnicos

Os surfactantes sdo estruturas organicas compostas por anfifilicos, ou seja,
caracterizada por duas regides, uma polar e hidrofilica e outra apolar e hidrofobica.
Especialmente os surfactantes nao idnicos sdo mais utilizados na preparacao de
vesiculas lipidicas por apresentarem equilibrio entre as regides hidrofilica e lipofilica,
sdo derivados do polioxietileno e polioxipropileno. Os exemplos mais comuns S0 0S
polissorbatos e sorbitans (SILVA et al, 2015).

A utilizacdo de surfactante ndo-idnico para formulacdo de vesiculas lipidicas €
uma das alternativas para superar desvantagens encontradas em formulacGes
tradicionais que sdo a base apenas de fosfolipideos. Esses compostos conferem a
vesicula biocompatibilidade, estabilidade, flexibilidade, além de se adequarem aos
métodos ja utilizados. Os surfactantes podem interagir com as membranas vesiculares e
alterar a tensdo superficial das mesmas, através do aumento da solubilidade uma vez
que os surfactantes podem se inserir dentro da bicamada (CHABANON e
RANGAMANI, 2018).

Os polissorbatos séo os surfactantes ndo-idnicos mais utilizados, pois possuem a
capacidade de formar vesiculas sem a presenca do colesterol, isso ocorre devido a
presenca de uma fracdo hidrofébica maior na molécula, tendo por tanto menor
solubilidade em &gua o que promove a organizagdo em sistema coloidal
(JUNYAPRASERT et al, 2012). Um exemplo é o polioxietileno monooleato de
sorbitano-80 (tween 80) que € um tensoativo amplamente aceito em formulagdes
farmacolodgicas, devido a presenca de uma cadeia de polioxietileno que confere
equilibrio entre os dominios hidrofilicos e lipofilicos (KAUR e MEHTA, 2017). O
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estudo realizado por Alomrani et al, (2015) mostrou que a entrega do farmaco
itraconazol® na pele, estrato corneo, é aumentada quando o composto é incorporado a

niossomas preparados com tween 80, aumentado o efeito antifingico do farmaco.

Quando a concentracdo do surfactante ndo idnico € aumentada na formulacéo,
promove um aumento das interacbes hidrofébicas com a droga, um exemplo € a
incorporacdo da curcumina, onde pode ocorre uma ligagdo mais forte entre esse
composto e a membrana lipidica promovendo alta estabilidade da formulacdo (WANG e
GAO, 2018; RAVAL et al, 2017). Junyaprasert et al, (2012) mostraram que niossomas a
base de tween 60 sdo transportadores eficientes na entrega dérmica do acido elagico. Tal
caracteristica esta relacionada a baixa capacidade que o tween 60 tem em solubilizar
estruturas a base de fosfolipideos, o que confere a essa molécula potencial para
formacéo de vesiculas lipidicas para o transporte de substancias (LIM e LAWRENCE,
2004).

Outro surfactante bastante utilizado para a preparacdo de vesiculas lipidicas sdo
os sorbitans (span 60 e span 80), ja foi demostrado que vesiculas preparadas com span
80 sdo mais flexiveis e sua membrana possui maior fluidez comparada a lipossomas
preparados apenas com fosfolipideos (HAYASHI et al, 2011). Em um estudo de
liberacdo do composto resveratrol verificou-se que formulacdes a base de span 60
promove a liberacdo do composto de forma mais lenta quando comparado a
formulacGes a base de span 80 (PANDO et al, 2013).

Em contrapartida vesiculas formadas com span 80 s&o bons carreadores de
antigenos e quando liofilizados obtém estabilidade de até 9 meses (FREIXEIRO et al,
2017). A alta estabilidade das vesiculas preparadas com span 80 é confirmada pelo
estudo de Hua e Liu (2007) onde foi demonstrado que formulacGes com span 80 e PEG
400 sédo altamente estaveis, podendo permanecer cerca de um ano sem alteracGes em sua
morfologia e tamanho, isso ocorre devido a regulacdo da hidrofilicidade que a molécula
de PEG oferece, sendo que a molécula Span 80 tem alta capacidade hidrofébica o que a

torna menos propicia a formagéo de vesiculas.

Um aumento na concentracdo de surfactante leva a diminui¢cdo do tamanho da
vesicula, assim como pode reduzir a agregacao e aumentar a estabilidade da formulacéo

pelo aumento de carga, sendo que a eficiéncia do aprisionamento da substancia ndo
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depende somente do surfactante, mas também da estrutura da substancia a ser
encapsulada (BNYAN et al, 2018).

Outro surfactante ndo i6nico utilizado para formulagdes é a familia Brij, sua
molécula contém uma cadeia hidrofilica do grupo oxietileno e uma hidrofobica
composta por hidrocarbonetos. Sdo considerados interessantes para formulacdes de
vesiculas lipidicas por terem baixa toxidade e serem bons solubilizantes (RIBEIRO et
al, 2012). Lipossomas preparados com Brij de cadeia curta (Brij30 e Brij35) possuem
potencial de encapsulacdo baixa, enquanto que as formulacdes preparadas com Brij52 e
Brij56 tem capacidade de incorporacdo maior que 80%, tendo ainda um perfil de
liberagdo de substancia ideal (TAGAMI et al, 2011). Niossomas preparados com Brij
72 e Span 20 demostram rapida capacidade de eliminagdo do sistema sanguineo, no
entanto, quando € adicionado PEG na membrana as vesiculas permanecem mais tempo
no sistema (SHEHATA et al, 2016). A figura 7 mostra as estruturas quimicas dos

sulfactantes ndo-iénicos mais utilizados para formulagdes de vesiculas lipidicas.
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Figura 7. Surfactantes nao- iénicos: A- tween 80, B- tween 60, C- span 60, D- span 80, E- brij 30, F-
brij 35.
Fonte. Camilo CJ, (2018).
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3.2.6. Aspectos fisico-quimicos

A caracterizagdo das vesiculas € um fator importante que pode influenciar na
estabilidade, durabilidade, direcionamento, localizacdo, acumulacdo e eliminacdo da
substancia encapsulada, tendo influéncia direta no comportamento da nanoparticula
dentro do sistema bioldgico. Um dos fatores fisico-quimicos mais importantes que
devem ser analisados antes mesmo da producéo da vesicula é a temperatura de transicéo
de fase em que se encontra os fosfolipideos que serdo utilizados na formulagdo. Este
parametro esta diretamente ligada a fluidez e a estabilidade da membrana, uma vez que
a temperatura de transicdo é uma ferramenta importante para a compreensao de diversos
sistemas coloidais (MATSUKI et al, 2017). Geralmente a variagcdo da temperatura
ocorre quando é adicionado algum componente a membrana vesicular, sendo
influenciada pelo grau e o ponto de ramificacdo das vesiculas de fosfolipideos
hidratados (NATALIE et al, 2016). A incorporagdo de substancias como o colato de
sodio diminui a temperatura de transicdo da formulacdo, deixando-a mais flexivel
(ABDEL-HAFEZ et al, 2018).

Outro fator importante a ser analisado é a carga superficial (potencial zeta) e o
tamanho da particula, uma vez que estas caracteristicas podem afetar a estabilidade da
formulacdo. O potencial zeta tem influéncia direta da densidade de carga superficial da
vesicula e a sua determinacdo pode fornecer a orientacdo de compostos na vesicula,
como aminoacidos (MORINI et al, 2015; DISALVO e BOUCHET, 2014). Quando o
potencial zeta € muito baixo significa que a vesicula tem baixa ou nenhuma carga
superficial e ndo consegue se repelir, 0 que pode levar a agregacdo, sendo esse potencial
um indicador da estabilidade de sistemas coloidais (GUTIERREZ et al, 2016).

