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RESUMO

Os lipossomas tém se demonstrado uma excelente ferramenta no carreamento de
medicamentos e no uso em cosméticos, minimizando os efeitos colaterais, como por
exemplo reacdes alérgicas, tornando-os mais eficazes na entrega de principios ativos,
aumentando a biodisponibilidade e biosseguranca. Este estudo tem como objetivo de
desenvolver e investigar a composicao do lipossoma e as possiveis interacdes entre
0s seus constituintes: lipidio S75, colesterol e polivinilpirrolidona. Foram realizadas
formulacdes e analises laboratoriais, buscando caracterizar e maximizar a resisténcia
mecanica e avaliar a estabilidade, que se refere tanto a preservacéo da integridade
fisica e quimica dos lipossomas ao longo do tempo quanto a sua eficiéncia em
encapsular compostos ativos, como o Jambu. Foi utilizado o método de hidratacéo de
pelicula fina na formulacao dos lipossomas. Para a caracterizacao foram empregadas
técnicas de andlises instrumentais como a espectroscopia no infravermelho médio,
analise de calorimetria exploratéria diferencial, espalhamento dinamico de luz,
microscopia eletrénica de varredura com emisséo FEG, Além do uso da quimiometria
para otimizacdo dos dados. Os resultados mostram particulas esféricas na escala
nanométrica e uma boa integracdo entre o colesterol, polivinilpirrolidona e a matriz
lipidica, conferindo maior estabilidade e resisténcia a matriz lipossomatica. Portanto,
as formulacdes desenvolvidas neste trabalho demonstraram fiabilidade, ou seja, a
capacidade dos lipossomas de manterem seu desempenho e consisténcia ao longo
do tempo, mesmo sob diferentes condi¢cdes, no controle dos componentes, assim
como o encapsulamento da erva medicinal Jambu, o potencial de novos
desenvolvimentos em farmacos, proporcionando maior biodisponibilidade e controle
de liberacdo dos compostos encapsulados em futuras aplicacbes terapéuticas e
cosméticas.

Palavras-chave: Nanotecnologia, Nanoparticulas, Lipossomas, Encapsulamento de
erva medicinal, Biodisponibilidade, Estabilidade Lipossdmica.



ABSTRACT

Liposomes have been proven to be an excellent tool for drug delivery and cosmetic
use, minimizing side effects, for example allergic reactions, making them more precise
and effective in delivering active ingredients, and increasing their bioavailability and
biosafety. This study aims to develop and investigate the composition of the liposome
and the possible interactions between its constituents: lipid S75, cholesterol, and
polyvinylpyrrolidone. Formulations and laboratory analyses were conducted to
characterize and maximize the mechanical strength and stability of the liposomes, also
assessing the viability of encapsulating medicinal herbs. The thin-film hydration
method was used in the formulation of the liposomes. For characterization,
instrumental analysis techniques such as mid-infrared spectroscopy, differential
scanning calorimetry, dynamic light scattering, field emission scanning electron
microscopy (FEG-SEM), and chemometrics for data optimization were employed. The
results show spherical particles at the nanometric scale and good integration between
cholesterol, polyvinylpyrrolidone, and the lipid matrix, providing greater stability and
strength to the liposomal matrix. Therefore, the formulations developed in this study
demonstrated reliability in the control of components as well as the encapsulation of
the medicinal herb Jambu, enabling the potential for new developments in
pharmaceuticals and providing greater bioavailability and controlled release of the
encapsulated compounds for future therapeutic and cosmetic applications.

Keywords: Nanotechnology, Nanoparticles, Liposomes, Drug Encapsulation,
Bioavailability, Liposomal Stability.
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1 INTRODUCAO

Uma das limitagdes dos medicamentos no tratamento de doengas que afligem
a humanidade estd relacionada a célebre frase do fisico e médico sui¢co-aleméo
Paracelso, do século XVI: 'A diferenca entre o veneno e o remédio esta na dose'
(Santos; Castanho, 2002). A eficacia de um medicamento depende ndo apenas do
principio ativo, mas também da precisdo com que é administrado, pois a incapacidade
de alcancar o local exato onde a doenca esté presente pode torna-lo ineficaz.

O metabolismo do medicamento é complexo, pois 0 NOSSO COrpo Possui uma
série de barreiras que o retétm e o degradam. As barreiras, assim chamadas
metabdlicas e de transporte, sdo responsaveis pela retencdo e pela degradacao dos
principios ativos dos medicamentos. Considerando este fator, se faz necessario o
aumento de dosagens para atingir o efeito terapéutico almejado. Em contrapartida,
temos 0 aumento do risco de toxicidade, como também os efeitos adversos. (Armani,
et al., 2024). Além disso, os efeitos colaterais, devido a alta concentragéo, atingem
tecidos saudaveis, agravando o quadro de saude do paciente (Awais, 2024). Os
lipossomas, com aproximadamente 100 nanémetros, sdo compostos por uma dupla
camada lipidica muito semelhantes a células eucaridticas. Estes sistemas sé&o
amplamente utilizados na liberacdo de farmacos. Com a capacidade de encapsular
farmacos hidrofilicos e hidrofébicos, melhorando a biodisponibilidade e reduzindo a
toxicidade, além de proteger o principio ativo até o seu destino, minimizando assim os
efeitos adversos. Isto promove uma versatilidade no tratamento das doencas (Rani;
Venkatesan; Prabhu, 2022; Guimaraes; Cavaco-Paulo; Nogueira, 2021).

Os lipossomas possuem uma ampla aplicacdo na area farmacéutica como o
tratamento e o diagndstico do cancer (Akkewar et al, 2023), a administracdo ocular de
medicamentos e em distUrbios neuroldgicos (Akkewar et al., 2023), e no tratamento
do Alzheimer, em que sédo capazes de atravessar a barreira hematoencefélica na
entrega de farmacos as ceélulas cerebrais (Hernandez; Shukla, 2021). Em estudos
recentes, a aplicacdo de nanoparticulas lipidicas, como os lipossomas, foi explorada
com base em pesquisas sobre a formacao e as propriedades das vesiculas lipidicas
de mRNA utilizadas em vacinas contra a COVID-19 (Walde; Ichikawa, 2021). Também
possuem aplicacdes na area cosmecéutica, como em protetores solares, vitaminas e

Oleos essenciais, devido as suas propriedades naturais, biodegradaveis e de baixa
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toxicidade. Além de aumentar a solubilidade e a permeabilidade, podendo ser
administrados por via dérmica, subcutanea, intravenosa, oral, nasal, transmucosa,
(Tejashree et al., 2022; Akkewar et al., 2023).

