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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
MICROEMULSOES CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE
ALECRIM - Rosmarinus officinalis Linn. (LAMIACEAE)

ASSIS, Gabriela Baptista de'; GUIMARAES, Geovani Pereira’.
RESUMO

O 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis - Lamiaceae) € amplamente
utiizado na medicina popular ha séculos por conter metabdlitos secundarios
responsaveis por diversas atividades biolégicas tais como a atividade antioxidativa e
antimicrobiana. Estudos comprovam inclusive o sinergismo entre este Oleo e
farmacos antimicrobianos. Microemulsdes (ME) sdo sistemas termodinamicamente
estaveis, isotropicos e transparentes formados a partir de uma mistura de dois
liquidos imisciveis, usualmente agua e 6leo, estabilizada por um filme interfacial de
tensoativos. Devido a caracteristicas como facilidade de preparacdo, estabilidade
termodinamica e alta capacidade de solubilizacdo, as MEs representam alternativas
interessantes no campo farmacéutico. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
caracterizar microemulsdes contendo Oleo essencial de alecrim (OEA). O sistema
tensoativo foi composto por Kolliphor® EL e Plurol® Oleique, e para a fase oleosa
utilizou-se o OEA. Diagramas de fase pseudoternarios foram construidos por
inspecdo visual das misturas de tensoativos (proporcdes 4:1 a 1:1) com a fase
oleosa e &gua deionizada (fase aquosa), a temperatura ambiente. Foram
selecionadas formulacdes a partir do diagrama 4:1 para caracterizacdo quanto ao
aspecto macroscopico, pH, condutividade elétrica, indice de refracdo e estabilidade
preliminar. As caracteristicas fisico-quimicas avaliadas sugerem que elas possam
ser utilizadas pelas vias oral e topica. Os sistemas apresentaram alta estabilidade de
curto prazo. O desenvolvimento de microemulsdes contendo 6leo essencial de
alecrim mostrou-se satisfatorio, porém necessita de maiores estudos, inclusive para
comprovacdo de sua efichcia como alternativa terapéutica ou auxiliar aos
antimicrobianos utilizados na atualidade.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo essencial de alecrim. Microemulsdo. Rosmarinus
officinalis.

' Graduacdo em Farmécia pela Universidade Estadual da Paraiba. gabrielabdassis@gmail.com
Professor do Departamento de Farmacia da Universidade Estadual da Paraiba.
geovanipguimaraes@gmail.com



ABSTRACT

Rosemary (Rosmarinus officinalis - Lamiaceae) essential oil has been widely used in
folk medicine over the centuries thanks for its secondary metabolites, responsible for
various biological activities, such as antioxidative and antimicrobial activity. Studies
even show the synergy between this oil and antimicrobial drugs. Microemulsions
(ME) are thermodynamically stable, isotropic and transparent systems formed from a
blend of two immiscible liquids, usually water and oil, stabilized by an interfacial film
of surfactants. Due to features like easy preparation, thermodinamic stability and high
capacity of solubilization, MEs represent interesting alternatives on pharmaceutical
field. The aim of this work was to develop and characterize microemulsions with
rosemary essential oil (REA). The surfactant mix was composed of Kolliphor® EL and
Plurol® Oleique. For oil phase, REA was utilized. Pseudoternary Phase Diagrams
were made by visual inspection of surfactant mix (4:1 to 1:1 proportions) with oil
phase and deionized water (aqueous phase), at room temperature. Formulations
were selected from 4:1 diagram to characterize them as for macroscopic aspect, pH,
electric conductivity, refraction index and preliminary stability. Physicochemical
properties evaluated suggests that all formulations can be used orally and topically.
Systems showed high short-term stability. The development of microemulsions
containing rosemary essential oil was satisfactory, although needs further studies,
including evidence of its effectiveness as a therapeutic alternative or auxiliary to

current antimicrobial.

KEYWORDS: Rosemary essential oil. Microemulsion. Rosmarinus officinalis.
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1 INTRODUCAO

As maiores dificuldades enfrentadas entre os estudos pré-clinicos e clinicos de
formas farmacéuticas convencionais sao as barreiras anatdmicas, quimicas ou
biolégicas encontradas entre o local de administracdo e o local ou tecido alvo, que
contrariam o efeito terapéutico esperado (OLIVEIRA et al., 2004).

Nesse sentido, a nanotecnologia aliada a tecnologia farmacéutica tem investido
bastante na procura por novos sistemas de liberacdo de farmacos no intuito de se
estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes, que possibilitem administrar os
farmacos com mais seguranca e com efeitos colaterais minimizados (CERA, 2001).

Os sistemas transportadores de farmacos sdo capazes de compartimentalizar a
substancia ativa e direciona-la para os sitios onde devera exercer o efeito
farmacologico, além de poder controlar a velocidade de liberacdo, sem alterar a
estrutura quimica da molécula a ser transportada (OLIVEIRA et al., 2004). Dentre
estes, muita atencdo tem sido dada aos sistemas micro e nanoemulsionados,
capazes de compartimentalizar farmacos nas goticulas da fase interna, as quais
possuem propriedades fisico-quimicas bem diferentes das do meio dispersante.
(FORMARIZ et al., 2005).

Microemulsées (ME) podem ser definidas como sistemas termodinamicamente
estaveis, isotropicos, transparentes, que se formam a partir de uma aparente
solubilizacdo espontdnea de dois liquidos imisciveis, usualmente agua e Oleo,
estabilizados por um filme de compostos tensoativos, localizados na interface
6leo/agua (GUIMARAES, 2013; FANUN, 2012; LI et al., 2012; DAMASCENO et al.,
2011; ROSSI et al., 2007; FORMARIZ et al., 2005;).

Sistemas microemulsionados foram descritos pioneiramente por Hoar e
Schulman (1943), que produziram uma dispersdo transparente, titulando uma
emulsao leitosa com hexanol. No entanto, o termo “microemulsio” so6 foi utilizado no
final da década de 1950 por Schulman et al. (1959).

Devido as suas caracteristicas Unicas, tais como a facilidade de preparacéo e de
esterilizacdo por filtracdo, estabilidade termodindmica, viscosidade adequada,
transparéncia e a capacidade de solubilizar farmacos hidrofébicos, hidrofilicos e
anfifilicos, a utlizacdo de sistemas microemulsionados vem se tornando uma

realidade (DAMASCENO et al., 2011), possibilitando assim, uma modificacdo na
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biodisponibilidade e na diminuicdo da toxicidade dos farmacos, as quais
dependendo da sua composi¢cdo, podem ser aplicados, sem restricdes, as vias de
administracdo oral, ocular, parenteral, transdérmica, topica, vaginal e retal (GUPTA
& MOULIK, 2008).

Simultaneamente as pesquisas de novos sistemas de liberacdo de farmacos, o
interesse por alternativas que diminuam os efeitos adversos e a resisténcia
microbiana aos farmacos alopaticos existentes vem impulsionando as pesquisas
com fitoterdpicos (NOGUEIRA, et al., 2008). Neste cenario, destaca-se o Oleo
essencial do alecrim (Rosmarinus officinalis Linn).

As principais atividades farmacologicas relacionadas ao alecrim séo a atividade
antioxidante e a antimicrobiana. O 6leo essencial é antibacteriano e antifingico in
vitro (SOLIMAN et al., 1994). No entanto, apresenta algumas caracteristicas que
dificultam a avaliacdo das suas atividades biolégicas, bem como podem diminuir sua
eficacia terapéutica (MANJENA & MUYIMA, 1999; NAKATSU et al., 2000).

Desta forma, a nanomedicina, por ser integrativa, combina a tecnologia moderna
com produtos naturais para reduzir a toxicidade e auxiliar na funcédo imunologica
(BELL et al., 2013). Assim, o desenvolvimento de uma microemulsdo na qual o Oleo
essencial de alecrim pode atuar como principio ativo e fase oleosa facilitara sua
estabilidade, permeabilidade e absor¢cédo, podendo aumentar sua biodisponibilidade.