Ravaghi et al, (2016) mostraram que 0 potencial zeta de niossomas é
influenciado pelo tipo de surfactante utilizado, sendo que prepara¢ées com Span 60 tem
melhores valores de potencial, e maior tempo de estabilidade. A quantidade de
colesterol utilizado na formulacdo também influencia nesses valores, tendo correlacéo
inversa entre quantidade de colesterol e valor do potencial, sendo considerados valores
ideais de potencial zeta £ 30mV ou superior a este (TAHARA et al, 2018). Os valores
de potencial podem ser melhorados pela adi¢do de agentes indutores de carga como o
fosfato de dicetila que séo ideais para formulacdes que ndo apresentam potencial zeta
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superior a 30mV e sdo instaveis, eles induzem a estabilidade da vesicula evitando a sua
agregacao (KHAN et al, 2016).

Alguns fatores fisico-quimicos tem influéncia sobre os valores de potencial zeta,
um dos mais importantes € o pH, sendo que a obtencéo de valores altos ou baixos estdo
correlacionados com o pH &cido ou basico, respectivamente. A forca i6nica também ¢é
importante, sendo que seu aumento tende a diminuir os valores do potencial. O estudo
desses fatores estd relacionado com a estabilidade do sistema coloidal
(BHATTACHARJEE, 2016).

3.3. Técnicas para obtencéo de lipossomas e niossomas

As técnicas de producdo de niossomas e lipossomas sdo diversos e levam a
formacdo de diferentes vesiculas, com tamanhos e quantidade de lamelas diferentes.
Algumas técnicas tem maior destaque em laboratdrios, pois sdo consideradas de facil
reproducdo e mais seguras. Merece destacar que em todos os métodos realizados sao
utilizados algum dos componentes: lipideos como as fosfatidilcolinas (soja ou ovo),
ester6is como o colesterol e surfactantes ndo-ibnicos, sejam combinados ou em
formulagdes diferentes (CHORILLI et al, 2006). Assim, como também necessitam de
algum tipo de energia seja por agitacdo, sonicacdo ou centrifugacdo. A utilizacdo de
energia é necessaria para produzir tamanhos uniformes. Geralmente a quantidade dos
componentes € decidida a partir de varios testes com diferentes propor¢des molares, até
obter a formulacdo desejada. Os métodos relacionados a seguir indicam como as

técnicas sdo desenvolvidas na maioria das pesquisas realizadas com vesiculas lipidicas.
3.3.1. Hidratacéo do filme lipidico

Esse método foi desenvolvido por Bangham e colaboradores (1965), sendo um
dos mais utilizados para formulagdes de vesiculas lipidicas. Ao longo dos anos tem

sofrido vérias adaptacdes visando seu aperfeicoamento.

Inicialmente deve ser preparada uma solucdo contento fosfatidilcolina, colesterol
e um tensoativo ndo-iénico, como tweens ou polisorbatos, esses componentes devem ser
diluidos em uma mistura de solventes organicos (cloroférmio/etanol). A partir desta
solucdo serd obtido um filme lipidico através da evaporacdo do solvente com auxilio de

uma bomba a véacuo. E importante que todo o solvente seja evaporado. O filme deve ser
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hidratado com agua ou solucdo tampédo por um periodo em que seja possivel a soltura
total do filme das paredes do baldo (aproximadamente 30 minutos). E necessario que
seja empregado algum tipo de energia para que haja formacdo das vesiculas lipidicas,
geralmente sdo utilizadas a sonicacdo por 5-10min ou agitacdo em vortex (ABAEE e
MADADLOU, 2016).

Uma desvantagem deste método é a formacdo de microparticulas em conjunto
com as nanoparticulas, esse problema pode ser resolvido por agitacdo que promove a
homogeneizacdo e uniformidade das particulas. Outro impasse é a quantidade de
substancia hidrofilica a ser encapsulada, sabendo que grande parte destas podem ficar
dissolvidas no meio aquoso em que a vesicula foi formulada (ELOY et al, 2014).
Lipossomas preparados por este método sdo importantes no estudo com substancias
anticancerigenas, pois permitem que pequena quantidade da droga seja eficaz em até
99% na diminuicdo de células cancerigenas. Podem promover o direcionamento das
substancias e sdo capazes de passar por barreiras como a hematoencefalica (SINGH,
2018; SUN et al, 2018; ZHAO et al, 2018).

3.3.2. Injecéo de etanol

Descrito pela primeira vez por Batzri e Korn (1973) como alternativa para
preparacdo de vesiculas pequenas unilamelares. Atualmente é utilizado para o
desenvolvimento de diversas estruturas com diferentes tamanhos a partir de adaptagdes
na quantidade de componentes utilizados (CHARCOSSET et al, 2015). Uma mistura
de surfactante com etanol é injetada com ajuda de uma seringa, aproximadamente 130
mL/h em solucdo aquosa a 40°C sob agitacdo constante de até 5000 rpm, com ajuda de
um homogeneizador. A formacédo das vesiculas ocorre no momento em que hé o contato
da solucdo orgénica com a aquosa, no entanto, é necessaria a agitacdo vigorosa para
obtencdo de tamanhos mais estreitos e uniformes. Ap6s aproximadamente 5 minutos o
etanol deve ser removido com ajuda de evaporador rotativo sob pressdo reduzida. As
vesiculas permanecem na fase aquosa e podem necessitar de algum tipo de energia, por
agitacdo ou sonicacdo (GUTIERREZ et al, 2016). Esse ¢ um dos métodos mais simples

e bastante utilizado por ser facilmente reprodutivel.
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Niossomas preparados por este método possuem eficiéncia de encapsulamento
maior quando comparado ao método de hidratacdo do filme, além disso a substancia
encapsulada possui maior capacidade de penetracdo quando aplicada na pele (PANDO
et al, 2015). Toniazzo et al, (2017) mostraram que lipossomas carregados com
quercetina formulados por este método apresentam boa estabilidade e potencial zeta de -
17 mV, tais caracteristicas sdo tipicas de vesiculas pequenas e com boa estabilidade. A
obtencdo de tamanho pequeno das vesiculas por esse método € confirmado no trabalho

de Liang et al, 2016, que obtiveram tamanhos de 60nm.

3.3.3. Evaporacéo de fase reversa

O surfactante e os lipideos s&o diluidos em mistura de solventes orgénicos (éter
etilico, cloroférmio, etanol ou metanol) em diferentes propor¢cbes molares. A essa
mistura é adicionado solucdo tampao e/ou agua e sonicado por 10 minutos. O solvente é
evaporado com ajuda de evaporador rotativo sob pressdo reduzida, para que haja a
formagéo de gel que em seguida deve ser rehidratado com solucdo aquosa. A nao
dissociacdo do gel viscoso pelo contato entre as vesiculas faz-se necessario alta agitacao

para separacao e obtencéo final das vesiculas lipidicas (OJEDA et al, 2016).

Niossomas preparados por esse método apresentam tamanho nano-escalonado
que sdo apropriados para entrega de genes, possuem valores altos e positivos de
potencial zeta, o que assegura a estabilidade das vesiculas (Attia et al, 2018). A
formulacdo de lipossomas convencionais por este método promove maior potencial de
encapsulacdo quando comparado aos métodos de hidratacdo do filme e injecdo de
etanol, sendo que as vesiculas formadas possuem potencial zeta ideal com formas
regulares e uniformes (WANG et al, 2016)°.