As estruturas dos lipossomas podem ser compostas por vesiculas
fosfolipidicas, podendo ser formadas por um ou mais lipidios. Outras moléculas
podem ser incorporadas, como neste estudo, foi utilizado o colesterol e
polivinilpirrolidona (PVP) para melhorar a resisténcia mecéanica, que sera discutido. Os
lipidios sdo responsaveis pela formagcdo da bicamada lipidica (Song et al., 2022).
Enquanto o colesterol possui um papel muito importante para a membrana dos
lipossomas, pois permite um aumento da resisténcia mecanica (Ehsaneh; Moradi,
2023), mas o percentual ideal ainda € objeto de pesquisa (Nakhaei et al., 2021). O
PVP atua como um agente estabilizador do carreador em seu estado amorfo,
minimizando sua mobilidade molecular. Isso ocorre porque o PVP forma interacdes
intermoleculares (como ligacdes de hidrogénio) com os compostos ativos, ajudando a
manter a estrutura amorfa. Aumentando assim a estabilidade fisica e melhorando a
solubilidade do lipossoma (Bejaoui et al., 2023). Porém, mais pesquisas sdo
necessarias para que se possa comprovar essas caracteristicas e beneficios
apontados na atuacao do PVP nos lipossomas (Mutlu-Agardan; Tort, 2023).

Devido a essas lacunas apresentadas na construcdo dos lipossomas, sao
necessarios mais estudos para se comprovar os benéficos da adicado do colesterol e
PVP, quanto a resisténcia mecénica e a estabilidade fisica em relacdo aos
lipossomas. Neste trabalho, dentre as opcdes de melhoramento do lipossoma, pode-
se destacar um estudo por meio de formulacdes com a variacdo de adicdo controlada
de colesterol e PVP em uma matriz lipidica e a caracterizacao por meio de técnicas
analiticas de espectroscopia de Infravermelho associado a quimiometria, microscopia
eletrbnica de varredura, e pela andlise térmica, visando maximizar a resisténcia
mecanica e a avaliagdo da estabilidade fisica dos lipossomas. Como também a
aplicacao dos lipossomas com parametros otimizados no encapsulamento da erva
medicinal Jambu, sendo caracterizada por diferentes técnicas instrumentais como
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) associado a
guimiometria, Dispersdao Dinamica de Luz (DLS), Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissdo de Campo
(MEV-FEG), garantindo assim a caracterizagao eficaz na matriz lipossomica.
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Dentre os diferenciais desta dissertacao, destaca-se a incorporacao da erva
medicinal da flora brasileira, 0 Jambu, aos lipossomas. O encapsulamento pode trazer
beneficios cientificos e tecnoldgicos para futuros usos medicinais, contribuindo como
a sociedade brasileira no desenvolvimento da exploracdo sustentavel da flora

brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Formular lipossomas utilizando Lipidio S75, colesterol e PVP para otimizar a
entrega da erva medicinal Jambu, avaliando a influéncia desses componentes na

estabilidade e resisténcia dos lipossomas.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

a) Analise e caracterizacdo do Lipossoma por Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier.

b) Andlise e caracterizacdo do Lipossoma por Analise de Calorimetria
Exploratéria Diferencial.

c) Analise e caracteriza¢do do Lipossoma por Espalhamento Dinamico de Luz.

d) Analise e caracterizacdo do Lipossoma por Microscépio Eletrbnico de
Varredura.

e) Avaliacdo da viabilidade do uso da Quimiometria para uso de Modelos

Multivariados na construcdo de lipossomas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 UM HISTORICO DAS NANOPARTICULAS

Nas margens do Nilo floresceu a civilizacdo Egipcia com feitos admiraveis na
matematica, engenharia civil, etc. Dentre os artefatos arqueolégicos encontrados por
essa civilizacdo pode-se destacar a mascara mortuaria de Tutancadmon, encontrada
no Vale dos Reis pelo arquedlogo inglés Harold, em 1922 (Figura 1). Os esmaltes e
0S pigmentos, que sdo substancias que conferem cor a materiais usados pelos
egipcios possuem cor azul, chamada "azul egipicio ou fritta azul". Este pigmento é
composto de uma base de silica, calcio e cobre, produzidos por um processo
complexo, que resulta em um composto cristalino com particulas na faixa nanométrica
(Shahbazi et al., 2019).

Figura 1 - Mascara mortuaria de Tutancamon

Fonte: Pinterest (2024).

Os processos de sintese de nanoparticulas também remontam a épocas
muito antigas como a dos romanos, onde alguns dos processos de refino de materiais
levavam a producdo de nanomateriais, mas sem o conhecimento cientifico das
propriedades fisicas e quimicas dos nanomateriais. Por exemplo, o Calice de Lycurgo
(como apresentado na Figura 2) datado do século IV d.C., o qual era composto de um

raro vidro dicroico, que quando iluminado apresentava cor verde, mas ao ser
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atravessado pela luz apresentava cor vermelho-purpura. A mudanca de coloracéo é
explicada pela presenca de nanoparticulas de ouro e prata, conferindo fenémenos
oticos, que denota um sofisticado conhecimento do processamento do vidro (History,
2021).

Figura 2 - Taca de Lycurgo

Fonte: yandex.com

Em 1857, um importante trabalho foi publicado por Michael Faraday,
elucidando as propriedades da dispersao do ouro coloidal, composto por particulas de
dimensbes nanométricas. Neste contexto, a Figura 3 apresenta solu¢cdes coloidais de
ouro, com diferentes comprimentos de onda, pode-se notar uma diferenca de
coloracdo. Este fenbmeno é conhecido como ressonancia plasmoénica de superficie,
devido a interacao da radiacao incidente com as nanoparticulas em solugéo coloidal,
gerando uma oscilacdo na interface metal-dielétrico e causando altera¢des no indice

de refracdo (Kamble et al., 2022; Thawany; Tiwari; Deep, 2023).
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Figura 3 - Dispersfes com diferentes tamanhos de nanoparticulas de ouro

10 nm 40 nm 80 nm

Fonte: lateralflows.com

Apés as descobertas de Faraday € possivel citar outros eventos que
contribuiram para o avan¢o na area da nanotecnologia, como a descoberta do elétron
promovida por Joseph John Thomson em 1904 e o modelo atémico de Ernest
Rutherford em 1911. No ano de 1955, em uma palestra intitulada "There's Plenty of
Room at the Bottom," o fisico norte-americano Richard Feynman langcou uma ideia
gue ficou conhecida como o marco conceitual da nanotecnologia. O fisico apresentou
a possibilidade da manipulacdo de atomos de maneira individual, a fim de criar
dispositivos muito pequenos. Hoje pode-se ver essas ideias ja aplicadas através das
chamadas armadilhas de atomos com varias aplica¢cdes no campo da biotecnologia e
medicina (Kim et al., 2022). Posteriormente, a invencédo do Microscépio de Varredura
por Tunel (STM) em 1981, que rendeu a dupla de pesquisadores o Prémio Nobel de
1986. Esse avanco mostrou-se significativo no campo da pesquisa de nanomateriais.
No entanto, a descoberta de Fulerenos, também conhecidos como buckyballs, por
Harold Kroto, Richard Smalley e Robert Curl em 1985 abriu uma nova perspectiva no
campo dos nanomateriais. O fato do carbono se combinar e assumir forma, esférica,
demonstra a possibilidade de criagdo de novas estruturas. O fisico japonés Sumio
Lijima descobriu as estruturas dos nanotubos de carbono. As estruturas mostraram
gue os cilindros de carbono possuem propriedades mecéanicas, térmicas e elétricas
anicas, contribuindo significativamente para o campo da nanotecnologia (Figura 4). A
partir dos anos 2000, houve uma intensificacdo de trabalhos de nanotecnologia
aplicados na area da medicina com a entrega de medicamentos direcionados,

diagnosticos e terapia fotodindmica (Kim at al., 2022).
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Figura 4 — Estruturas do Fulereno (a direita) e Nanotubos (a esquerda)
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Fonte: yandex.com