Além das vantagens ja citadas, existe a questdo econdémica: o 6leo de alecrim é
um produto de origem natural, de facil aquisicdo e baixo custo. Da mesma forma, a
tecnologia empregada no desenvolvimento de ME ¢é simples e de custo

relativamente baixo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver e caracterizar sistemas microemulsionados contendo o 6leo

essencial de alecrim como fase oleosa e principio ativo em busca de facilitar o

progresso em abordagens integradoras de saude publica para doencas infecciosas.

2.2 Objetivos Especificos

Escolher tensoativos adequados para administracdo via oral e tdpica das
microemulsoes;

Desenvolver e utilizar diagramas de fases pseudoternarios para obtencao e
identificacéo das regides de ME;

Determinar o EHL dos DFPT e identificar qual o diagrama mais adequado
para selecionar formulagcbes com diferentes estruturas;

Caracterizar os sistemas obtidos, contemplando as analises de pH,
condutividade elétrica e indice de refracao;

Avaliar a estabilidade preliminar das ME, através dos ensaios de

centrifugacéo, estresse térmico e ciclo gelo/degelo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas botanicas, geogréaficas e culturais do alecrim (Rosmarinus
officinalis)

O Rosmarinus officinalis L., pertencente a familia Lamiaceae, € um arbusto
perene de porte subarbustivo, pode atingir uma altura de 1,5 metros com hastes
eretas, possui flores azul-esbranquicadas de forma tubular e folhas verde-escuras
lineares coriaceas com bordas viradas para tras. Sob essas bordas laminadas
existem pequenas glandulas que secretam Oleos aromaticos, responsaveis pelo
aroma forte e agradavel caracteristico do alecrim (FUNDACAO ZOOBOTANICA DO
RIO GRANDE DO SUL, 2008; PORTE & GODOY, 2001; AL-SEREITI, ABU-AMER &
SEN, 1999; JOLY, 1993).

E uma planta oriunda da regido costeira do Mar Mediterraneo, onde cresce em
abundancia, principalmente na Espanha, Italia, Grécia, Norte da Africa e na
Dalmacia (uma regido comum da Hungria e da Austria) e eventualmente em outras
regides com até 1.500 metros de altitude, como o centro e o sul de Portugal, Ilhas
Canarias, llha dos Acores e da Madeira. Também é nativa de regifes da Turquia,
Libano e Egito. Para seu crescimento, 0s terrenos rochosos e arenosos, pobres em
nutrientes e climas temperados e quentes formam as condi¢cbes ideais
(MARCHIORI, 2004).

Seu nome “rosmarinus” significa “orvalho do mar”, fazendo alusdo ao aroma
abundante das praias mediterraneas onde o alecrim crescia e se desenvolvia
espontaneamente. A denominacgao “officinalis” demonstra que era uma planta
reconhecida pela pratica médico-herborista (FARIA, 2005). No Brasil, o R. officinalis
€ popularmente conhecido como alecrim, mas possui diversos sindnimos: alecrim-
de-cheiro, alecrim-das-hortas, alecrim-da-casa, alecrim-comum, alecrim-verdadeiro,
alecrim-de-jardim, rosmaninho, erva-das-gracas, flor-de-olimpo, rosa-marinha, entre
outros (MARCHIORI, 2004; PORTE & GODOQY, 2001).

Suas propriedades sao conhecidas desde a Grécia Antiga quando os estudantes
utilizavam ramos de alecrim atras da orelha durante as provas, pois acreditavam em
seu poder de reforcar o cérebro e a meméria (LOWENFELD & BACK, 1978 apud
PORTE & GODOQY, 2001). Isto se deve a um efeito estimulante do Sistema Nervoso
Central provocado por um aumento do controle do organismo pelo Sistema Nervoso

Simpatico, resultando em uma melhoria das capacidades cognitivas de
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concentracdo e de memoria e aumentando a irrigacdo dos tecidos (FAIXOVA &
FAIX, 2008).

Ocupava lugar de honra entre as plantas domésticas trazidas ao Brasil pelos
primeiros colonos devido ao seu largo uso culinério, cosmético, farmacéutico e
medicinal. Esta pratica de utilizacdo do alecrim para fins terapéuticos se perpetuou
até os dias atuais na medicina popular, especialmente no Nordeste do Brasil, onde a
planta é utilizada como analgésico, estimulante do Sistema Nervoso Central,
hipertensor, diurético, antimicrobiano, antioxidante, cicatrizante, anticonvulsivante,
hepatoprotetor, emenagogo, cardiotbnico, broncodilatador, antifebril, béquico,
colagogo, antirreumatico, estimulante do couro cabeludo, para fortalecer a memoria,
para problemas estomacais e em doses excessivas pode ocasionar aborto (PORTE
& GODOY, 2001; MARCHIORI, 2004; FARIA, 2005; DANTAS, 2007; BRITO,
DANTAS & DANTAS, 2009).

Em farmacias, como outras drogas vegetais ricas em Oleos volateis, €
empregado in natura na preparacdo de infusbes ou de tinturas ou ainda o 6leo
essencial extraido com vapor d’agua (MARCHIORI, 2004; FARIA, 2005; LORENZI &
MATOS, 2002).

3.2 O 6leo essencial do alecrim (OEA)
De modo geral, 6leos essenciais sdo substancias aromaticas produzidas como

metabolitos secundarios por grupos restritos (familias e géneros) de plantas
(NAKATSU et al., 2000; MARCHIORI, 2004).

O dleo essencial de alecrim (OEA) especificamente trata-se de um liquido incolor
ou de cor levemente amarelo-esverdeado, de odor forte caracteristico e sabor
aromatico, canforaceo e amargo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Enquanto apresenta funcdes de atrair agentes polinizadores e de protecdo a
planta, o OEA é utilizado pela espécie humana nas atividades diarias bem como na
indastria. E comumente usado como tempero e flavorizante de alimentos, como
fragrancia e incorporados em produtos cutaneos na industria de perfumes e
cosméticos devido a complexidade de seus compostos ativos, a suas intensas
propriedades aromaticas e um 6timo valor de mercado. Também tem sido proposto
como agente conservador natural para preparacdes cosmeéticas e alimenticias em
razao de suas propriedades antimicrobianas (MANJENA & MUYIMA, 1999).



19

3.3 Atividades farmacoldgicas do OEA

O Oleo essencial de alecrim tem sido prescrito topicamente para dores
musculares, reumaticas e de traumas. Sua atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva foi avaliada por Takaki et al. (2008) através de testes com
camundongos e seus resultados forneceram suporte para o uso deste 6leo na
medicina popular para algumas doencgas anti-inflamatérias e para a dor.

Outras propriedades farmacoldgicas foram atribuidas ao OEA. Angioni et al.
(2004) comprovaram a eficacia do Rosmarinus officinalis em aumentar o
desempenho cognitivo de seres humanos saudaveis submetidos a uma bateria de
testes cognitivos computadorizados, demonstrando que o impacto olfatério causado
por esse 0Oleo essencial realca significativamente a qualidade total da memoria e dos
fatores de memoria secundaria.

Esta caracteristica levou a estudos sobre o OEA como provavel tratamento para
doencas neurodegenerativas, tal como a Doenca de Alzheimer (DA), causa mais
comum de deméncia na populacao idosa e cujos sintomas sao declinio cognitivo e
deterioracdo mental (GOMES et al., 2009). Até agora, o Unico tratamento para esta
doenca é baseado na “hipdtese colinérgica”, o que significa que as drogas
aprovadas para a terapia da DA devem agir contrariando o déficit de acetilcolina,
aumentando seus niveis no cérebro (HEINRICH & TEOH, 2004). Um dos provaveis
mecanismos para esta atividade seria a inibicdo da acetilcolinesterase, enzima que
degrada a acetilcolina (Ach), promovendo um aumento de Ach a nivel central, que
esta relacionada com a memoria. Mata et al. (2007) avaliou a atividade inibitéria de
acetilcolinesterase do 6leo essencial, do extrato aquoso e etandlico de R. officinalis
e de outras plantas, o 6leo de alecrim obteve o melhor resultado (ICso = 69.8 + 0.1
ng mi™).