Em outro estudo foi demostrado a eficiéncia de aprisionamento da curcumina em
lipossomas preparados por este método, sendo evidenciado o aumento da liberacdo da
substancia em lipossomas cobertos com quitosano (CUOMO et al, 2017). Também foi
observado um aumento na liberagdo do farmaco gemcitabina® pela incorporagdo em
lipossomas com tratamento a laser. A producéo de vesiculas por esse método mostra-se
eficiente na obtencdo de formulagbes com potencial para liberacdo controlada de

substancias Uteis para o tratamento de diferentes doencas (FUSIVEL et al, 2018).

39



CAMILO, C. J. Atividade antioxidante de niossomas enriquecidos com compostos fenolicos

3.4. Atividades bioldgicas do género Stryphnodendron sp.

O género Stryphnodendron (Fabaceae) possui cerca de 48 espécies distribuidas
pelos biomas brasileiros Cerrado e Caatinga. Estdo representadas por arvores e arbustos,
sendo popularmente conhecidas como ‘“barbatimio” (Figura 8) (OLIVEIRA et al,
2014). Em trabalhos etnobotanicos suas espécies sao indicadas para o tratamento de
inflamacGes, cicatrizes, diarreia, contra parasitas e com efeito antisseptico. Sao
verificadas diversas formas de uso dessas plantas tendo como exemplos 0s chas,
cozimentos e garrafadas, sendo na maioria das vezes ingerida por via oral (OLIVEIRA
et al, 2014; SILVA et al, 2010).

Figura ST?épresentante do género Stryphnodenon

Fonte: Ribeiro DA, (2017)

As pesquisas com espécies do género Stryphnodrendron estdo relacionadas com
a presenca de taninos em sua composi¢do quimica. Esses compostos conferem aos
vegetais propriedades como adstringéncia, acdo anti-inflamatéria, antimicrobiana e
outras atividades biolégicas. Além disso, sdo utilizadas na indudstria de couro e na
fabricacdo de tintas, tendo importancia na fitoterapia e na inddstria (MONTEIRO et al,
2005; FONSECA e LIBRANDI, 2008).
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Apesar de ser citado em muitos trabalhos a existéncia de uma grande quantidade
de taninos em espécies de barbatimdo, ainda sdo poucos os estudos que relatam o
isolamento desses compostos (SANTOS et al, 2006; LOPES et al, 2009; ZOCOLER et
al, 2009; ALMEIDA et al, 2010). Isso pode ser demostrado atraves do levantamento de
dados feito no periodo de 22 anos com espécies desde género (Tabela 1).

Foi verificado que das 21 espécies estudadas em apenas trés foi possivel o
isolamento de taninos. Isso pode ser explicado pela dificuldade existente no isolamento
desses compostos por conta de suas caracteristicas quimicas, como peso molecular e
alta polaridade, além de serem facilmente reativos capazes de formar pontes de
hidrogénio intra e intermoleculares (MONTEIRO et al, 2005).

Em relacdo as atividades biologicas citadas para esse género, a antimicrobiana
foi relatada para as trés espécies, sendo relacionada a diversidade de compostos
presentes nessas plantas. Lopes et al (2005) afirmam que a molécula ativa contra
microrganismos presente no extrato de S. polyphyllum possivelmente esteja diluido na
mistura complexa de compostos presentes no extrato, enquanto Sanches et al (2005)

associaram a atividade antifungica das fracdes de S. obovatum aos taninos.

Souza et al, (2007) avaliaram a atividade antioxidante e antimicrobiana de
fracOes obtidas da espécie S. adstringens e comprovaram que as fragdes mais polares,
ou seja, as que continham provavelmente maior concentracao de taninos tiveram melhor
resultado para as duas atividades testadas, quando comparado as fracdes obtidas com
cloroférmio. No estudo de Faria Luiz et al (2015) foi verificado que esta espécie €
promissora para o tratamento de biofilme formado por espécies de Candida.

No estudo realizado por Aguiar-filho et al (2013) com a espécie
Stryphnodendron fissuratum foi verificado que a ingestdo das suas favas provocavam
intoxicacdo em bovinos podendo levar a ma formacdo em filhotes. O autor explica que a
toxidade das favas pode estar relacionada a sua composicdo quimica, onde nos testes
fitoquimicos apresentou taninos hidrossoliveis, proantocianidinas, leucoantocianidinas
e saponina triterpendide B-amirina, tais compostos em grandes quantidades podem se

tornar téxicos.

Dentre as trés espécies estudadas Stryphnodendron adstringens foi a mais

referida com sete trabalhos. Essa vantagem pode ser explicada por essa espécie ser
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citada em muitos estudos etnobotéanicos, sendo indicada para o tratamento de diversos
males o que chama a aten¢do de pesquisadores para a descoberta de novos principios
ativos naturais provenientes deste género (RODRIGUES e CARVALHO, 2001;
SOUZA e FELFILI, 2006).

A espécie Stryphnodendron adstringens ja foi avaliada quanto a sua
genototoxidade a partir de uma fragdo rica em proantocianidina extraida das cascas do
seu caule e testado em camundongos, como resultado foi observado que a fracdo €
segura em relacdo a genotoxidade (COSTA et al, 2010). Por outro lado, foi demostrado
que o uso prolongado do extrato de barbatimao produz efeitos toxicos em camundongos
(REBECCA et al, 2003). Esse efeito pode estar relacionado a capacidade que o extrato
dessa espécie tem em provocar o desacoplamento da fosforilacdo oxidativa, inibicao do
transporte de elétrons mitocondrial e inibicdo da ATP-sintase quando ingerido por via
oral por tempo prolongado (REBECCA et al, 2003).

Tabela 1. Taninos e atividades bioldgicas do género Stryphnodendron sp.

Espécie

Stryphnodendron
adstringens

Stryphnodendron
polyphyllum

Stryphnodendron
obovatum Benth.

Parte utilizada

Folhas;
Cascas do caule

Folhas;
Cascas do caule

Cascas do caule

Compostos

Galocatequina;
epigalocatequina;
3-0O-galato de
epigalocatequina;
Proantocianidina;
Delfinidina;
prodelfinidina

Delfinidina;
Galocatequina;
Epigalocatequina;
epigalocatequina-
(4P—8)-
galocatequina

Galocatequina;
Epigalocatequina;
epigalocatequina-

(4B—8)-

Galocatequina;

metilgalocatequina

Atividades
biolégicas

Antiflngica;
Anti-inflamatorio;

Antimicrobiana

Antioxidante;
Antiflngica;
Leishmanicida

Referéncia

MELO et al, 1996;
MELO et al, 1999;
SANTOS et al,
2006;
ISHIDA et al, 2006;
ISHIDA et al, 2009;
NASCIMENTO et
al, 2013;
HENRIQUES et al,
2016.

SANTOS et al,
2006;
LOPES et al, 2005

SANCHES et al,
2005;
ZOCOLER et al,
2009;
LOPES et al, 2009;
RIBEIRO et al,
2015.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Material vegetal e identificacdo botanica

O material testado foi as cascas da espécie S. rotundifolium conhecida
popularmente como “barbatimdo”. As amostras vegetais foram coletadas na Chapada do
Araripe em uma &rea de Cerrado situada no sitio Barreiro Grande Crato, Ceara. Foram
coletadas amostras vegetais de quatros espécimes com distancia aproximada de 1m?. As
cascas foram selecionadas e em seguida mantidas em estufa a 60°C por 24 horas para a

retirada total da agua.