As nanoparticulas sdo compostas de diferentes tipos de materiais, como 0s
poliméricos, metalicos, ceramicos, magnéticos, semicondutores etc., (Figura 5). Estes
materiais possuem diversas aplicacdes, devido as suas propriedades quimicas e
fisicas, distintas conferindo sua aplicabilidade em diferentes areas. Tais particulas
apresentam dimensdes na faixa nanométrica, geralmente variando entre 1 e 100 nm,
conferindo caracteristicas singulares como o aumento da reatividade, propriedades
Opticas especificas e uma capacidade de furtividade, ou seja, a capacidade de néo
serem reconhecidos pelo sistema imunoldgico, facilitando a entrada em sistemas
biolégicos. Dentre tais particulas, mostradas na Figura 5 - Tipos de nanoparticulas,

destaca-se os lipossomas.
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Figura 5 - Tipos de nanoparticulas
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3.2LIPOSSOMAS

Os lipossomas se caracterizam pelo formato esférico em suspenséo coloidal,
que sdo formuladas a partir da dispersdo de fosfolipideos em fase aquosa. As
nanoparticulas lipossémicas tém a aplicacdo na melhoria da biodisponibilidade e
controle da liberacdo de compostos. (Song et al., 2022). Na década del960, o
hematologista inglés Alec Bangham iniciou os trabalhos com os lipossomas, que sao
basicamente vesiculas compostas de colesterol e fosfolipidios naturais néo
venenosos, formados por uma ou mais bicamadas fosfolipidicas. Atualmente, em
funcao da aplicabilidade dessas estruturas, uma nova geracao de sistemas avancados
para entrega de medicamentos vem sendo desenvolvida para a industria cosmética e
farmacéutica, entre outras (Fulton; Najahi-Missaoui, 2023).

Desta forma, os lipossomas permitram a estabilizagdo de produtos
farmacéuticos, assim como difuséo pelas barreiras dérmicas, viabilizando uma melhor
biodistribuicdo dos ativos em locais-alvo, possibilitando a reducdo da toxicidade
sistémica. Em 1995, a primeira formulacéo de lipossomas liberada como medicamento
foi o antifingico Ambisoma®, que permitiu a redugdo significativa da toxicidade.

Assim, o desenvolvimento dos lipossomas impactou diretamente varias areas da
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biomedicina, como a analgesia antitumoral, antifingica, antibacteriana e clinica, (He,
et al., 2022)

Os lipossomas atuam como uma barreira que envolve o medicamento,
promovendo estabilidade quimica na presenca de enzimas do trato digestivo, da flora
intestinal e radicais livres, ocorrendo a liberacdo do ativo apenas em local pré-
determinado para a acdo em um 6rgao ou glandula (Johny et al., 2021). Desta forma,
tal encapsulamento do medicamento se processa pela interagdo com a parte
hidrofilica e hidrofébica do lipossoma. Essa mesma caracteristica promove uma
versatilidade ao composto de maneira que as moléculas hidrofébicas sejam inseridas
na membrana da bicamada e as moléculas hidrofilicas sejam mantidas no interior do
centro aquoso (Nsairat et al., 2023).

Neste contexto, pode-se caracterizar as formulagdes lipossbmicas em funcao
da composicao lipidica, do tamanho do lipossoma, carga, modificacado da superficie e
da quantidade de lamelas, de maneira que tais caracteristicas gerenciam a
estabilidade quimica e fisica do sistema. Estabilidade quimica protege o medicamento
contra a degradacdo enzimatica e oxidativa, enquanto a estabilidade fisica garante
gue os lipossomas mantenham sua integridade estrutural, evitando a fusdo ou
agregacao das particulas, assegurando assim uma liberacdo controlada e eficaz dos

compostos encapsulados.

3.3 ESTRUTURAS DOS LIPOSSOMAS

As vesiculas de lipossomas podem possuir uma ou mais camadas bi lipidicas,
sendo classificadas pelo numero de camadas, como apresentado na Figura 6. Os
Lipossomas Unilamelares (LUL) possuem uma Unica bicamada lipidica ao redor do
ndcleo aquoso. As LUL podem ser subdivididas em Lipossomas Unilamelar Pequena
(LUP), pois séo lipossomas com diametros menores que 100 nm. Devido ao tamanho
reduzido, apresentam uma maior area superficial em relagdo ao volume, podendo
influenciar na liberacdo de farmacos encapsulados. Ja os Lipossomas Unilamelar
Grande (LUG), possuem diametros superiores a 100 nm, sao utilizados quando se
busca encapsular grandes quantidades de substancias. Os Lipossomas
Multilamelares (LML) s&o formadas por varias bicamadas concéntricas, parecido
como uma cebola, que envolvem multiplos compartimentos aquosos, podem

encapsular uma maior quantidade de substancias, tanto no nicleo aquoso quanto nas
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camadas lipidicas. Enquanto os Lipossomas multivesiculares (LMV), contém varias
vesiculas pequenas dentro de uma unica estrutura. Cada vesicula individual nesta

estrutura multivesicular possui a prépria bicamada lipidica (He, et al., 2022).

Figura 6 - Estrutura dos lipossomas
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Fonte: Adaptado de He et al., (2022).

Os lipossomas podem ser divididos em quatro tipos principais: os da primeira
geracdo sdo nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs), que se originam de emulsfes
Oleo-em-agua, formados por um lipidio sélido a temperatura ambiente que leva a
formacdo de um ndcleo solido, podendo ser compostos de fosfolipidios catidnicos,
aniébnicos ou neutros, formando uma matriz solida, responséavel pela liberagédo
controlada de substancias ativas, assim como pela protecéo fisica e da degradacéo e

quimica. Embora sejam considerados promissores na entrega de medicamentos em
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virtude da biocompatibilidade e biodegradabilidade, apresentam problemas como a
expulséo e estabilidade do medicamento (Basso et al., 2022).

Os lipossomas cationicos sdo conhecidos como potencializadores para
vacinas de subunidades, que seriam como exemplo: ao invés de usar um virus
inativado inteiro, usamos parte dele, minimizando assim o risco. Os lipossomas com
carga positiva sdo amplamente usados na biotecnologia e especialmente na entrega
de genes e farmacos, em funcdo de reagirem com material genético carregado
negativamente. Esses lipossomas podem ser compostos por um fosfolipidio neutro,
como o DPPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina), e um composto catibnico como DDA
(Dioctadecilamdnio), que é um lipidio catibnico sintético frequentemente usado em
lipossomas para aumentar a interacdo com acidos nucleicos e promover a entrega de
genes. DPTAP (Dipalmitoiltrimetilaménio-propano), um lipidio catiénico que ajuda a
formar lipossomas com propriedades de encapsulamento de DNA ou RNA,
proporcionando maior estabilidade em sistemas biolégicos (Quer et al., 2012).