Foi avaliado em modelo animal que o 6leo essencial de alecrim possui efeito
agonista nos receptores adrenérgicos o; € oz mesmo em pequenas doses. Em
doses acima de 25 pl/l do 6leo de alecrim, o efeito espasmolitico descrito em outros
trabalhos foi detectado (SAGORCHEV, LUKANOV & BEER, 2010). Essa acéo
agonista provoca uma resposta simpatica do organismo, o0 que justifica muitas das
atividades atribuidas ao Oleo, como a aceleracdo dos batimentos cardiacos,
aumento da pressdao arterial, 0 aumento da adrenalina e da concentracédo de agucar
no sangue, a dilatacdo dos bronquios e a ativagdo do metabolismo geral do corpo
(AL-SEREITI, ABU-AMER & SEN, 1999).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
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Na constante procura por substancias com atividade antiviral, Vijayan et al.
(2004) pesquisaram vérias plantas de diferentes familias selecionando aquelas com
histérico etnomedicinal. Dentre elas foi estudado o 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis, que demonstrou, em concentracdo elevada, atividade parcial contra o
virus do herpes simples (HSV).

Entretanto, em meio a tantas possibilidades de uso terapéutico, ha um namero
bem maior de pesquisas envolvendo o estudo das propriedades antioxidativas e
antimicrobianas desse 6leo. Embora a maior parte da acdo antioxidativa do alecrim
tenha sido atribuida aos extratos aquoso e alcodlico da planta, Stahenko et al.
(2002) determinaram, in vitro, a atividade antioxidante do 6leo essencial obtido, que
se mostrou superior a atividade da vitamina E, do Trolox® e do BHA (t-butil
hidroxianisol).

Existem varias pesquisas na literatura cientifica sobre a atividade antibacteriana
do oOleo de alecrim contra patdogenos de origem alimentar. A maior parte dos
trabalhos demonstrou que o Oleo possuia maior atividade contra bactérias Gram-
positivas, como as Salmonellas, Shigellas e Staphylococci (MANJENA & MUYIMA,
1999). Porte & Godoy (2001) ndo encontraram nenhuma atividade do 6leo contra
cepas de Escherichia coli ou Pseudomonas aeruginosa, no entanto Packer & Luz
(2007) comprovaram atividade bacteriostatica dos oleos de alecrim e melaleuca
contra essas duas espécies, além de Staphylococcus aureus.

Na busca de alternativas para o tratamento de infeccdes do trato urinario,
Petrolini et al. (2013) cita os trabalhos de Bozin et al. (2007), que identificou a
sensibilidade de S. aureus e Staphylococcus epidermidis ao Oleo essencial de
alecrim, bem como Fu et al. (2007) encontrou sensibilidade para as espécies ja
citadas e ainda para E. coli, P. aeruginosa, Pseudomonas vulgaris e Bacillus subtilis.

A atividade antifungica deste Oleo mostrou-se bastante promissora,
especialmente contra Candida albicans, mostrando ser mais eficiente que quando
comparada a sua acao antibacteriana (PACKER & LUZ, 2007). Possui uso potencial
em tratamentos de meningite e pneumonia causadas por Cryptococcus neoformans,
bem como infec¢des cutaneas e diarreia por C. albicans e infeccfes sistémicas por
Mycobacterium intracellularae  em pacientes portadores da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (PORTE & GODOY, 2001).

Nascimento e colaboradores (2000) relataram a a¢ao antimicrobiana de extratos

de alecrim frente a bactérias sensiveis e resistentes a antibidticos sintéticos,



21

verificando sinergismo entre antibidticos e os extratos usados, possibilitando que
antibidticos ineficazes apresentassem acao sobre bactérias resistentes. Diversos
autores ainda citam seu uso em sinergismo com antibidticos tradicionais
potencializando sua ag¢ao antimicrobiana (PROBST, 2012; RIBEIRO et al., 2012;
JARRAR, ABU-HIJLEH & ADWAN, 2010; ZAGO et al., 2009).

Hussain et al. (2010) evidenciaram atividade antiproliferativa do 6leo essencial
de R. officinalis do Paquistédo contra células de cancer de mama (MCF-7), cancer de
prostata (LNCaP) e células fibroblasticas (NIH-3T3), bem como atividade
antioxidante e antibacteriana, demonstrando, entretanto, uma agdo mais efetiva do
6leo para bactérias Gram-positivas. Geralmente, 6leos essenciais sdo mais eficazes
contra bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas. Ha uma hipétese de que a
presenca de lipopolissacarideo na parede celular englobando a camada de
peptidoglicano bacteriano restringe a difusdo de compostos hidrofébicos no
citoplasma (YAP et al., 2014).

Essa caracteristica hidrofébica, além de ser a possivel causa da baixa eficacia
contra bactérias Gram-negativas, também é um dos fatores que dificultam a
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais, pois nao difundem
facilmente em meio aquoso. Além disso, sdo volateis a temperatura ambiente e
possuem uma complexa composicdo, portanto, a prevaléncia de falsos negativos ou
resultados de atividade reduzida devem ser esperados (MANJENA & MUYIMA,
1999; NAKATSU et al., 2000).

Varios estudos foram realizados no sentido de avaliar a correlacdo entre a
composicéo quimica do 6leo de alecrim e a sua atividade biolégica (JORDAN et al.,
2013; JIANG et al., 2011; SZUMNY et al., 2010; FAIXOVA & FAIX, 2008; NAKATSU
et al., 2000). As propriedades antimicrobianas parecem estar relacionadas com a
presenca de borneol, cineol, pinenos e canfora (PORTE & GODOY, 2001), porém o
efeito antimicrobiano do OEA pode ndo ser devido a presenca de uma Unica
substancia em grande quantidade, mas sim, ao efeito sinérgico de diversas

substancias em pequenas quantidades (OUATTARA et al., 1997).

3.3.1 Composicéo fitoquimica
O Oleo essencial de alecrim contém varios compostos em diferentes

concentragbes. Caracteriza-se por dois ou trés compostos majoritarios em
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concentragbes relativamente elevadas (20-70%) em comparagdo com outros
compostos presentes em quantidades vestigiais (FAIXOVA & FAIX, 2008).

De modo geral, existe acordo de que 0s monoterpenos sao majoritarios.
Entretanto, ainda ha discrepancia entre as principais substancias, ora sao
hidrocarbonetos, como pinenos, mirceno, canfeno e ora sao oxigenadas, como
canfora, 1,8-cineol e borneol (Figura 1). No entanto, diferentes cultivares de alecrim
e diversas origens genéticas associadas aos aspectos ambientais de crescimento
particulares de cada regido, ao tempo de colheita e o tipo de destilacdo influenciam
a composicdo quimica e o rendimento dos 6leos essenciais produzidos (PORTE &
GODOY, 2001).

Figura 1- Principais compostos terpénicos encontrados no 6leo essencial de alecrim

@ @O @/OH @Oﬂc (D:
1,8-cineol Cénfora Borneol Acetato de bornila Canfeno
I g i
S
o-pineno p-cimeno [-mirceno {+)-sabinenc fj-felandreno
= (]
B-pineno a-terpinenc B-caricfileno Limoneno (+)-Verbenona

(FONTE: www.3dchem.com).

Alguns componentes emprestam certas caracteristicas especificas ao 0leo
essencial de alecrim, tais como: 1,8-cineol — aroma refrescante; a-pineno — aroma
de pinho; canfora — aroma e sabor mentolado; borneol — gosto acre (SVOBODA &
DEANS, 1992). Determinar a composi¢do quimica do 6leo essencial é importante
para aproveitar suas potencialidades e valorizad-lo comercialmente. Por exemplo, o
Oleo rico em canfora pode constituir bom agente antimicrobiano em alimentos, um

oleo rico em 1,8-cineol ou a-pineno pode ser preferido para uso terapéutico (PORTE



23

& GODOY, 2001). Além disto, a presenca majoritaria de compostos terpénicos em
seus constituintes auxiiam como promotores de permeagdo (DAS,
BHATTACHARYA, GHOSAL, 2006), facilitando sua incorporacdo em sistemas

microemulsionados.