Uma exsicata foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima
na Universidade Regional do Cariri-URCA afim da certificacdo da identificacdo

cientifica da espécie. O nimero de registro foi de #33621.
4.2. Reagentes quimicos e solventes
Todos os solventes e reagentes utilizados foram de pureza com grau analitico.

Acetona; Acido acético; Acido cloridrico; Acido tilbarbitdrico (TBA), Acido
tricloro acético (TCA); acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)-ABTS;
Agua destilada; Alcool etilico 70%; Alcool metilico PA; Cloreto férrico; Cloroférmio;
Colesterol; Desoxirribose Dragendorf; Eter de petr6leo; Fenantrolina; Fosfatidilcolina;
Fosfato de potassio mono e dibasico; Hidroxido de sodio; Peroxido de hidrogénio;

Persulfato de potéssio; Sulfato ferroso; TRIS-HCI; Tween 80.
4.3. Obtencdo da fracdo fendlica

Inicialmente 20 g das cascas secas trituradas foram colocadas em contato com
50 mL de solucdo de acetona: agua (7:3), usando banho ultrassénico, com temperatura
de 5° C, durante 30 minutos. Apds esse periodo a solucao foi filtrada e o procedimento
repetido por mais trés vezes. O residuo sélido foi descartado e as fases liquidas
combinadas e concentradas em evaporador rotatério até a completa evaporacdo da
acetona. A fase aquosa foi particionada com éter de petroleo 20 mL (3 x), seguida de
destilacdo em evaporador rotativo e liofilizac&o.
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4.4. Prospeccdo quimica

Uma solucdo contendo 300 mg da fracdo fendlica foi diluida em 30 mL de
etanol 70%. Aliquotas contendo 3 mL desta solu¢cdo foram submetidas a adi¢cdo de
reagentes acidos e bésicos para a observacdo da mudanca de cor e/ou formacgdo de

precipitado, indicando a classe de metabolito secundario presente (MATOS, 1997).

4.5. Formulac&o e caracterizacao do niossoma da fracdo fenolica do barbatimao

O niossoma foi preparado pelo método de hidratacdo do filme, onde foram
pesadas 90 mg de fosfatidilcolina de soja, 10 mg de Tween 80 e 20 mg de colesterol no
mesmo recipiente. O material foi diluido pela mistura de cloroférmio e etanol 5/1 em
5mL e transferido para um baldo de fundo redondo. Evaporou-se o solvente com ajuda
de uma bomba a véacuo, girando lentamente até obter um filme uniforme. Apds sair o
excesso de solvente o filme permaneceu em uma secadora com auxilio de vacuo por 1h
para total retirada do solvente. Apos esse periodo o filme foi hidratado com uma
solucdo aquosa de 0,2 mg/mL da fracdo fendlica. A hidratacdo permaneceu por 1 hora e
depois foi agitada em vortex até a soltura do filme e formac&o das vesiculas lipidicas. A
solugdo foi sonicada por cinco minutos com amplitude 60 Htz para obtencdo dos

niossomas. O procedimento de obtencdo dos niossomas esta mostrado na figura 9.

Figura 9. Obtencdo do filme lipidico e posterior formagdo dos niossomas.

Fonte: Camilo CJ, (2018).
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4.5.1. Caracterizacao das vesiculas

4.5.1.1. Tamanho média, polidisperséo e potencial zeta

Cada formulacéo do niossoma foi diluida em solucdo de Tampé&o fosfato pH 6,5
e analisadas em potencidbmetro zeta, a fim de medir o tamanho médio, a

polidispersidade e o potencial zeta das vesiculas.

4.5.1.2. Eficiéncia do encapsulamento

A eficiéncia do encapsulamento foi realizada por analise de espectrofotometria.
O teor livre de compostos fendlicos foi obtido por centrifugacdo a 3000 rpm durante 60
minutos a 25°C. O sobrenadante foi lido em espectrofotémetro a 292nm. A eficiéncia do

encapsulamento foi definida pela equagéo 1:

EE=CT-CL/CT*100

Onde: EE= Eficiéncia de encapsulamento; CT= Contetdo Total; CL= Contetdo Livre.
4.6. Ensaios Antioxidantes

Todos os ensaios antioxidantes buscaram comparar a atividade da fracdo do
barbatimdo sozinho com a fracdo encapsulada em niossomas. Os métodos utilizados
demostram alguns dos mecanismos em que as amostras podem agir como antioxidantes.
Preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja que nenhum ensaio usado
isoladamente ira refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra.
Previamente os niossomas foram incorporados em um gel de carbopol que possibilitou a
obtencgéo das concentragcdes de 60%, 30% e 15%. Em relacdo a fracdo, a concentragédo

testada foi de 0,2 mg/mL, pois foi a concentra¢do encapsulada nos niossomas.
4.6.1 Ensaio antioxidante in vitro pela capacidade de sequestrar o radical ABTS*".

Para a realizacdo do ensaio utilizou-se o céation radical ABTS®", que apresenta
coloracéo azul-esverdeada forte e pode ser formado pela oxidacdo do sal diaménio do
ABTS (acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) com persulfato de
potéssio (K2S20g) (RE et al, 1999). Esta analise baseia-se na capacidade do composto

antioxidante em reduzir o ABTS®" pela doacdo de um elétron ao radical, causando a
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descoloracdo da solugéo e consequente diminuicdo da absorbancia em 734 nm. A figura

10 mostra a reacéo de estabilizacdo do ABTS®" por um antioxidante.

CEH 417 C[% jij |

Fomdn = 734 nm
ABTS " (azul esverdeada) ABTS Z (incolor)

Figura 10. Reacéo de estabilizacdo do radical ABTS®*" por um antioxidante.

Fonte: Camilo CJ, (2018).

Para a realizacdo do teste inicialmente foi preparada a solu¢do de ABTS*" que
permaneceu durante 16 horas ao abrigo da luz, ap6s este periodo a solucdo foi
estabilizada com solucdo Tampédo Fosfato de Potédssio a pH 7,3. Em seguida foi
adicionada diferentes concentracfes dos niossomas (15%, 30% e 60%) a 1985uL da
solucdo de ABTS*", esperou-se 5 min para a leitura em espectrofotdmetro UV-Visivel a
734 nm. Para obtencdo dos resultados em porcentagem de inibicdo foi empregado a
equacéo 2:

Atividade antioxidante= [(Ao-Ax)/A0 x 100]

Onde: AO= Absorbancia do controle ABTS; Ax=Absorbancia da amostra.

4.6.2. Ensaio antioxidante in vitro pela capacidade quelante de jons Fe?*

A técnica foi adaptada de Puntel et al. (2005). As solucbes de Fenantrolina
0,25% em etanol, FeSO4 2mM aquosa e TRIS HCI 0,1M (pH 7,4) aquosa foram
preparadas. Cada amostra nas concentra¢des de 15%, 30%, 60% foram diluidas em

metanol. As amostras do teste foram preparadas conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Preparado de solucdes para o teste Quelante de fons Fe?*

H20 TRIS-HCI 0,1M, pH 7,2 Amostra FeSO4 (2 mM)
Controle 838 uL 336 uL
Amostra 438 uL 336 uL 100 pL 300 uL
Branco 538 uL 336 uL 300 uL

Todas as amostras foram incubadas, ao abrigo da luz, por um periodo de 5
minutos, em seguida procedeu-se a adigdo de 26 plL de Fenantrolina 0,25%. A
absorbancia foi medida em um Espectrofotometro UV-Visivel em 510 nm. A
capacidade quelante das amostras foram expressas em porcentagem (%) conforme

Equacdo 03.