A segunda geracdo sao os “Lipossomas Estericamente Estabilizados”, s&o
sistemas mais avancados na administragdo de medicamentos, sdao os chamados
sistemas lipossomais pegilados, que fazem uso de polimeros como o polietileno glicol
(PEG) e surfactantes ndo idnicos, que promovem a estabiliza¢do da bicamada lipidica
do lipossoma por meio de uma cobertura. Essa modificacdo promove vantagens sobre
os lipossomas convencionais, como uma maior estabilidade e um tempo de circulacao
prolongado, promovendo uma melhoria na retencédo do medicamento e uma reducgao
dos efeitos colaterais (Arndt et al., 1997). Ao se incorporar o polietileno glicol ao
lipossoma, cria-se uma barreira estérica que reduz as interacbes do meio,
promovendo uma reducdo da captacao pelo sistema de fagécitos mononucleares e
tempos de circulagdo sanguinea maiores (Arndt et al., 1997). Com essa acao
prolongada, h4 um acimulo maior nos tecidos alvo, como os tumores, possibilitando
um efeito de permeabilidade e de retencao aprimorados (Bestman-Smith at al., 2000).
Como concluséo, os sistemas lipossomaticos estéricos possuem vantagens em
relacdo aos convencionais ou de primeira geragao, pois possuem sua capacidade
aumentada de escapar do sistema imunolégico, acumulando-se no tecido-alvo
promovendo assim uma melhora na eficacia dos medicamentos, tornando-se
candidatos promissores para aplicacbes como o tratamento do cancer, doencas

infecciosas e a administracao direcionada de medicamentos (Moreira et al., 2001).
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Os lipossomas direcionados sdo promissores na entrega dos medicamentos
de forma direcionada e seletiva a células tumorais, pois possuem a combina¢cédo dos
lipossomas tradicionais aliados a ligantes especificos em sua superficie de forma a
direcionar as particulas a receptores superexpressos em ceélulas carcinogénicas
(Rahman et al., 2020). Podemos citar como exemplos de ligantes como folato,
transferrina e peptideos, capazes de aumentar a associacao e internalizacéo celular
em relagdo a lipossomas né&o direcionados (Knudsen, et al.,, 2012). Como
demonstrado em estudos, os lipossomas direcionados melhoram a eficacia
terapéutica de agentes antineoplaticos. Como exemplos, podemos citar os lipossomas
conjugados com anti-CD19 que aumentaram a ligacao e citotoxicidade in vitro, bem
como a sobrevida in vivo em modelos de linfoma (Iden; Allen, 2001). De fato, a
eliminacdo r4pida mediada por anticorpos de carreadores como o hapteno nao
provocam uma resposta imune por conta propria, mas podem se tornar imunogénicas
guando ligadas a uma proteina transportadora, podendo ser um desafio. Entretanto,
o uso do polietilenoglicol (PEG) na superficie destes lipossomas pode ser uma opgao
viavel (Li; Mayer; Bally, 2002).

Em resumo, os “Ligantes Direcionados” tém a capacidade de expressar
seletivamente, ligantes especificos como anticorpos, peptideos/proteinas, que
permitem uma terapia com maior especificidade, o que pode representar uma
abordagem de futuro para o transporte intracelular de medicamentos a células
tumorais que expressam receptores especificos, embora sejam necessarias mais
pesquisas para otimizar sua formulacdo e superar os novos desafios (Johny et al.,
2021). O quarto tipo de lipossoma seria a combinacéo desses trés tipos de forma a
otimizar as potencialidades dos trés anteriores, podendo chegar a um resultado muito
expressivo, em funcao das potencialidades combinadas.

3.4 TECNICAS DE SINTESE E UNIFORMIZACAO DOS LIPOSSOMAS

A sintese de lipossomas emprega varios metodos, dentre os quais pode-se
destacar o de Bangham ou método de hidratacdo de pelicula fina. Trata-se do primeiro
método amplamente utilizado para a preparacdo de lipossomas, sendo muito eficaz
para carreamento de substancias lipofilicas (Xiang; Cao, 2021). O método de remocao
de detergente € mais utilizado para carreamento de proteinas cujas membranas Sao

solaveis. O método de injecdo de solvente é utilizado em virtude da sua seguranca
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pelo uso do etanol. J& 0 método evaporacao de fase reversa é muito utilizado para
incorporacdo de um ativo hidrofilico no espaco interno lipossomal (Zhong; Zhang,
2023). Pelo método da eletroformacao, os lipidios sdo dissolvidos em um solvente
organico e depois sdo depositados sobre duas laminas de vidro revestidas de 6xido
transparente condutor. Entdo, apds a evaporacao do solvente, um filme do lipidio é
formado sobre as superficies. As laminas sdo colocadas em uma camara, que é
preenchida com uma solucdo tampéo e uma diferenca de potencial € aplicada. A
hidratacdo do filme ocorre sobre a influéncia do campo elétrico (10 Hz, 1 V), que
promove a separacdo dos lipideos na superficie, produzindo vesiculas de menor
heterogeneidade composicional, aumentando a propor¢ao de vesiculas unilamelares
(Boban et al., 2023).

Por dltimo, o método de dupla emulsdo, mais conhecido como plataforma
DepoFoamTM. Este método possui quatro etapas, sendo elas: a producdo de uma
emulsdo agua em oleo; formagao de uma emulsao “agua em 6leo em agua”, extragao
com solvente por meio de bomba de vacuo ou reagente gasoso, microfiltracao
(Burdaev et al., 2023).

A distribuicdo de tamanho dos lipossomas € um indicador de importancia para
a seguranca e a eficacia na aplicacédo final. Nesse contexto, o0 método com ultrassom
é frequentemente utilizado pela boa eficiéncia, permitindo a moagem rapida de um
namero elevado de particulas em pouco volume. Entretanto, a relacdo de
tempo/poténcia deve ser respeitada, pois as utilizacdes excessivas podem degradar
a estrutura e liberar o medicamento encapsulado (Yun; Hwangbo; Jeong, 2023).

O método de congelamento e descongelamento, consiste em ciclos de
resfriamento a valores de temperatura muito baixos, seguido do aquecimento. Esse
processo promove a reducdo do tamanho dos lipossomas, mas também promove um
aumento na distribuicdo do tamanho das particulas e aumento no indice de
polidispersividade (Koide et al., 2022).

O método de extrusao consiste na reducdo do tamanho pela passagem dos
lipossomas atraveés de uma membrana de policarbonato com o didmetro de poro de
50 nm até 5 um ou filtros ceramicos assimétricos. Os parametros criticos consistem
no tamanho do poro da membrana, nimero de ciclos de passagem, pressao, vazao
etc. O mecanismo de reducdo de tamanho consiste na quebra dos lipossomas
maiores nos poros da entrada da membrana, e a reorganizacdo em tamanhos

menores apds a passagem pela membrana. Apesar deste método se mostrar mais
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eficaz em ralacédo aos outros ja citados, deve-se atentar para o fato de que o processo
de extrusdo pode alterar a estrutura dos lipossomas, reduzindo assim a eficiéncia de
incorporagao dos ativos aos lipossomas (Pham et al., 2022; Burdaev, et al., 2023;
Yanagihara et al, 2023). Este método é muito utilizado na formulacdo de lipossomas
como carreador de medicamentos pela industria farmacéutica, pois € simples e possui

boa reprodutibilidade, ndo requerendo condicdes especiais.