3.4 Nanotecnologia e novos sistemas de liberagdo de farmacos

A nanotecnologia corresponde a metodologia de processamento envolvendo
a manipulacao atdbmica, molecular e macromolecular visando a criagdo de materiais,
dispositivos ou sistemas com propriedades e aplicagfes inovadoras e que estejam
em escala nanométrica (10°m = 1nm), com comprimentos tipicos que ndo excedam
100 nm. Nessa escala de tamanho, os materiais apresentam novas propriedades,
antes nao observadas quando em tamanho micro ou macroscopico, por exemplo, a
tolerancia a temperatura, a variedade de cores, as altera¢cbes da reatividade quimica
e a condutividade elétrica (FERREIRA & RANGEL, 2009).

O campo da nanotecnologia esta atualmente em fase de desenvolvimento
explosivo em varias areas do conhecimento, movimentando bilhdes de dolares em
investimento no mundo. Dentre essas areas, uma com grande importancia é a
nanomedicina, que, de acordo com o National Institute of Health (Instituto Nacional
de Saude - NIH), dos Estados Unidos, se refere as intervencdes médicas altamente
especificas em escala molecular para diagndstico, prevencdo e tratamento de
doencas (PARK, 2007; SAHOO & LABHASETWAR, 2003).

Neste aspecto, nanossistemas de carreamento e liberagcdo de farmacos
constituem uma porcao significante da nanomedicina, além de que a eficacia e
utilidade desses sistemas nao se restringe ao seu tamanho reduzido (PARK, 2007).
O conceito desse tipo de sistemas de liberacdo emergiu na tentativa de minimizar os
efeitos adversos dos farmacos, alargar suas aplicacdes, expandir as formas de
administracdo e solucionar problemas de absorcdo (GUPTA & MOULIK, 2007).
Essas propriedades sdo alcancadas em virtude de um significativo aumento na
solubilidade aparente dos farmacos (sobretudo aqueles pertencentes as classes
biofarmacéuticas de baixa solubilidade), melhorando sua dissolucdo e
biodisponibilidade; possibilitando inclusive a sua utilizacdo como sistemas que
controlam a liberagcdo de farmacos através de uma cinética especifica, portanto,
melhorando a sua acgfo terapéutica (GUIMARAES, 2013; SILVA et al., 2009a;
ASTIER et al., 2006; TENJARLA, 1999).
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3.5 Microemulsao (ME)

3.5.1 Conceito

Em 1943, Hoar e Schulman relataram a formagdo espontanea de uma
solucéo transparente e estavel apds a mistura de 6leo, agua e um tensoativo iénico
combinado com um cotensoativo (um &lcool graxo de cadeia media) representando
a primeira descricdo cientifica do que anos depois (1959) foi denominado por
Schulman et al. como “microemulséo” (ME), definido como “microdispersdes liquidas
contendo agua, 6leo e substancias anfifilicas (tensoativos) e que sejam opticamente
isotropicas e termodinamicamente estaveis” (SOLANS & KUNIEDA, 1997). No
entanto, essa definicdo € limitada, uma vez que a mistura de Oleo, agua e
tensoativos pode levar a formacdo de uma grande variedade de estruturas e fases
(TALEGAONKAR et al., 2008; NAOUI et al, 2011).

Nesse contexto, o aperfeicoamento dos estudos com microemulsbes
conduziu a algumas modificagdes e dentre 0os conceitos mais recentes, encontra-se
que “as ME se formam a partir de uma aparente solubilizacdo espontanea de dois
liquidos imisciveis na presenca de um tensoativo e, se necessario, um cotensoativo;
sendo caracteristicamente sistemas dispersos (microgoticulas dispersas),
termodinamicamente estaveis, transparentes ou translicidos, com baixissima tensao
interfacial”. Atualmente, o termo microemulsdo vem sendo utilizado para designar
sistemas de fases microeterogéneas que podem apresentar de trés a cinco
componentes: 0leo, agua, tensoativo, cotensoativo e eletrélito (FANUN, 2012;
DAMASCENDO et al., 2011; ROSSI et al., 2007; FORMARIZ et. al, 2005; OLIVEIRA
et al., 2004; TENJARLA, 1999).

3.5.2 Teoria de formacgédo das ME
Ao misturar dois liquidos imisciveis, sob agitacdo constante, as duas fases

tendem, inicialmente a formar goticulas dispersas de um dos liquidos no interior do
outro. Quando a agitacdo cessa, as goticulas tendem a coalescer e os liquidos
separam-se novamente. Se um tensoativo for adicionado ao sistema, diminui-se a
tensdo interfacial entre as fases, com papel fundamental na estabilidade de
emulsdes e microemulsdes. No entanto, as MEs diferem das emulsées ndo somente
por serem opticamente transparentes, mas, essencialmente, pela maior estabilidade
termodinamica (OLIVEIRA et al., 2004)
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Para elucidar melhor o processo de formacéo das ME, Tenjarla (1999) sugere
trés teorias: teoria da solubilizacdo, teoria da tensdo interfacial e teoria
termodinamica.

A teoria da solubilizacdo € a mais simples e diz que a formacao das ME se da
através de um intumescimento de micelas, no qual a 4gua é solubilizada no interior
das micelas reversas ou o 06leo é solubilizado em micelas regulares (DAMASCENO
et al., 2011).

Uma tenséo interfacial (yi) muito baixa é um pré-requisito para a formacéo das
MEs. A teoria da tensdo interfacial propbe que, a medida que o numero de
moléculas de tensoativo aumenta por unidade de area na interface 6leo/agua elas
comecam a se comprimirem, umas ao lado das outras, desenvolvendo uma presséo
lateral bidimensional (). Desse modo, a tensdo de superficie (yi) na interface diminui
proporcionalmente com o aumento dessa pressao e com a diminuicdo da tenséo
original entre o 6leo e a agua (yon), causada apos o potencial quimico do(s)
tensoativo(s) em cada fase ter sido equalizado por particdo (yoa — (Yoa)a). ESSE

fendmeno pode ser expresso pela Equacao 1:

yi= (VO/A)a - (1)

Assim, quando a repulséo entre as espécies do filme interfacial () for menor
gue a tensao original O/A, torna-se viavel a expansdo espontanea da interface e
orientacdo da forca que reduz o tamanho das goticulas até ndo haver mais
necessidade de energia para aumentar a area interfacial. O equilibrio € atingido
guando a tensdo negativa volta a se aproximar de zero, em virtude da
descompressao das moléculas com consequente reducdo da pressao na interface,
favorecendo, assim, a dispersdo de uma fase na outra. Esse resultado indica que os
tensoativos de carater muito hidrofilicos ou lipofilicos sédo inapropriados para a
formulacdo de MEs, mesmo com ajuda de cotensoativos, pois mesmo com a adi¢cao
desses compostos, a tensao interfacial ndo diminuird suficientemente para a
formacdo de um sistema microemulsionado (DAMASCENO et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2004).

A terceira teoria baseia-se na lei da termodinamica que diz que a energia livre

de Gibbs (G) deve se tornar negativa para a formacdo de uma ME
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termodinamicamente estavel. A energia livre de superficie pode ser definida pela

Equacao 2 a temperatura, volume e nimero de moles constante:

AG = G2 —G1 = yi x AS (2)

Onde AS representa a variagdo na area interfacial (S2 — S1). No entanto, o
processo de emulsificacdo implica em um grande aumento da area interfacial (S1 —
S2), o que leva a um aumento brusco da energia livre de superficie. Pode-se
verificar que o caminho mais viavel para estabilizacdo do sistema € a diminuicdo da
tenséo interfacial (yi) da dispersdo, como forma de reduzir a energia livre derivada da
expansdo da area interfacial (OLIVEIRA et al.,, 2005). A estabilidade do sistema
devera ser maior quando o aumento da energia livre for totalmente compensado
pela diminuicdo da tenséo interfacial. Portanto, pela tendéncia da yi de se aproximar
de zero, a variacdo de energia livre também vai tender a zero (AG — 0) segundo as
Equacbes 1 e 2 e, consequentemente, o0 sistema vai ser estavel
termodinamicamente. Se a vyi for negativa, AG vai ser menor que zero e a
microemulsificacdo sera espontanea (DAMASCENO et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2005).