Atividade antioxidante = 100 — (Aamostra — Abranco) ! Acontrotle X 100

Onde: Aamostra = Absorbancia de cada amostra; Abranco = Absorbancia do branco das
amostras; Acontrole = Absorbancia do controle negativo.

4.6.3. Ensaio antioxidante in vitro pela degradacao da desoxirribose

A técnica foi adaptada de Puntel et al (2005). As solucbes de Sulfato de Ferro 1
mM, desoxirribose 20 mM, Tampdo fosfato de potassio 0,5 M pH 7,5, peroxido de
hidrogénio 10 mM, TCA 2,8% e TBA 0,6% foram preparadas. Um volume de 1,5 mL
da cada amostra diluida em metanol foi preparado nas concentragdes de 25 pg/mL; 10
pug/mL; 5,0 ug/mL; 2,5 pg/mL e 1,0 pg/mL para rutina e para quercetina. O teste foi
realizado conforme apresentado na Tabela 3. Todas as amostras foram incubadas por
um periodo de 30 min a 37°C, transcorrido esse tempo todas as amostras receberam 800
pL de TCA, 400 puL. de TBA e 500 pL de 4gua, seguida de nova incubacao por 20 min
em banho fervente (100°C). Realizou-se a leitura da absorbancia em um
Espectrofotdbmetro de UV-Visivel em 532 nm. Os resultados foram expressos em

porcentagem de acordo com a equacao 3.
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Tabela 3: Preparado de solucdes para o teste degradacao da desoxirribose

H20 Amostra  TFK 0,5M Desoxirribose H202 FeSO4
(pH: 7,4) (20mM) (10mM)  (ImM)
Basal 600 uL 80 pL 120 uL
Induzido 440 uL - 80 pL 120 L 80 uL 80 uL
Amostra 340 uL 100 pL. 80 pL 120 L 80 uL 80 uL
Branco 620 uL 100 puL 80 pL

4.6. Anélises estatisticas

As andlises estatisticas dos testes antioxidantes foram realizadas no programa
Prisma versdo 6.0. Os valores foram expressos como média £ DP, utilizando ANOVA
de uma via com correcdo de Greenhouse- Geisser, seguido do teste de multiplas

comparacgoes. O intervalo de confianga foi de 0,05 (95%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Fracdo fenolica e prospeccdo quimica

A fracdo fendlica obteve rendimento de 15,98%, a comprovacao da presenca de
classes de compostos fendlicos foi analisada qualitativamente pela prospec¢do quimica,
como mostra a tabela 2. Os resultados confirmam a presenca das classes dos taninos,
flavonoides e fendis no geral.

Tabela 4. Prospeccdo quimica da fracéo fendlica do barbatimao

Amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fracdo fenolica + + o+ o+ - + - ¥+ ¥ _

1. FenoGis; 2:Taninos condensados; 3:Taninos pirogalicos; 4:antocianinas e
antocianidinas; 5: Flavonas, flavonois e xantona; 6: flavonondis; 7: flavononas; 8:
chalconas e auronas; 9: leucoantocianidinas; 10: catequinas;11 alcaloides. (+) presente e
(-) ausente

A maior concentracdo compostos fendlicos, dentre eles taninos, ocorrente em
espécies do género Stryphnodendron é no periodo de floracdo, onde as caracteristicas
climaticas sdo favoraveis a producdo dessas substancias (SANTOS et al, 2006). Tendo
em vista que a variacdo sazonal implica diretamente em sua concentracdo, alguns
parametros como a temperatura, precipitacdo e a insolacdo sdo consideradas variaveis
que podem contribuir para maior diferenca no contelddo total desses compostos
(CASTRO et al, 2017).

Sousa et al, (2014) demostraram que os teores de polifenois e taninos no extrato
da espécie Stryphnodendron adstringens foram de 22,95 e 11,95%, respectivamente.
Esses compostos sdo responsaveis por atividades, como a antioxidante, desempenhada
pelas espécies de barbatimao, as quais podem ter um potencial de inibicdo de até 41,
91% de radicais livres (LINS NETO et al, 2016).

InUmeras atividades biologicas desempenhadas pelos compostos fenolicos ja
foram descritas, onde destacam-se a anti-inflamatoria, antimicrobiana, antialérgica, e
antioxidante (CUSHNIE e LAMB, 2005). A capacidade antioxidante desses compostos

¢ regulada por caracteristicas da molécula, como ndmero e posicdo dos grupos
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hidroxilas e posi¢cdo da glicosilacdo. Geralmente, tais moleculas agem na retirada do
oxigénio livre pela doacdo de um elétron, impedindo processos como a peroxidacao
lipidica, gerada pelos radicais superoxido e hidroxil (MARTINEZ-FLOREZ et al, 2002;
BEHLING et al, 2004). A figura 11 mostra 0 mecanismo geral de neutralizacdo de um

radical livre pelos compostos fendlicos.

Q
= OH ) P

+ ROO" e u + ROOH

= i = OH

0" == Q
+ ROO i r- + ROOH

S
OH L\\AG

Figura 11. Mecanismo de neutralizacdo de um radical livre pela doag¢do de um atomo de
hidrogénio pelo anel fenolico.

Fonte: Fonte: http://radicaislivres96.wordpress.com/antioxidantes/.

Em trabalho de revisdo foi demostrado que maior parte dos estudos
etnobotanicos apontam as cascas dessas espécies como a parte mais utilizada para
tratamentos de enfermidades, corroborando com estudos quimicos que demostram que a
maior concentracdo de compostos fendlicos esta também nas suas cascas (SOUZA-
MOREIRA et al, 2018). Extratos que s&o ricos em taninos possuem boa capacidade
cicatrizante e antimicrobiana, sendo estas atividades relacionadas ao aumento da
migracdo celular e prevencdo de possiveis infeccdes por microrganismos (SU et al,
2017). Estudos mostram que fracdes fenodlicas, especialmente as tanicas, obtidas das
cascas de espécies Stryphnodendron mostram-se eficiente potencial de inibicdo do
crescimento de espécies de fungos (FREITAS et al, 2018).

5.2. Tamanho médio, polidisperséo e potencial zeta

As vesiculas apresentaram tamanho médio de 84,07 nm, com polidispersdo
(PDI) de 0,2 e media Z de 64,71, indicando boa uniformidade entre as vesiculas. Esses
parametros foram avaliados repetidamente durante 3 meses afim de verificar se ouve
alteraces significativas. Como os valores se mantiveram constantes apenas um gréafico

foi mostrado (Figura 12). A andlise repetida é necessaria para demostrar a estabilidade
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da formulacédo, sendo que a alteracdo do tamanho pode influenciar em propriedades
como eficiéncia e estabilidade do sistema (JUNYAPRASERT et al, 2013). Em estudo
anterior verificou-se que a estabilidade de lipossomas preparados com fosfatidilcolina se
manteve por um periodo de 3 meses, sem alteracBes no tamanho, PDI e potencial zeta
(GULDIKEN et al, 2018).

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 6471 Peak 1: 84,07 98,2 49 46
Pdl: 0,246 Peak 2: 4319 1.8 9596
Intercept: 0,961 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

1000 10000

Size (d_.nm)

Record 151: niossoma com bar 1]

Figura 12. Medicdo de tamanho, PDI e potencial zeta dos niossomas usando o
aparelho Zetasize.