3.5 APLICACOES DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas sao amplamente utilizados como carreadores inovadores de
medicamentos e eficazes no tratamento de uma grande variedade de patologias.
Desde a descoberta hd 50 anos, a pesquisa experimental in vitro e in vivo de
transportadores a base de lipidios tem crescido consideravelmente. As aplicacdes tém
sido muito diversificadas em varios tratamentos terapéuticos e agentes de diagndstico,

transporte de ativos moleculares de remédios, terapia genética, agentes bioativos e,

em particular, em vacinas lipossomais, (vide
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Figura 7 - Estrutura dos lipossomas
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Os medicamentos lipossomais possuem uma estrutura a qual prometem um
tempo de fluxo prolongado do medicamento com a prevencdo do sistema
reticuloendotelial devido ao uso de nanolipossomas pegilados, carga estavel com uma
alta concentracdo do medicamento encapsulado e uma membrana fosfolipidica
otimizada para obter um equilibrio aprimorado. O FDA (Agéncia americana de
regulacéo, do inglés Food and Drug Administration) tem como o principal nanofarmaco
a doxorrubicina, adicionado a um lipossoma pegilado, que sdo vesiculas lipidicas
modificadas com polietilenoglicol (PEG), para aumentar sua estabilidade e prolongar
seu tempo de circulagcdo no organismo, reduzindo sua eliminagdo pelo sistema
imunologico e utilizados a varios diferentes tipos de medicamentos (Johny et al.,
2021).

O PLD (Doxorrubicina Lipossomal Peguilada) € um medicamento utilizado no
tratamento de varias formas de leucemia e cancer de mama, ovario, 0sso, pulmao,
cérebro, sarcomas, linfomas, AIDS, Sarcomas de Kaposi, Mieloma mdltiplo entre
outros. Também foi identificada uma oportunidade para o tratamento para pacientes
com o disturbio cardiaco e que necessitem fazer tratamento contra o cancer, pois 0s
lipossomas peguilados promovem essa protecdo, fazendo com que a droga seja
protegida por uma vesicula lipidica, o que diminui a exposi¢édo direta do coracdo a
doxorrubicina, é uma droga cardiotéxica (Johny et al., 2021).

Uma das vantagens do uso de lipossomas € que o tecido normal possui
juncdes intracelulares estreitas (2 a 6 nm) entre as células endoteliais, enquanto os
tecidos anormais, como de um tumor ou um local inflamado, tém células altamente
porosas e capilares entre 100 nm e 2 um, a depender do tamanho e tipo de tecido
tumoral. Os lipossomas podem atravessar a neovasculatura descontinua e acumular-

se passivamente, ficando retido nos tecidos anormais, o que € chamado de efeito
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permeabilidade e retencdo aumentadas, como mostrado na Figura 8, (Liu; Chen;
Zhang, 2022).

Figura 8 - Efeito permeabilidade dos lipossomas.
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3.6 JAMBU (ACMELLA OLERACEA)

Como apresentado anteriormente, o0s lipossomas permitem o0
encapsulamento de substdncias e a entrega seletiva. Neste contexto, o
encapsulamento de ervas medicinais € promissor, devido a essa combinacdo da
furtividade e da biodisponibilidade dos lipossomas aliados aos efeitos sinérgicos dos
varios compostos fitoterapicos, combinados no extrato vegetal das plantas medicinais.

Dentre as ervas medicinais, a Acmella oleracea (Figura 9) popularmente
conhecida como Jambu € uma planta nativa da Amaz6nia, sendo originaria do Peru,
Brasil e Africa Tropical Ocidental. O Jambu também é conhecido por outros nomes
como agrido do Para, abecedaria, agrido-bravo, agrido-do-brasil, agrido-do-norte,
agrido selvagem, botdo-de-ouro, erva-maluca e jabuacu e nhambu, sendo utilizado
como aromatizante alimentar, planta ornamental e como planta medicinal, possuindo
as seguintes propriedades: analgésico, antigripal, anti-inflamatério, cicatrizante e
digestivo, antimutagénica, antioxidante, vasorrelaxante, diurética, bactericida e

antifangica (Spinozzi et al., 2022).
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Fonte: Spinozzi et al., (2022).

O extrato da planta é rico em compostos fendlicos e flavonoides, contribuindo
para suas propriedades antioxidantes. Os Flavonoides possuem varias atividades
farmacoldgicas e biologicas e atuam como antioxidante. As folhas do jambu
demostraram possuir um efeito antioxidante dos flavonoides. A atividade antioxidante
foi avaliada usando os métodos de sequestro de radical DPPH e radical superéxido.
Na quantificacdo de flavonoides e polifendis o extrato apresentou concentracfes de
flavonoides de 72,14QE mg/g e de polifendis de 84,52 GA mg/g, sendo que o extrato
apresentou uma forte atividade antioxidante, com baixos valores de ICso
(concentracdo inibitéria) para os radicais DPPH (134,11 mg.L!) e para o superéxido
(104,51 mg.L?), apresentando assim uma forte atividade antioxidante observada no
extrato etanolico do Jambu, devido a presenca de flavonoides e fenodis (Nabi;
Shrivastava, 2016).

O encapsulamento do jambu por meio de lipossomas podera ser muito
promissor para aplicacdes na area de cosméticos e farmacéutica. O extrato de Jambu
€ um eficaz anestésico para os peixes, sendo avaliado a eficacia do extrato ceroso de
flores de Jambu como anestésico para 0s peixes tambaqui juvenis como modelo,
sendo usado as seguintes concentragées (5, 10, 15, 20 e 25 mg.L!), usados na
determinacdo do tempo de inducdo e recuperacdo anestésica. Observou-se uma
eficiéncia anestésica com uma concentracdo de 20 mg.L?, com inducdo rapida

(<3 min) com a recuperagdo sem intercorréncias (<5 min). A concentragdo 2 mg.L*
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foi suficiente para promover uma sedacdo sem alcancar uma anestesia profunda. O
jambu foi considerado um anestésico eficiente para tambaquis com efeitos minimos e
transitérios nas respostas ao estresse (Barbas et al., 2016). Outra aplicacao, pode-se
citar o creme topico a base do extrato de Jambu, mostrou-se estavel em termos de
aparéncia fisica, viscosidade e pH durante o periodo de dois meses, possuindo
possiveis aplicacbes com potencial para tratamento no combate ao cancer de mama
em fungdo de suas propriedades anti-carcinogénicas demonstradas em um estudo
realizado sobre o extrato do Jambu ao qual foi obtido por maceracao com etanol 95%
e apresentou teores fendlicos de (62,8 mg/g) e flavonoides (375,6 mg/g), exibindo
também atividade antioxidante com concentracédo inibitéria (IC) de 1,2 g.Lt. O
Escopoletina, composto fendlico, acido vanilico e acido transferdlico foram
encontrados na parte aérea do jambu, sendo que tais compostos possuem um efeito
citotoxico em células carcinogénicas. Outra pesquisa, com teste em células de
adenocarcinoma mamario (MCF-7), o extrato do Jambu demonstrou uma
citotoxicidade com ICso de 37,1 mgL™ e inibiu a formacdo de col6nias com ICso de
44,9 ymolL* (Boontha et al., 2020).