3.5.3 Estrutura
As ME podem ser classificadas quanto a sua estrutura em trés tipos: agua em

oleo (A/O); 6leo em agua (O/A); e bicontinua. Embora a formacao de uma estrutura
de micela intumescida (de agua ou 6leo) regular (O/A) ou reversa (A/O) apenas é
possivel em ME muito diluidas (DAMASCENO et al, 2011).

As ME do tipo O/A (regular) se caracterizam pela existéncia de uma fase
interna, dispersa ou descontinua composta pela fase oleosa em um meio
dispersante, fase externa ou continua constituida pela fase aquosa. De modo
semelhante, as ME do tipo A/O (reversa) possuem a fase interna hidrofilica e a fase
externa lipofilica. Ambas as estruturas de goticulas O/A ou A/O sao revestidas por
um filme interfacial misto de tensoativo e cotensoativo (quando presentes)
arranjados alternadamente, cujas fracbes apolares encontram-se voltadas para a
fase oleosa (apolar) enquanto as porc¢des polares fazem fronteira com o componente
aquoso (polar) da ME (MCCLEMENTS, 2012).
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No entanto, as microemulsdes sdo sistemas dinamicos cuja interface
encontra-se continua e espontaneamente flutuante (ZHANG & MICHNIAK-KOHN,
2011; TALEGAONKAR et al, 2008). Dessa forma, podemos encontrar ainda a
formacdo de uma estrutura ndo esférica, com canais adjacentes alongados como
uma rede de tubos em determinada polaridade em matriz de polaridade oposta,
denominada bicontinua, que pode ocorrer através de dois mecanismos: 1) na
transicdo de um sistema O/A para A/O ou o inverso; 2) quando os volumes utilizados
das duas fases é muito préximo (GUIMARAES, 2013; DAMASCENO et al, 2011;
TALEGAONKAR et al., 2008; FORMARIZ et al, 2005).

A estrutura do sistema formado sera influenciada pelas propriedades fisico-
guimicas e a proporcdo dos componentes utilizados na formulagcdo (FANUN, 2012)
gue, além das microemulsdes podem formar ainda nanoemulsdes (emulsées com
goticulas de tamanho reduzido, mas termodinamicamente instaveis) e se uma
grande quantidade de tensoativos estiver presente, o sistema pode formar estruturas
anisotropicas como os cristais liquidos lamelares, fases hexagonais ou fases cubicas
conforme o aumento da concentracdo de tensoativos (MCCLEMENTS, 2012;
TALEGAONKAR, 2008; FORMARIZ et al., 2005; TENJARLA, 1999).

Mitchell e Ninham (1981) propuseram o parametro de empacotamento critico
(PEC), utilizado para predizer a geometria preferencialmente formada por um
composto anfifilico devido a sua tendéncia de formar micelas ou micelas reversas e

pode ser representado pela Equacéo 3:

PEC = = (3)

axl

Em que V, a e | representam o volume molar parcial da parte hidrofébica, a
area da cabeca polar e o comprimento da cauda hidrofébica do tensoativo,
respectivamente. Quando o PEC esta entre zero e um, microemulsfes do tipo O/A
sdo formadas. O inverso ocorre quando o PEC é maior do que um, formando
microemuls@es do tipo A/O. Quando o PEC esta préximo de um, a ME formada é do
tipo bicontinua (LAWRENCE & REES, 2000; TENJARLA, 1999).

Entretanto, a possibilidade de formar MEs depende ainda do balanco entre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo, determinada ndo somente pela

sua estrutura quimica, mas também por outros fatores como temperatura, forca
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ibnica e a presenca de cotensoativo. A mistura de tensoativos com equilibrio
hidréfilo-lipofilo (EHL) adequado proporciona a condigdo maxima de “solubilizagdo”
do Oleo e da agua (MITTAL, 1999). O EHL é uma escala semi-arbitréria, proposta
por Griffin (1949) para quantificar os efeitos das contribuicdes das partes polares e
apolares existentes na estrutura dos tensoativos. Em geral, tensoativos com EHL
entre 3 e 8 favorecem a formacdo de ME A/O enquanto ME O/A séao facilitados por
tensoativos com EHL entre 8 e 18 (LAWRENCE & REES, 2000; TENJARLA, 1999).

Quando um sistema microemulsionado é formado os tensoativos combinados
(em uma determinada proporgdo) produzem um filme adsorvido entre as fases
agquosa e oleosa responsavel pela reducdo (para valores minimizados) da tenséo
interfacial provocando uma otimizacédo da estabilidade termodinamica. Em geral, as
ME possuem um tamanho de goticula entre 10 e 300 nm e séo opticamente limpidas
uma vez que o diametro médio das goticulas representa menos que Y4 do
comprimento de onda da luz incidente, portanto a luz nédo sofre dispersdo e o
sistema apresenta-se transparente (GUIMARAES, 2013; ALTHANYAN, 2011;
DAMASCENQO, 2011; ROSSI, 2007).

3.5.4 Diagrama de Fases
A relacdo entre a composicao, 0 aspecto e o numero de fases apresentadas

por determinada mistura pode ser capturada com a ajuda de um diagrama de fases
(LAWRENCE & REES, 2000). Sua interpretacdo descreve as estruturas contidas
nele, possibilitando a escolha da regido cujo aspecto e constituicdo sejam mais
favoraveis & incorporacdo de um farmaco (GUIMARAES, 2013).

O sistema de equilibrio das fases em preparacbes contendo trés
componentes sdo representados classicamente por um Diagrama de Fases
Ternario, em que cada vértice do triangulo representa 100% de um componente em
particular. As propriedades dos triangulos equilateros devem ser extremamente
exploradas, ou seja, a soma dos lados perpendiculares de determinado ponto no
diagrama é igual a sua altura (SILVA et al., 2009b).

Usualmente, as ME sao compostas por quatro componentes (agua, Oleo,
tensoativo e cotensoativo) tornando-se mais adequada a utilizacdo de Diagramas de
Fases Pseudoternarios (DFPT). O que difere um DFPT de um Diagrama Ternario
convencional é o fato de que no primeiro o cotensoativo e 0 tensoativo sdo

agrupados como um unico componente, desde que a razao entre as massas destes
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dois elementos seja constante em todos os pontos do diagrama (GUIMARAES,
2013).

Os diagramas sao construidos em duas dimensdes a partir de dados obtidos
por titulagdo ou pela preparacdo de um amplo nimero de amostras de diferentes
composicdes. A vantagem do primeiro método € a possibilidade de analisar um
grande numero de preparacdes de forma mais rapida, indicando as propor¢des nas
guais os componentes devem ser misturados (DAMASCENO, 2011).

Essa ferramenta facilita a escolha da formulacdo mais apropriada para se
incorporar determinado farmaco, pois é possivel delimitar regides no diagrama de
fases apenas com a inspe¢do visual das amostras, jA que se apresentam
comumente como emulsdes liquidas opacas, emulsdes géis opacas, sistemas de
viscosidade elevada, separacdo de fases ou como sistemas translicidos ou
opticamente transparentes (caracteristica dos sistemas microemulsionados)
(GUIMARAES, 2013; FORMARIZ et al., 2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

e Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis), obtido por
hidrodestilacdo na cidade de Eusébio - CE, Brasil pela industria Uni&o
Vegetal e adquirido comercialmente para realizagéo da pesquisa.

e Agua deionizada.

e Kolliphor® EL, Cremophor® EL, (Macrogolglycerol ricinoleate, PEG-35
castor oil, Polyoxyl 35 hydrogenated castor oil, Polyoxyl-35 castor oil) —
Sigma Aldrich;

e Plurol® Oleique (polyglyceryl-6 dioleate) — Gattefossé.