Fonte: Camilo CJ, 2017

O tamanho pequeno obtido pode estar relacionado a presenca do componente
tween 80 que proporciona tamanhos menores do que vesiculas preparadas com spans
(BASIRI et al, 2017). Exemplo é o trabalho realizado por Puras et al, (2014) onde os
niossomas formados obtiveram tamanhos menores quando a concentracdo de tween 80
foi aumentada. Lipossomas preparados com tween 80 também obtiveram tamanhos
aproximados de 100 nm, com indice de polidispercéo inferior a 0,3, confirmando a boa
homogeineidade das vesiculas preparadas com esse surfactante (BORIN et al, 2018).
Em contra partida trabalhos mostram que vesiculas preparadas com o surfactantes nédo-

ibnico span, possuem tamanhos superiores a 200 nm e valores de PDI superiores a 0,4
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utilizando diferentes métodos para a formulacdo (BALAKRISHNAN et al, 2009; NEGI
et al, 2017). No trabalho de Borborema et al, (2016) a obtencdo de vesiculas pela
formacédo de um filme lipidico seguido por sonicacéo obteve tamanho médio de 162 nm,

corroborando com o método utilizado neste trabalho.

O colesterol também pode influenciar na uniformidade da vesicula, sendo que o
aumento na concentracdo desse componente proporciona um aumento no tamanho da
vesicula e diminuic¢do no valores de polidisperssao (SAINI et al, 2016; TAVANO et al,
2014). Neste trabalho o valor de PDI indicou que a suspensdo possui uma populacéo
unica e homogénea, segundo Pando et al (2015), quando esses valores sdo maiores que
0,4 ndo sdo considerados bons, pois as vesiculas ndo serdo estreitas o suficiente para
obter uniformidade. J& foi demostrado que niossomas preparados pelo método de
hidratacdo do filme geralmente possuem valores de PDI igual ou inferior a 0,2, 0 que
indica que o método pode estar relacionado com este parametro (HONG et al, 2009;
SINGH et al, 2017). O trabalho de Ibrahim e Shehata (2018) mostra que vesiculas
preparadas com o surfactante tween 80 obtém valores mais baixos de PDI quando

comparado a formulagdes com outros surfactantes.

Outro fator a ser considerado que pode influenciar no tamanho e valor de PDI
das vesiculas é o tempo de sonicacdo em que as mesmas sdo submetidas, sendo que
guando o tempo aumenta as vesiculas tendem a diminuir de tamanho o que proporciona
distribuicdo mais uniforme (PANDO et al, 2013). Analisando outros trabalhos é
possivel afirmar que os valores de PDI podem estar também ligados a agitacdo em que a
formulacdo foi submetida, sendo que quanto maior o tempo e mais vigorosa for a
agitacdo os valores de PDI tendem a diminuir (BORIN et al, 2018; TORRES et al,
2012).

O valor do potencial zeta obtido neste trabalho foi de -50 mV + 1,3, indicando a
presenca de particulas carregadas negativamente. O potencial zeta é uma excelente
técnica para caracterizar e medir a estabilidade de sistemas coloidais. Quando os valores
do potencial estdo distantes de 0, seja positivamente ou negativamente significa que a
estabilidade das vesiculas € excelente, diminuindo a tendéncia de agregacdo
(MARIANECCI et al. 2012; TAVANO et al, 2016). Vesiculas preparadas com a adigdo
de surfactantes ndo ionicos aos componentes, colesterol e fosfatidilcolina, geralmente

aumentam a possibilidade de se obter um potencial zeta negativo (VOIGT et al, 2014).
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XIA et al, (2015) mostraram que lipossomas preparados apenas com fosfatidilcolina e
colesterol pelo método de injecdo de etanol obtiveram potencial zeta negativo que pode
impedir a agregacdo das vesiculas, no entanto o potencial esta proximo de zero o que

pode dificultar a estabilidade da vesicula com o tempo.

Manca et al, (2014) relacionaram o aumento de potencial negativo a composi¢éo
lipidica, principalmente por acido graxos que sdo carregados negativamente. Em outro
trabalho verificou-se que vesiculas preparadas sem a presenca de surfactantes
apresentam potencial zeta baixo, induzindo a baixa estabilidade fisica proporcionada
pelo fendbmeno da agregacdo, sendo ideal que as formulacdes tenham a presenca tanto
de fosfolipidios como de surfactantes ndo idnicos (MAESTRELLI et al, 2017).

5.2.1. Eficiéncia da encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulamento da vesicula niossomal foi de 60%. Além da
técnica de medida por espectrometria a eficiéncia de encapsulamento pode ser medida
por centrifugacdo e HPLC, a primeira é mais utilizada pois € facilmente aplicada, é

eficiente no resultado e ndo exige a presenca de um padrdo (YAMAMOTO et al, 2018).

Mokhtar et al (2008) mostrou que a eficiéncia no encapsulamento de substancias
esta relacionada a estrutura quimica do surfactante, sendo que a classe dos spans tem
capacidade maior de aprisionamento, a qual estd relacionada ao tamanho do grupo
cabeca da molécula. Um dos requisitos para melhorar a eficiéncia de encapsulamento é
a organizacdo da membrana através da adicdo de componentes como o colesterol, sendo
que o aumento na concentracdo deste aditivo proporciona uma eficiéncia de
encapsulamento maior, devido a sua capacidade de tornar a membrana mais compacta e
menos fluida (HAO et al, 2002).

Os surfactantes que possuem equilibrio hidrofilico-lipofilico mais alto
apresentam eficiéncia de encapsulamento maior, sendo que a classe dos polissorbatos
demostram maior afinidade com substancias hidrofilicas principalmente por serem da
mesma natureza, proporcionando maior interagdo com a substancia encapsulada
(IBRAHIM E SHEHATA, 2018). Outro fator a ser avaliado é a razdo molar entre 0s
componentes da formulagdo, sendo que esta proporcao € essencial para determinacéo da
eficiéncia de encapsulamento e também do tamanho e potencial zeta da amostra
(ALAM et al, 2018).
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A substancia que permanece fora da vesicula localiza-se na solugdo que foi
utilizada para hidratagdo e formacdo dos niossomas e apesar de ndo estar dentro do
sistema sua atividade deve ser considerada, pois a presenca da vesicula lipidica permite
maior fluidez em sistemas biologicos e portanto pode promover a passagem da
substancia ndo encapsulada. Desse modo, este trabalho utilizou a formulacdo por
completo sem a separacdo do ndo encapsulado. Entretanto, farmacos utilizados
convencionalmente que possuem dificuldades na entrega e que seu uso provoque muitos
efeitos colaterais € importante que sua eficiéncia encapsulamento seja maior, sabendo
que o uso das vesiculas lipidicas podem resolver estes problemas (MEHTA e JINDAL,
2013).

5.3. Capacidade da reducdo do radical ABTS**

Antioxidantes sdo descritos como substancias que em baixas concentracdes
possuem a capacidade de diminuir ou impedir o processo de oxidacdo por diferentes
mecanismos de acdo. A atividade antioxidante da amostra pelo sequestro do radical
livre ABTS®*" mostrou gque os niossomas testados possuem atividade estatisticamente
significativa (Figura 13). Foi observado que as trés concentracfes obtiveram potencial
de sequestro maior que 50%, sendo que a de de 60% obteve valor maior que 90% de
reducéo do radical ABTS*".