Todavia, ndo se encontraram pesquisas que combinem o Jambu e os
Lipossomas diretamente, essa combinacdo apresenta um potencial promissor com
aplicacdes na area farmacéutica e cosmética. Todavia, serdo necessarios mais

estudos para investigar os efeitos sinérgicos dessa combinacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS COM A ADICAO DE COLESTEROL E PVP

Na sintese dos lipossomas foram utilizados os reagentes quimicos: Lipoid s75
(LIPID ingredients); Colesterol (Sigma-Aldrich); PVP 40 (molecular médio de 40.000
Daltons); Cloroférmio PA (Vetec); e Jambu, extrato em solucdo etandlica 0,3 mg/mL
(Silva, 2015).

Em um baldo redondo de 250 mL, 20 mg do Lipoid s75 e 1 mg de Colesterol
e 10ul da solucéo etandlica do extrato de Jambu, foram adicionados em 20 mL de
Cloroférmio. Entéo a solucéo foi homogeneizada por meio de um Evaporador Rotativo
(Heidolph modelo Loborata 4001 efficient), por 2h a 37,5 °C e 200 rpm. Neste
processo, o solvente foi evaporado e um filme foi formado na superficie do baldo.

Na otimizac&o dos lipossomas foram feitos varios experimentos: 1) lipossoma
formados por apenas Lipoid s7; 2) lipossomas com adicéo de colesterol ao Lipoid s7
nas proporcdes de LIPA-C5(19:1); LIPA-C5,4(17:1); LIPA-C10(9:1); LIPA-C20(4:1),
(3) lipossomas com adicdo de PVP ao Lipoid s7 LIPA-P1(99:1); LIPA-P3(32:1), 4)
lipossomas adig&o de colesterol e PVP ao Lipoid s7 LIPA-C-P1.4(1:21:49); LIPA-C-
P4.8(1:9,9:10); LIPA87,7-C1,1-P11,2(79,7: 1: 10) e, posteriormente Jambu LIPA70,3-
C3,7-P1-J 25( 70,3: 3,7: 1; 25); LIPA89-C5-P1-J5( 89: 5: 1; 5).

A formacéo dos lipossomas se da com a adi¢do de 20 mL de agua ultrapura
tipo | (ASTM D1193-06 2018), ao qual foi previamente dissolvido 0,2 mg de PVP 40 e
homogeneizado por 2 h a 24 °C e 200 rpm em Evaporador rotativo. Em seguida, foi
observado tempo de repouso de uma hora a temperatura ambiente. Para diminuir o
tamanho dos lipossomas, 10mL da solugdo de lipossomas foi sonicado (SOLID
STEEL modelo SSBu-6L) por 15 min a 22 °C (Briuglia et al., 2015), como mostrado na
Figura 10. Ent&o a solugao coloidal foi filtrada por processo de extrusédo (item 4.2). Os
experimentos foram realizados com e sem a adicdo de COL, PVP e uma solucéo
etandlica do extrato de Jambu no lipossoma A solucao coloidal foi armazenada em

geladeira até a utilizagéo.
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Figura 10 - Processo de Sintese de Lipossoma
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 PROCESSO DE EXTRUSAO DOS LIPOSSOMAS

O processo de extrusdo tem como objetivo padronizar o tamanho os
lipossomas em um tamanho médio de 100 nm e esse processo foi feito com um
conjunto de extrusora para filtragdo composto por: 1) 2 seringas Hamilton , 2)
base(suporte) para filtragem e aquecimento (caso seja necessario), 3) uma membrana
de policarbonato que neste caso é de 100 nm, 4) dois filtros, 5) dois anéis de borracha
para vedacao, 6) um anel de retencdo, 7) dois suportes para filtros, 8) invélucro

externo da extrusora e 9) uma porca de retencdo, como apresentado na

Figura 11.

Figura 11 - Conjunto de extrusora com suporte 1) 2 seringas Hamilton, 2) base/suporte para
filtragem e aquecimento, 3) membrana de policarbonato( 100 nm), 4) filtros, 5) anéis de
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borracha para vedacéo, 6) anel de retencéo, 7) suportes para filtros, 8) invélucro, 9) porca de
retengéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O processo seguiu 0s seguintes passos: primeiramente, os filtros previamente
umedecidos em agua tipo 1 (é a classificacdo mais alta de pureza da agua, com
resistividade de 18,2 MQ-cm a 25°C, livre de contaminantes orgénicos, ions, particulas
e microrganismos), foram colocados nos suportes, posicionados entre os anéis de
vedacdo e voltados para cima. Em seguida, o suporte com o filtro ja encaixado foi
colocado no invélucro externo da extrusora. Inseriu-se a membrana de filtracdo no
invélucro externo da extrusora, com cuidado para ndo amassar a membrana.
Posteriormente, o segundo suporte foi encaixado sobre a membrana de filtragdo, com
o anel de vedacdo e o filtro voltados para baixo. Carregou-se a seringa com 0S
lipossomas, e a passagem através dos filtros da membrana foi feita com uma suave
pressao. O procedimento descrito no passo 5 foi repetido trés vezes. Apos isso, 0s
lipossomas foram transferidos para um frasco estéril e armazenados na geladeira a
4°C.

4.3 ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ

O Espalhamento Dindmico de Luz (DLS, do inglés, Dynamic Light Scattering)
ou Espectroscopica de Correlacdo de Fotons é uma técnica analitica para realizagcéo
de medidas de distribuicdo do tamanho de particula em suspensdes coloidais e
emulsGes (Babick, 2019). Esta técnica se baseia no espalhamento da luz em
flutuacdes temporais por particulas em um determinado angulo de espalhamento,
provendo informacdes a respeito do movimento Browniano (Kaszuba et al., 2007). O

DLS determina os raios hidrodindmicos das particulas que podem variar de
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nandmetros a micrdés obtendo como medida as constantes de difusédo translacional
(Glatter 2018). Os valores de Polidispersidade (PDI) indicam a qualidade da
distribuicdo, podendo ser homogénea para particulas com o valor do PDI préximo de
0 (Briuglia et al., 2015). Sao considerados particulas estaveis com valores de potencial
Zeta (Zeta inferior a -30 mV e superior a 30 mV ), (Waghule et al., 2020).

O diametro hidrodinamico, o indice de polidisperséo (PDI) e o potencial Zeta
dos lipossomas foram mensurados por DLS, usando o equipamento Zetasizer Nano
ZEN3690 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido) em um angulo de
dispersdo de 90. O aparelho DLS é apresentado na Figura 12. As amostras foram
equilibradas por 120 s antes das andlises a temperatura de 23,7 °C. As medi¢cdes

foram feitas em triplicata.