4.2 Construcéo dos Diagramas de Fases Pseudoternarios (DFPT)
Os DFPT foram obtidos por inspecéo visual das misturas dos componentes

Kolliphor® EL (T1) com Plurol® Oleique (T2) nas proporcdes 4:1, 3:1, 2.1 e 1:l e, a
esta mistura de tensoativos (MT), foi adicionado o OEA nas proporcdes de 1:9, 2:8,
3.7, 4:6, 5.5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. As titulacbes foram feitas com volumes pré-definidos
de agua deionizada, adicionando gota a gota, em temperatura ambiente. Durante a
titulacdo a mistura foi homogeneizada em um Desruptor de célula ultrassénico/
sonda de ultrassom (DES500, Unique, Brasil), por 1 minuto, poténcia de 250W. Apés
cada sonicacdo, a mistura foi levada ao banho de ultrassom (USC-1800, Unique,
Brasil) por 1 minuto, para uma melhor homogeneizacdo e retirada das bolhas
guando presentes, facilitando assim a visualizacdo dos sistemas formados contra
um fundo preto. Para cada titulagdo foram feitos 3 ciclos (sonicador/banho de
ultrassom). Considerando-se as propor¢cdes dos componentes (MT; fase oleosa e
fase aquosa) apds as titulacbes aquosas plotou-se os pontos em que se deu a
transicdo de sistema opticamente transparente ou translucido liquido ou de ME para
sistema opaco liquido ou semi-sdlido (emulséo); liquido leitoso ou ainda separacéo
de fases em cada diagrama. Os diagramas foram plotados utilizando-se o software
Origin Pro® 8.0.

4.3 Selecéo das formulagdes
Dos quatro diagramas formados, foi selecionado o que apresentou maior area

de sistemas transparentes e, deste diagrama, foram selecionadas trés formulacfes
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para serem caracterizadas. Para selecdo das formulagcdes foi levado em conta a

regido onde se localizavam no diagrama e a provavel estrutura formada.

4.4 Preparacgao das formulagdes selecionadas

Foram preparados 15ml de cada formulacao selecionada através da pesagem
dos componentes em suas percentagens ja fornecidas pelo OriginPro® 8.0 e, na
sequencia, foram submetidas a trés ciclos de homogeneizacdo no desruptor de
célula ultrass6nico/sonda de ultrassom (DES500, Unique, Brasil) por 1 minuto,
poténcia 250W, seguidos de banho de ultrassom (USC-1800, Unique, Brasil) por
mais 1 minuto. Apdés a preparacdo foram deixadas em repouso por 48h até a
realizacao da caracterizagéo.

4.5 Caracterizacao dos sistemas selecionados

4.5.1 Analise macroscopica
Aspectos como coloracédo, homogeneidade das microemulsdes, separacao de

fases ou presenca de precipitados foram avaliados decorridas 48 horas apos a
obtencdo de cada formulacdo. As amostras foram armazenadas em frascos de

cintilacdo a temperatura ambiente (25 °C).

4.5.2 Determinacéo do pH
O pH das formulacdes foi avaliado em pHmetro digital (Instrutemp, ITmPA

210, Brasil) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado previamente
com solucdes tampédo pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 + 0,5 °C. As

determinacdes dos valores de pH foram obtidas em triplicata.

4.5.3 Determinacao da condutividade
A condutividade elétrica das formulacbes obtidas foi determinada em

condutivimetro digital (Instrutemp, MCA 210, Brasil). O equipamento foi calibrado
com uma solucao de calibragdo apresentando condutancia especifica de 1413 uS
cm™, & temperatura de 25 °C. As determinacdes dos valores de condutividade foram
obtidas com introducdo do eletrodo diretamente no interior das formulacdes

acondicionadas em frasco de cintilacdo. A andlise foi feita em triplicata.
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4.5.4 indice de refracéo

Para o indice de refracao foi utilizado refratbmetro de bancada ABBE (Biobirix,
Séo Paulo, Brasil), conforme metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira (2010).
O equipamento foi aferido com agua deionizada (IR = 1,333), a temperatura de 25 *

0,5 °C. A andlise foi feita em triplicata.

4.5.5 Avaliacao da estabilidade das formulagdes
A estabilidade das amostras foi avaliada quanto aos ensaios de centrifugacao,
estresse térmico e ciclo gelo/degelo.

4.5.5.1 Centrifugacéo

Foi retirada uma aliquota de 1g de cada formulacdo e apds colocadas em
eppendorfs foram submetidas a centrifugacdo em microcentrifuga (Nova
Instruments, NI 1801, Brasil) a 13000 rpm (7985 g) por 30 min e por 1 hora. As
amostras foram classificadas como estaveis, levemente modificadas e separacéo de

fases.

4.5.5.2 Estresse térmico

Foram pesados 2g de cada formulacdo, que foram submetidas a um
aquecimento de 40°C a 80°C, com aumento gradual de temperatura de 5 graus
centigrados a cada 30 min. Foi utilizado um banho de ultrassom com aquecimento
(USC-1800, Unique, Brasil).

4.5.5.3 Ciclo Gelo/Degelo
O ciclo gelo-degelo foi realizado submetendo-se as amostras a um total de 6

ciclos de resfriamento e aquecimento como forma de avaliar se os limites extremos
de frio e calor serdo capazes de desestabilizar estes sistemas. Cada ciclo consistiu
de 24 horas a 8°C na geladeira seguido por 24 horas a 45°C na estufa durante 12

dias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Escolha dos tensoativos
Os tensoativos ndo-idnicos mostram vantagens particulares devido a baixa

toxicidade as membranas celulares, baixa irritabilidade, elevada estabilidade quimica
e por promoverem uma grande permeabilidade do farmaco pela pele, por isso sdo
preferiveis para desenvolvimento de formulacbes de aplicacdo topica
(GRAMPUROHIT, RAVIKUMAR & MALLYA, 2011; TENJARLA, 1999). Séo
considerados aceitaveis para ingestdo por via oral e o aparecimento emergente de
varios produtos comercializados com sucesso tem dado confiangca as industrias
farmacéuticas e cosméticas para utilizacdo deste tipo de surfactante (POUTON &
PORTER, 2008). Apresentam também maior grau de compatibilidade com diversas
substancias, quando comparados aos tensoativos catidnicos e anidnicos e Ssao
menos sensiveis as alteracdes de pH ou a adicédo de eletrolitos (BILLANY, 2005).

O EHL do oleo também tem influéncia direta sobre a escolha de tensoativos,
pois conforme Schmidts e cols. (2010), as ME sao melhores formuladas quando o
valor de EHL do 6leo esta proximo ao EHL da mistura de tensoativos.

Os numeros correspondentes ao EHL de alguns produtos sao frequentemente
indicados na literatura como “valores compreendidos em uma faixa entre dois
pontos”, muitas vezes nao proximos, como para a familia dos 6leos de origem
vegetal em que a referéncia de EHL fica compreendida entre 6 e 12. Esta situacao
dificulta de maneira significativa a elaboracdo de sistemas emulsionados estaveis
(ZANIN et al., 2002).

Na literatura foi encontrado que o valor de EHL para o 6leo essencial de
alecrim encontra-se na faixa de 12 a 14 (GILLILAN, 2012). Desta forma, foi
determinada a escolha de dois tensoativos nao-ibnicos que poderiam ser utilizados
tanto por via oral como por via tépica e transdérmica: um com carater hidrofilico,
Kolliphor® EL (EHL 14-16) e outro lipofilico, Plurol® Oleique (EHL 6), de forma que a
mistura desses tensoativos em diferentes propor¢des gerasse o EHL mais proximo

da fase oleosa.