A anélise estatistica mostrou ainda que a encapsulacéo da fragdo em niossomas
promove um aumento na atividade redutora do radical ABTS®**, com maior diferenca
significativa para o niossoma a 15%, em relacdo a fracdo. Esta analise mostra a
capacidade de niossomas enriquecidos com compostos fendlicos em aumentar a doagdo

de elétrons pela amostra para neutralizar o radical livre ABTS®".

E sabido que formulagBes que possuem atividade antioxidante sio extremamente
importantes no auxilio ao tratamento e prevencdo de diversas enfermidades,
especialmente as que tem como um dos fatores para sua patologia o estresse oxidativo,
dentre elas podem-se destacar a diabetes, Alzheimer, céncer, infeccGes por
microrganismos entre outras. Na terapia popular as plantas medicinais sdo utilizadas
como remédio contra tais enfermidades, sendo que estudos cientificos apontam que
espécies com atividade antioxidante estdo relacionadas a diminuicdo dessas patologias,
tendo como principais agentes 0os compostos fenolicos (SHORI, 2015; PRAUD et al,
2015; STANKOVIC et al, 2016; LI et al,2017).
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Dentre as diversas enfermidades destacam-se 0s processos inflamatorios
causados por microrganismos, tendo em vista que um dos resultados dos varios
processos envolvidos para eliminar o agente infeccioso é a producgdo de radicais livres,
que por sua vez pode promover um quadro de estresse oxidativo. Com isso, as
substancias antioxidantes podem atuar no equilibrio desses radicais impedindo danos
maiores ao tecido, ao mesmo tempo em que podem controlar a quantidade de espécies
reativas formadas (TUMEN et al, 2018; CAO et al, 2017). A acéo das substancias pode
ser diretamente reduzindo o estresse oxidativo como também aumentado a atividade de
enzimas como a superdxido dismutase e a catalase que sdo responsaveis pela
manutencdo do equilibrio antioxidante-oxidante no organismo (DWIVEDI et al, 2017;
GHLISSI et al, 2016).
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Figura 13. Porcentagem de inibicdo do radical ABTS*" da fracdo fendlica e dos niossomas
nas concentragdes de 15%, 30% e 60%. Os valores foram expressos como média £ desvio
padrdo, com p < 0,05 (ANOVA e teste de Tukey).
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Os testes antioxidantes frequentemente mais utilizados para avaliar a capacidade
de produtos naturais em reduzir o estresse oxidativo sdo DPPH, ABTS**, TBARS e
FRAP (KTARI et al, 2017). Os ensaios antioxidantes com o radical ABTS*" sdo mais
utilizados, pois podem ser desenvolvidos com substancias tanto hidrofilicas como
lipofilicas através da doacdo de elétrons. Quando comparado ao teste DPPH foi
demostrado que o teste ABTS®" possui maior capacidade de determinacédo da atividade
antioxidante, sendo associado a maior absorcdo de radicais do oxigénio pela amostra
(FLOEGEL et al, 2011).

Anteriormente foi demostrado que taninos condensados obtiveram capacidade
antioxidante contra o radical ABTS*", DPPH e FRAP, promovendo a protecdo do DNA
contra radicais hidroxila (DENG et al, 2016). Geralmente a atividade antioxidante esta
relacionada a concentracdo dos compostos presentes no extrato, sendo que a quantidade
de compostos fendlicos, como os taninos em espécies do género Stryphnodendron é
varidvel com as condi¢Bes climaticas, tendo sido encontrado seus maiores teores na
estacdo chuvosa (CASTRO et al, 2017).

Outro estudo com a espécie Stryphnodendron barbadetimam demostrou que a
mesma possui eficiente capacidade de reducdo de radicais do oxigénio, sendo este
resultado atrelado a quantidade de compostos fendlicos presentes no seu extrato
(SILVA et al, 2007). A avaliacdo de diferentes extratos mostrou que o extrato etandélico
possui maior concentracdo de compostos fendlicos, nesse mesmo estudo foi possivel
relacionar a atividade antioxidante do extrato com o contetdo total de compostos
fendlicos (SANTOS FILHO et al, 2011).

Ainda sdo poucos os trabalhos que mostram a capacidade antioxidante da
espécie em estudo, Costa et al, (2012) avaliaram a capacidade antioxidante pelo teste de
DPPH de diferentes extratos do barbatimao, concluiram que o melhor resultado foi para
o0 extrato hidroalcéolico com valor de ICso de 5,43ug/mL. Nesse mesmo trabalho foi
possivel detectar a presenca de composto como o acido galico, catequina, acido caféico
e rutina, que estdo diretamente relacionado a doagdo de elétrons para radicais livres. A
capacidade antioxidante relatada para extratos, na maioria da vezes, é observado valores
mais baixos de ICso, iSS0o ocorre provavelmente devido a uma interagcdo entre as

substancias presentes no extratos.
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5.4. Capacidade quelante de fons Fe?*

Agentes quelantes sdo utilizados na eliminacdo de substancias, como metais, no
organismo. O teste quelante estd baseado na capacidade da amostra em inibir a
formacdo do complexo Fe?* + Fenantrolina, através de um complexo formado entre a
amostra e o ion Fe?*, impedindo reacdes de feton. Com isso, 0 teste quelante esta
baseado na capacidade da amostra em quelar o ferro disponivel no meio (BRANCO,
2010). Este trabalho é o primeiro a avaliar a capacidade quelante da fracdo fendlica de
uma espécie de barbatimao, como também o primeiro a avaliar tal atividade a partir da

encapsulacdo desta fragéo.

Os resultados mostraram que 0s niossomas obtiveram bons resultados como
quelantes, em contrapartida, o resultado ndo foi estatisticamente significativo em
relacdo a fracdo, com pouca diferenca apenas para 0s niossomas a 15%. O gréafico
permite verificar que o efeito quelante da amostra foi dependente da concentragéo,
sendo que quanto maior a concentracdo dos niossomas, melhor o resultado observado.

A figura 14 mostra os resultados em porcentagem de quelacao.
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Figura 14. Porcentagem de quelagdo de ions Fe?* pela fragdo fendlica sozinha obtida da
especie S. rotundifolium, e encapsulada em niossomas nas concentragdes de 15%, 30%
e 60%. Os valores foram expressos como meédia + desvio padrdo. Fragdo (a), niossoma
60%(b), niossoma 30% (c) e niossoma 15% (d). Os numeros 1-4 expressam a
significancia entre as fracfes na mesma concentracdo. 1: p <0,05, 2: p <0,01, 3: p
<0,001 e 4:p <0,0001, (ANOVA e teste de Tukey).
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O trabalho de Alves, (2010) mostra que alguns compostos fenolicos, como o0s
flavonoides, podem agir como pro-oxidantes na presenca de metais de transicao.
Contudo, o resultado observado pode estar relacionado a grande quantidade de
hidroxilas que estdo presentes nos taninos, compostos estes que foram indentificados
anteriormente na prospeccdo quimica. E importante ressaltar que o ferro, embora seja
um elemento essencial para sobrevivéncia, sua alta concentragdo no organismo pode
levar a producgdo excessiva de espécies reativas do oxigénio, sendo o principal o radial
hidroxila. Uma alternativa para o controle na producdo desses radicais € uma
alimentacédo rica em compostos fenolicos, que por sua vez sdo considerados eficientes
no sequestro do ferro livre. A figura 15 mostra o mecanismo geral por qual os

compostos fenolicos podem formar complexos com o ferro.