Figura 12 - Zetasizer Nano ZEN3690 (Malvern Instruments Ltd)

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

A radiacao de Infravermelho IV situa-se na regido do espectro eletromagnético
entre o visivel e o micro-ondas entre 14290 cm?® a 200 cm™. Ja a faixa do
infravermelho médio, que é usado com maior frequéncia para identificacdo e a
caracterizacdo de compostos organicos situa-se entre (4000 cm* a 400 cm™t). Embora
o espectro de infravermelho seja caracteristico da molécula como um todo, certos
grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na frequéncia

de forma independente da estrutura da molécula. E € justamente a presenca dessas
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bandas caracteristicas de grupos que permite a obtencao de informacdes, pelo exame
do espectro e consulta em tabelas para identificacdo e caracterizacdo de grupos
funcionais (Silverstain et al., 2019).

As amostras foram analisadas pela Espectroscopia no Infravermelho Médio
por Transformada de Fourier, utilizando o acessorio de Reflexdo Total Atenuada
(ATR) acoplado ao equipamento Spectrum 400 FT-IR (Perkin Elmer, Inc. 940 Winter
Street Whaltam, MA 02451 USA), sendo apresentado na Figura 13. As amostras
foram gotejadas sob a superficie do cristal de diamante, deixando secar com auxilio
de fluxo de ar seco continuo. Os espectros foram registrados com o intervalo de 4000
a 500 cmt, com resolucédo espectral de 4 cm. O background foi medido com o cristal
limpo em atmosfera ambiente. Coletaram-se todos os espectros com 32 varreduras.

A espectroscopia FT-IR foi utilizada para caracterizar as modificagdes das
interacbes moleculares, apés a transformacdo do Lipoid s75 em uma solucéo

lipossomal, contendo colesterol, PVP e a incorporacdo do Jambu no lipossoma.

Figura 13 - Spectrum 400 FT-IR/FT-FIR da Perkin Elmer

7 ot: Eard pelo autor.
4.5 ANALISE DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) € uma das técnicas analiticas
da analise térmica, cujo os dois principios mais comuns de construcdo de
equipamentos sdo o de compensacdo de energia e o de fluxo de calor, os dois
compararam a energia fornecida a um o suporte onde esta a amostra e outro onde
fica a referéncia e pela diferenca de energia fornecida em Watts por segundo, obtemos

o calor em Joule ou em caloria, que dividido pela massa em gramas por segundo,
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resultara na entalpia que sera obtida, pela integracdo da area do pico, podendo ser
em relacdo a temperatura (°C) ou tempo em minutos. Alguns fabricantes por
convencao adotam os eventos endotérmicos com picos de sinal negativo, associados
a mudancas de fase e a fusdo da parte cristalina e os eventos exotérmicos com picos
de sinal positivo, associados a cristalizacdo e a transicao vitrea (Tg) relacionados a
parte amorfa, na forma de um desnivel da linha de base (Vogel et al., 2022).
Realizou-se a andlise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) com um
equipamento da TA Instruments, modelo Q10, acoplado a um médulo de resfriamento,
como apresentado na Figura 14. As amostras foram condicionadas em porta
amostras, fechadas e entdo analisadas. As amostras de lipossomas e PVP foram
resfriadas e aquecidas de -40 a 160 °C e o colesterol de -40 a 200 °C numa razéo de
10°C/min para o aquecimento. As curvas de DSC foram obtidas utilizando atmosfera
de N2(g) num fluxo de 50 mL/min. Os picos no sentido ascendente convencionaram-

se como exotérmicos. Enquanto os picos indicados no sentido descendente como

endotérmicos.

Figura 14 - DSC modelo Q10 da TA Instruments

i
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pelo autor.

Fonte: Elaborado

4.6 MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA

O microscopio eletrbnico com canhédo de elétrons por emissao por efeito de
campo (FEG do inglés field emission gun, marca Tescan modelo MIRA3, com
capacidade de analise de energia dispersiva por raios-X, da marca Oxford modelo X-
MAX 50, detector de 50 mm? foi utilizado para avaliar a morfologia e distribuicéo de
tamanho (Figura 15). Estas andlises foram feitas em colaboragdo com o INPE-SJC.
Este microscopio eletronico possui basicamente um sistema otico eletrdnico que

consiste em uma fonte de elétrons, sistema de condensacéo de duplo feixe, unidade
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de varredura, camera de amostra, sistema de detectores do sistema de visualizacéo
de imagem. A microscopia eletrénica de varredura € utilizada para determinacéo do
estado microestrutural dos materiais onde a area e o microvolume a ser analisado é
irradiado por um fino feixe de elétrons.

Na preparacdo da amostra, aliquotas de 1 a 5 gotas foram pipetadas sobre os
suportes de aluminio. Na primeira metodologia, ap0s a evaporacdo da agua foi
depositado uma camada de ouro, procedendo-se entdo as andlises. Na segunda
abordagem, as amostras foram preparadas com aliquotas de 1 a 5 gotas foram
pipetadas sobre os suportes de aluminio entdo os lipossomas foram liofilizados para
a remocao da agua, em um equipamento liofilizador (Enterprise Versdo 3.0/2014),
posteriormente foi feita a deposi¢cdo de uma camada de ouro, permitindo a aquisicao
das imagens, (SEM HV: 30.0 kV; View field: 0,989/1,43; SEM MAG: 280/194 kx; WD:
4,74/6,78 mm; Det: In- Beam SE).

Figura 15 - Microscépio Eletrénico de Varredura

Fonte: INPE.

4.7 QUIMIOMETRIA

A quimiometria € uma area da quimica, que utiliza a estatistica e a matematica
para planejar experimentos, analisar dados quimicos e otimizar processos. A
aplicacado desta ferramenta inclui o desenvolvimento de métodos analiticos e no

processamento de grandes volumes de dados gerados, como por exemplo, pela
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cromatografia e espectroscopias (Miller, 2018). A quimiometria usa calibracéo
multivariada para criar modelos matematicos, que conectam variaveis dependentes
(como a concentracdo de um analito) a varidveis independentes (como intensidades
espectrais). As técnicas mais comuns de calibracdo multivariada incluem Regressao
por Minimos Quadrados Parciais (PLS) e Analise de Componentes Principais (PCA).
A calibracdo multivariada faz uso das varias variaveis simultaneamente, ao contrario
da calibracdo univariada, que emprega apenas uma variavel para prever o valor de
interesse. Essa caracteristica permite modelar sistemas mais complexos e melhorar
a precisao e a robustez das previsdes (Brereton, 2003). Pode-se definir alguns termos
comumente usados em uma calibracdo multivariada:

O bias, também conhecido como viés, € uma estatistica que calcula a
diferencga sistematica entre a média dos erros entre os valores experimentais e 0s
valores tedricos de referéncia, sendo uma métrica crucial para avaliar a precisdo de
um modelo, porque indica a presenca de erros sistematicos que podem comprometer
as previsoes (Varmuza; Filzmoser, 2009).

1) Os componentes principais sédo calculados a partir de um conjunto de
variaveis originais usando dados espectrais. Cada componente principal
representa uma direcdo distinta de variacdo nos dados, pois cada
componente € ortogonal (Jolliffe; Cadima, 2016).