5.2 Diagramas de Fases Pseudoternarios (DFPT)
Definidos os componentes da formulacdo, foram determinadas as melhores

proporcbes de MT para construcdo dos DFPT a fim de se obter o maximo de

equilibrio do sistema levando a formagdo de areas mais extensas de ME nos
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diagramas. Para sistemas emulsionados com a fase externa aquosa é essencial um
valor de EHL entre 8 e 14. Valores maiores ou menores induzirdo a solubilizacao
dos tensoativos na agua ou no 0Oleo, respectivamente (MACEDO et al., 2006).
Segundo a teoria de Griffin (1954), para determinacdo do EHL de um sistema
emulsionado sdo levados em consideracéo os valores de EHL de cada tensoativo e

suas respectivas porcentagens em massa no sistema através da Equacéo 4:

EHL.. _ (EHLTensoativo 4 X%Tensoativo A)+(EHLTensoativo B X%Tensoativo B) (4)
sistema 100

Conforme o que foi discutido, foram escolhidas as propor¢des de MT 1:1, 2:1,
3:1 e 4:1 e foram calculados o EHL dos sistemas de cada diagrama como mostra a

Tabela 1.
Tabela 1 - Valor do EHL para cada DFPT

Proporcao da MT
(Kolliphor® EL/Plurol® EHL
oleique)
1:1 10-11
2:1 11,33- 12,66
3:1 12 -13,5
4:1 12,4 -14

Para construcdo dos DFPT utilizou-se a metodologia de titulacdo, bastante
simples e reprodutivel. Os DFPT exibiram diferentes comportamentos de fase das
misturas dos componentes, como representado na Figura 2. Péde-se observar que
em nenhum dos diagramas houve separacao de fases. As emulsdes formadas foram
classificadas de acordo com seu aspecto fisico, porém o objeto de interesse desse
estudo foram formulacdes cuja energia empregada e as proporcbes de seus
componentes foram capazes de reduzir a tenséo interfacial a ponto de formar um
sistema homogéneo, limpido e transllcido, caracteristico de microemulséo (SILVA et

al, 2009a). Essas formula¢des estéo representadas na Figura 2 como regides de ME

).
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Figura 2 - Diagramas de Fase Pseudoternarios para o sistema de 6leo de alecrim, 4gua e
mistura de tensoativos Kolliphor EL®/Plurol oleique® nas proporgdes 1:1 (A), 2:1 (B), 3:1 (C)
e 4:1 (D).

0,00

7 7 >
0,00 025 0,50 075 1,00
OLEO DE ALECRIM

0,00

4 7
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
OLEO DE ALECRIM

7
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
OLEO DE ALECRIM

7
025 0,50 0,75 1,00
OLEO DE ALECRIM

Legenda: 1 — Sistemas Transparentes (Regido de microemulsdo); 2 — Emulséo Liquida Opaca; 3 —

Emulsdo Liquida Leitosa; 4 — Emulsdo Semissoélida (FONTE: Dados da pesquisa).

Além do numero de fases, aspecto visual e composicdo centesimal de cada
ponto, caracteristicas microestruturais também podem ser investigadas através da
visualizacdo do DFPT (LAWRENCE & REES, 2000). De modo geral, a Figura 3
descreve as condi¢cdes experimentais da existéncia dos diferentes tipos de

estruturas.
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Figura 3 - Representacao esquematica de um Diagrama de Fases Pseudoternéario (DFPT)
formado por um sistema de 6leo/dgual/tensoativos, com énfase nas areas de formacgéo de
micelas convencionais e microemulsdo O/A (A), micelas inversas e microemulsdo A/O (B),

cristais liquidos (C) e microemulsao bicontinua (D).

Cristais liquidos

- = Microemulsdo eepecero
3 OQ: Bicontinua "
SETW 5 Tensoativos :

Microemulsdo A/O

Micelas Micelas Inversas
.. ®q Vs
L » t‘
° °
® ° )
Agua Oleo

(FONTE: Lawrence & Rees, 2000. Imagem editada).

Na regido denominada A existe predominio de fase aquosa e a concentracéo
relativa de tensoativo € pequena. Representativa de ME O/A. Numa diluic&o infinita
com fase aquosa o sistema tende a formacdo de micelas mistas da mistura
emulsiva, contendo a fase oleosa dissolvida em seu interior hidrofobico. O volume

de fase interna € pequeno, definido pela Equacao 5:

®=1-(w.6) (5)
Na qual w é a relacdo entre a massa de fase aquosa e a massa total de
microemulsdo e § € a relacdo entre as densidades da microemulsdo e da fase
aquosa (OLIVEIRA et al., 2004).

Na regido B predomina a fase oleosa, € pobre em fase aquosa e mistura
emulsiva. Representativa de ME A/O. Numa diluicdo infinita tende a formar micelas
reversas, compostas por grande parte de fase externa oleosa, com fase aquosa
dissolvida nas micelas inversas. O volume de fase interna da ME é pequeno
(OLIVEIRA et al., 2004).
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A regido C é rica em mistura emulsiva, contém muito pouca fase aquosa e
fase oleosa. A estrutura que melhor representa essa regiao consiste de uma fase
continua onde a mistura de tensoativos, 6leo e 4gua encontram-se em fase lamelar,
na qual os tensoativos organizam-se na interface continua 6leo/agua separando
ambas as fases (OLIVEIRA et al., 2004).

A regido D é intermediéria entre as regides A e B que possuem estruturas
bem definidas. A microestrutura do sistema corresponde a fases bicontinuas, as
guais podem explicar a passagem gradual de um sistema O/A para A/O (OLIVEIRA
et al., 2004).

A regido E corresponde a regido onde o sistema € muito instavel e ocorre
separacao entre as fases aquosa e oleosa (OLIVEIRA et al., 2004).

Dessa forma, o DFPT 4:1 (Diagrama D — Figura 2), de EHL mais proximo ao
encontrado para o 0leo, foi escolhido para selecao das formulagdes, pois apresentou
maior area de formacado de ME com maior diversidade de estruturas, principalmente
dos tipos O/A e bicontinua, que caracterizam formulacbes mais adequadas para

carrear o 0leo essencial de alecrim.

5.3 Selecao das formulacdes

Do diagrama de fases escolhido, foram selecionadas trés formulacdes para
realizacdo dos estudos de caracterizacdo de acordo com as caracteristicas visuais
bem como da estrutura esperada conforme o local do diagrama em que se
encontravam. Dessa forma, foram escolhidas as formulacbes F1 e F2 por serem
provaveis ME bicontinuas. J4 a F3 foi escolhida por encontrar-se em uma regiao
caracteristica de ME O/A. A composicao de cada formulacdo esta descrita na Tabela
2.

Tabela 2 - Composigcéo centesimal das formulagfes selecionadas.

Componente Funcao F1(%) F2(%) F3(%)
Kolliphor® EL Tensoativo 1 40,6 43,0 38,1
Plurol® Oleique Tensoativo 2 10,2 10,8 9,5
Oleo essencial de Fase oleosa 33,9 23,1 5.3
alecrim

Agua Fase aquosa 15,3 23,1 47,1
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O cuidado em nao escolher formula¢cdes muito proximas a interface das areas
€ importante para ndo arriscar a escolha de uma composi¢cédo cujo comportamento
de fases esteja em transicdo, mas como o intuito do estudo era avaliar diferentes
estruturas de ME, néo foi possivel evitar essa proximidade para as formulacdes F1 e
F2 (Figura 4).

Figura 4 - Diagrama de Fases Pseudoternario para o sistema de 6leo de alecrim, agua e
mistura de tensoativos Kolliphor EL®/ Plurol oleique® na proporcéo 4:1 exibindo os pontos

selecionados para estudo.

0,00

¥ ~ , , 5 . 5 , 30,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
OLEO DE ALECRIM

Legenda: 1 — Regido de sistemas transparentes; 2 — Regido de emulsdes liquidas opacas; 3 —
Regido de emulsdes leitosas; 4 — Regido de emulsdes semissélidas; F1 — Formulacdo 1; F2 —
Formulagédo 2; F3 — Formulagdo 3 (FONTE: Dados da pesquisa).

5.4 Caracterizacédo das formulacdes selecionadas
Através de dados fisico-quimicos é possivel confirmar a formacdo de

microemulsées, bem como efetuar modificagcbes no seu comportamento para fins
especificos (ROSSI et al., 2007). Porém, a caracterizacdo da estrutura formada em
sistemas dispersos, como as ME, possui algumas limitagbes. Com a necessidade da
diluicdo prévia da amostra, podem ocorrer reorganizacdes moleculares ou transicées

de fase, constituindo-se uma limitagdo para a caracterizagdo do sistema
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(LAWRENCE & REES, 2000). Nesse sentido, os parametros avaliados neste
trabalho (analise macroscoépica, pH, condutividade, indice de refracdo e estabilidade
preliminar) foram realizados sem diluicdo, proporcionando resultados mais acurados,

gue servem de base para a continuagédo ou modificacdo dos estudos com a ME.