N/

R
OH O @]
N [O2] 3
+ Fe? —= /Fe* + 2HY —— Fed*
OH o 0]

1

+ Fe

Figura 15. Mecanismo geral de quelacdo de ions ferro pelo anel catecol.

Fonte: https://radicaislivres96.wordpress.com/antioxidantes/

Os antioxidantes, como 0s compostos fendlicos, podem agir como primarios
onde atuam na neutralizacdo dos radicais livres impedido a formacdo e propagacdo de
reacOes em cadeia oxidativa, ou como secundarios, atuando na inibicdo da formacéo do
radical e desta forma suprimindo o dano oxidativo (Loganayaki e Manian 2010). Dessa
forma é pertinente dizer que a fracdo sozinha, assim como encapsulada pode agir como

antioxidante primario e/ou secundario.
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5.5. Capacidade de impedir a degradagédo da desoxirribose

O radical hidroxila € uma das classes de radicais mais reativos, tendo suas
principais acfes danosas em proteinas, membranas lipidicas e na molécula de DNA. A
capacidade de uma substancia impedir a degradacéo da desoxirribose esta relacionada a
inativacdo do radial OH’, que é originalmente formado a partir de reacGes de feton ou
reacOes de Haber-Weiss. Sem a presenca do antioxidante o radical OH" promove o
rompimento do anel ciclico da desoxirribose, ocasionando a producdo malondialdeido
(MDA), que combinado ao &cido tilbarbiturico (TBA) gera um cromdéforo de coloragdo
roseo que pode ser absorvido a um comprimento de onda de 530 nm em

espectrofotbmetro.

Fe?* + H,0, — Fe®* + OH OH' — reagcéo de feton

02 + H,O, — 02+ OH + OH® —> reacdo Haber-Weiss

A andlise da degradacdo da desoxirribose € um teste que pode possibilitar a
avaliacdo da capacidade de uma amostra antioxidante em agir como doador de elétrons
ou atomos de hidrogénio, promovendo o bloqueio dos percursores do radical OH", assim
como, pode analisar a capacidade da amostra em impedir a acdo do ferro sobre 0 H20o.
Ambos mecanismos vdo resultar no impedimento da degradacdo da desoxirribose
(FILGUEIRAS et al., 2009).

Em relacdo a este ensaio o0s resultados mostraram baixa capacidade de sequestro
do radical OH" e/ou inibicdo do ferro pelas amostras, sendo o niossoma a 60% Unico que
apresentou significancia estatistica em relacdo a fracdo (Figura 16). De modo geral as
amostra apresentaram poder de inibicdo menor que 50%, com excessdo para 0 niossoma
a 60%. A baixa capacidade de protecdo da desoxirribose pelas amostras pode estar
relacionado ao baixo conteddo encapsulado e a concentragdo da fracdo utilizada para a
formulacdo, uma vez que a atividade observada para 0s niossomas foi pouco
significativa em relacdo a fragdo sozinha. Outro fator a contribuir para o resultado é o

conteido total de compostos fenolicos presentes na fragdo, sendo que a atividade
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antioxidante desses compostos esta relacionada a sua concentragdo e estruturas

quimicas.
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Figura 16. Porcentagem de inibicdo da degradacdo da desoxirribose pela fracdo fendlica
sozinha obtida da espécie S. rotundifolium, e encapsulada em niossomas nas
concentracOes de 15%, 30% e 60%. Os valores foram expressos como média + desvio
padréo, com p < 0,05 (ANOVA e teste de Tukey).

A atividade antioxidante demostrada para os trés ensaios nesse estudo pode estar
relacionada a encapsulacdo da fracdo em niossomas, sabendo que extratos podem
aumentar em até duas vezes a quantidade acumulada em sistemas bioldgicos
aumentando sua atividade (MANOSROI et al, 2010). Além disso, a encapsulacédo
promove a protecdo da substancia, impedindo a sua decomposi¢do por enzimas e
permitindo maior tempo de agdo (ABDEL-MAGEED et al, 2012). Estudos mostram que
compostos com atividade antioxidante ja& comprovada tem maior eficiéncia quando
encapsulados em niossomas, essa atividade esta relacionada principalmente a maior
acumulacdo das substéncias, com efeito dependente da dose, e ao sinergismo que pode
ocorrer entre compostos, um exemplo é o acido galico e a curcurmina quando foram

encapsulados nas mesmas vesiculas (TAVANO et al, 2014).
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Outro estudo com a rutina encapsulada em lipossomas mostrou maior eficiéncia
na protecdo de células lesadas com peroxido de hidrogénio (GUO et al, 2016). Com a
mesma finalidade a capacidade de eliminagdo de espécies reativas de oxigénio também
foi avaliada pela comparacédo da acdo do composto resveratrol sozinho ou encapsulado a
lipossomas, como resultado foi verificado maior reducdo pelo resveratrol encapsulado
(VANAJA et al, 2013).

A biocompatibilidade das vesiculas e a estabilidade a longo prazo sdo algumas
das caracteristicas que interferem no potencial antioxidante do composto encapsulado.
Em estudo com o resveratrol encapsulado em lipossomas foi mostrado sua acao
redutora do estresse oxidativo em células humanas com potencial de inibi¢do de 92,9%,
quando comparado ao resveratrol sozinho que obteve potencial igual a 26, 7%
(CADDEDO et al, 2018). A reparacdo de danos pulmonares induzida por radicais livres
foi avaliada por Galvéo et al, (2016) pela administracdo de vitamina C e E encapsuladas
em lipossomas, os resultados foram compensatorios através da eliminacao de radicais
como anion superoxido e diminuicdo da peroxidacdo lipidica. Esses resultado indicam
que substancias encapsuladas potencializam sua atividade antioxidante, corroborando

com estudos anteriores com substancias e extratos encapsulados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os niossomas obtidos pelo método de hidratacdo do filme lipidico apresentaram
caracteristicas ideais para encapsulacdo da fracdo fendlica. A analise de suas
caracteristicas fisico-quimicas mostraram que as vesiculas permaneceram estaveis por
um periodo de trés meses. Sendo que todos os dados se encontram de acordo com a

literatura.

O ensaio antioxidante com o radical ABTS®*" mostrou elevada absorcdo nas trés
concentragdes testadas, com porcentagem de inibicdo maior de 90% para o niossoma a
60%. Quando comparado a fracdo, o niossoma a 15% obteve maior significancia
estatistica.

No ensaio quelante foi observada que os niossomas obtiveram bons resultados

na quelacdo do ferro, no entando, ndo divergiram estatisticamente da fracéo.

Em relacdo ao ensaio para medir o impedimento da degradacdo da desoxirribose,
foi verificado baixa atividade das amostras, com valor pouco significativo para os

niossomas em relacgéo a fracéo.

O resultado antioxidante esta relacionado a encapsulacédo da fracdo fendlica aos
niossomas, tendo em vista que a encapsulacdo promove o aumento da atividade de
substancias, pelo aumento da solubilidade, liberacdo lenta e promocdo da acumulagéo

da substancia no meio.

E importante destacar que sd0 necessarios mais estudos que possam verificar
outros mecanismos antioxidantes e a capacidade de liberacdo controlada da amostra

pelo niossoma, uma vez que este parametro correlaciona tempo com atividade.

E necessario também, verificar a possibilidade de aumentar a concentracio da
fragdo encapsulada, sendo que a atividade antioxidante aqui demostrada tem relagéo

com a concentracdo da amostra.
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