5.4.1 Analise macroscopica
Todas as amostras selecionadas apresentaram um aspecto limpido e

translicido de coloragdo amarelada, embora a F3 tenha exibido uma coloracdo mais
clara (Figura 5). Em 72 horas apdés a preparacdo das amostras, a F2, que
inicialmente apresentava-se mais semissélida que as outras tornou-se liquida e a
F3, inicialmente liquida, adquiriu 0 aspecto de um gel bastante consistente. A
formulacdo F1 manteve-se liquida durante todo o periodo do estudo.

Figura 5 — Aspecto visual das formulagdes selecionadas.

E- 2
i -

(FONTE: Dados da pesquisa.)

5.4.2 Caracterizacdo das formulacdes
A Tabela 3 indica os valores obtidos na caracterizacdo das amostras

selecionadas.
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Tabela 3 — Caracterizacao fisico-quimica das formulag6es selecionadas

AMOSTRAS
PARAMETROS F1 F2 F3
pH = DP 5,32 +0,01 6,25 6,61 +0,01
Condutividade
(uS.cm®) +DP | 6,05+0,07 | 2,18+0,001 | 6,18 0,03
indice de
Refracéo 1,4605 1,4645 1,4585

DP = Desvio Padrao.

Uma vez que o pH do meio pode influir sobre o grau de ionizacdo e a
solubilidade lipidica do farmaco, a variacado de pH ao longo do trato gastrintestinal,
gue varia de pH 1 no estbmago até aproximadamente pH 7 ou 8 no intestino, € um
fator importante tanto para o grau de absorcéo do farmaco como para o local em que
ocorre. No intestino delgado (pH proximo de 6,5), que possui uma ampla superficie
de absorcdo, tanto acidos fracos quanto bases fracas sdo bem absorvidos
(AULTON, 2005).

De forma geral, para aplicacdo topica, o pH ideal de uma formulacdo é
padronizado de acordo com o pH de estabilidade dos componentes ativos utilizados
e o de tolerancia bioldgica para produtos cutaneos, compreendendo valores de 5,5 a
8,0 (SILVA et al., 2009a). Portanto, as formulagdes possuem pH compativel tanto
para administracdo oral quanto para administracdo topica. Estes valores de pH
verificados também encontram-se dentro da faixa de maior estabilidade fisica e
guimica para formulacdes (pH 5,5 a 8,0) (FRONZA; CAMPOS; TEIXEIRA, 2004).

Propriedades macroscopicas de microemulsdes como condutividade elétrica
estdo correlacionadas com os tipos de microestruturas presentes no fluido. A
condutividade elétrica € uma ferramenta sensivel e frequentemente utilizada na
investigacdo de mudancas estruturais em macro e microemulsées (ROSSI et al.,
2007). Medidas de condutividade apresentam-se como um importante meio na
determinacdo de dominios continuos aquosos ou oleosos em um sistema
microemulsionado (LAWRENCE & REES, 2000).

Segundo Zhang & Michniak-Kohn (2011) quando as microemulsdes
apresentam suas microestruturas agua em o6leo (A/O) a condutividade é baixa,

devido as goticulas de agua estarem isoladas pelo filme de tensoativos. A medida
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gue se eleva a concentragcdo de agua no sistema, as goticulas de agua isoladas pelo
filme de tensoativos comecam a agregar-se aumentando a condutividade e
formando canais interconectados, dando origem as  microemulsdes
bicontinuas. Portanto, esperava-se uma condutividade alta desses sistemas,
principalmente naqueles cujo teor de agua é alto (F3 = 47,1%).

No entanto, a condutividade elétrica se mostra como um parametro muito
sensivel quanto a determinacdo das transicdes de fase em microemulsfes. Essas
mudangas no comportamento estrutural estdo intimamente relacionadas com
drasticas mudancas nos mecanismos de transporte elétrico no material. Quando se
tem um meio continuo 6leo (A/O), podem ser formados canais de agua interligando
as goticulas, fazendo com que o transporte de ions ou de espécies moleculares
possa existir e a condutividade do sistema seja maximizada. Na direcdo a transicao
de fase A/O em O/A (promovida por uma variagdo na temperatura ou fracdo dos
componentes), tem-se a progressiva eliminacdo desses caminhos condutores até
gue todos os canais sejam desfeitos e a condutividade passe a ser diminuida por
ordens de grandeza. Esse mecanismo € conhecido na literatura como o fenébmeno
da antipercolacéo (Figura 6) (ARAUJO, 20009).

Figura 6 — Visao pictérica do fendmeno da antipercolacao

d 0000
0000
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0000,

Legenda: a) goticulas de agua interconectadas por canais na fase continua de 6leo; b) canais de
agua rompidos entre goticulas adjacentes; c¢) goticulas de 4gua desconectadas. (FONTE: ARAUJO,
2009)

E possivel que a medicdo de condutividade tenha acontecido durante um
processo de antipercolacdo, ou seja, de transi¢cdo de fase continua.
O aumento na quantidade de fase aquosa nas formulacdes influencia o indice

de refracéo (IR), que diminui para valores mais préximos do IR da agua (1,333) se
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distanciando do IR do éleo de alecrim (1,465 a 1,473), embora a diferenca seja

pequena para estas amostras.

5.4.3 Avaliacéo da estabilidade
Uma das principais diferengas entre uma emulsdo e uma microemulsdo € a

elevada estabilidade da microemulsdo, com consequente resisténcia a
sedimentacdo. Normalmente, uma emulsdo quebra sob a acdo de uma forca fisica
(gravidade ou for¢a centrifuga), o que ndo ocorre com uma microemulsdo (ROSSI et
al., 2007).

O teste de centrifugacédo produz estresse na amostra simulando um aumento
na forca de gravidade, aumentando a mobilidade das goticulas no seu interior,
deixando visivel possiveis instabilidades.

ApOs a realizagcdo dos testes de centrifugacdo, estresse térmico e ciclo
gelo/degelo ndo foram observadas nenhuma alteracéo de cor, turbidez, precipitacao
ou separacao de fases (Tabela 4), demonstrando uma 6tima estabilidade preliminar
das formulacgdes frente a forca fisica ou a alteracdes extremas de temperatura, o que
fortalece a hipdtese de estabilidade termodinamica, caracteristica de ME. Durante
um periodo de seis meses em que as amostras estiveram sob observagcao também

nao foi registrado nenhum tipo de modificacdo aparente.

Tabela 4 — Avaliacdo da estabilidade preliminar das formulacdes selecionadas

METODO F1 F2 F3
CENTRIFUGACAO Estavel Estavel Estavel
ESTRESSE TERMICO Estavel Estavel Estavel

CICLO GELO/DEGELO Estavel Estavel Estavel
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6 CONCLUSAO

Em virtude dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

A técnica empregada para construcdo dos diagramas de fases
pseudoterndrios mostrou-se bastante simples, reprodutivel e de grande
utilidade, mostrando com clareza as véarias regifes do diagrama, incluindo as
regibes possiveis de formacao de ME, facilitando na escolha das propor¢des
dos componentes;

O DFPT utilizado no presente trabalho apresentou uma é&rea extensa de
formacdo de sistemas transparentes, ampliando as possibilidades de
formulagbes que possam ser utilizadas como sistemas de liberagdo de
farmacos;

As propriedades fisico-quimicas das formulagcdes obtiveram resultados
favoraveis a aplicacao tanto pela via topica quanto pela oral;

As formulacdes escolhidas apresentaram uma 6tima estabilidade preliminar;
Os estudos realizados sugerem uma ME contendo Oleo essencial de alecrim
como promissor agente antimicrobiano como alternativa terapéutica, a ser

comprovado em estudos posteriores.
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