2) O Standard Error of Calibration (SEC), ou erro padrao de calibracéo, é uma
medida da variabilidade da diferenca entre os valores previstos e os de
referéncia para um conjunto de amostras de calibracdo. Essa medida
guantifica a precisdo do modelo de calibracdo, mostrando o quao bem o
modelo se ajusta aos dados de calibracéo (Martens; Nees, 1992).

3) O Root Mean Square Error of Calibration (RMSEC) é a raiz quadrada do
SEC e fornece uma indicagdo da precisdo, com que o modelo de
calibracdo pode prever os valores de concentracdo ou outra variavel de
interesse nos dados de calibragdo, sendo assim uma medida de

desempenho do modelo de calibracdo (Esbensen; Geladi, 2010).
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5.1 Caracterizacéo de lipossomas: FTIR
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Para melhor entendimento, a Figura 16 apresenta 0s espectros de

infravermelho de cada grupo experimental estudado, destacando as principais bandas

de caracterizacdo (em amarelo). O Lipoid S75 € o reagente basico para a formacao

dos lipossomas. Os modos vibracionais deste reagente estao presentes na estrutura

dos lipossomas, contribuindo para a formacéo da bicamada fosfolipidica e facilitando

as interacbes com 0s outros componentes, como colesterol, PVP e Jambu.

Posteriormente, a influéncia da variacao da adicéo de colesterol, PVP, Jambu e suas

misturas sera apresentada separadamente.

Figura 16 - Espectro de FTIR naregido espectral de 4000 a 500 cm-1 para o Lipoid s75
Lipossoma (LIPA), Lipossoma + Colesterol (LIPA-C), Lipossoma + PVP (LIPA-P), Lipossoma +
Colesterol + PVP (LIPA-C-P), Lipossoma + Colesterol + PVP + Jambu (LIPA-C-P-J).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Tabela 1 apresenta as estruturas moleculares e os principais modos

vibracionais dos componentes dos lipossomas.

Tabela 1 Atribuicdo de bandas

Composto Banda (cm™) | Atribuicdo Referéncia
2923 - 2853 | Estiramento axial de C-H dos
rupos CH; e CH
LIp grup 3 2
1376 Vibragéo de deformagéo angular
PN N '“vﬁ'&v’wk/‘ﬂcf”x] simétrica (CHs, CH,)
|
L 0 o 1466 Deformagéo angular assimétrica
I S S ::,____.-"‘--__:-_-J“-\_,-'-\___.-"‘-q_\_;-‘ﬂ-.‘n_.- ‘|—
o % (CHy)
1736 vibragéo de estiramento . .
Silverstain et al.,
_ 2 simétrico da ligagdo C=0
—0—pP— ~ . 2019
"} NH, 720 Deformagdo fora do plano do
CHZ
x =< o ~1200 Estiramento assimétrico do P=0
_°_'|'_° v .~i“'— 1237 - 1061 | Estiramento simétrico
o \ L
\ assimétrico do PO,
“ 966 - 971 | Estiramento assimétrico N(CH);
Colesterol
) . . (Bilagi; Godhi,
1055 Vibracao de deformacéo do anel
2022)
OH
PVP 40
Estiramento simétrico da ligacdo | (Huang et al,
Q§O 1643 o
C=0 do grupo N-vinilpirrolidona | 2019)
/M/n
Deslocamento das bandas de
estiramento em 1.070 cm-1 para
1061 cm-1, se refere a flexdo de C— | (Santos,
Jambu )
. . O- C e ao alongamento de grupos Orquidea
Composto por multiplas moléculas 1070-1061 o
funcionais C— O- (H), Vasconcelos
respectivamente com adicao de dos et al., 2021)
Jambu e a Interagdo com o
colesterol.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Segundo Silverstain e colaboradores, os numeros de onda das ligacdes
simétricas e assimétricas, correspondem a deformacao axial de C-H, dos grupos CHs
e CH2 estdo localizados entre 2923 cm™e 2853 cm. Enquanto as vibracdes de
deformacdo angular simétrica e assimétrica (CHs e CH2) estdo centradas em
1376 cm, e a banda de deformacéo angular assimétrica do CH2 em 1466 cm™, como
também se deforma em fase em 720 cm~! e, as absorcdes de deformacdo angular
assimétrica fora do plano do CH: sdo observadas, em 1170 cm™ (Silverstain et al.,
2019).

A banda em 1736 cm~1 esta relacionada a vibracdo de estiramento simétrico
da ligacdo C=0, estando centrada na mesma posicdo para LIP, LIPA e LIPA-C-P-J,
indicando possivel estabilidade para este grupo funcional (Briuglia et al., 2015).

A banda relacionada ao estiramento assimétrico N(CHs)s, pode ser observada
em diferentes nimeros de onda, sendo para: LIP em 966 cm~1; LIPA em 971 cm™1;
LIPA-C em 968 cm~1; LIPA-P em 970 cm~1; LIPA-C-P em 970 cm; LIPA-C-P em
970 cm (Patel; Agrawal, 2011). A vibracdo de estiramento assimétrico do P=0 esta
em ~1200 cm? (Popova; Hincha, 2023). As bandas centradas em 1237 cm™ e
1061 cmestdo relacionadas aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo
funcional PO2 (Mantsch; Mcelhaney, 1991). A ligagdo de estiramento da banda do
P=0 é sensivel a ligacdes de hidrogénio, deslocando-se para numero de ondas
menores (Lewis; Mcelhaney, 1996). Esse comportamento pode explicar a posi¢céao da
banda de 1237 cm™ no LIP, e o deslocamento dela para nimeros de onda menores
nas amostras de LIPA-C em 1232 cm?, LIPA-P em 1232 cm?, LIPA-C-P em 1232 cm-
1 LIPA-C-P-J em 1234 cm. Enquanto, observou-se a banda de LIP em 1055 cm™,
houve um deslocamento das bandas obtidos para o LIPA em 1061 cm™, LIPA-C em
1062 cm™, LIPA-P em 1061 cm?, LIPA-C-P em 1061 cm! e, LIPA-C-P-J em 1060
cm, que estédo provavelmente ligados a adicdo do colesterol e as interacdes com

ligacdes de hidrogénio, (Song et al., 2022), como apresentado na Figura 17.
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5.2 INFLUENCIA DA ADICAO DE COLESTEROL NOS ESPECTROS FT-IR

Por outro lado, observou-se um aumento proporcional na intensidade da
banda centrada em 1061 cm™ do LIPA, atribuida ao estiramento simétrico da ligacéo
C=0 apos a adicao de colesterol em varias concentragdes diferentes (5%, 10%, 30%),
como se observa na Figura 17 - Espectro de FTIR de 4000 a 500 cm— 1 para o LIPA,
COL, LIPA-C 5%, LIPA-C 10%, LIPA-C 30%.

Figura 17 - Espectro de FTIR de 4000 a 500 cm— 1 para o LIPA, COL, LIPA-C 5%, LIPA-C 10%,
LIPA-C 30%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 18 mostra os espectros de FT-IR no modo de absorgao, para as
amostras com adi¢do de colesterol na matriz LIPA, nas propor¢des de 5%, 10% e
30%. Os espectros de absorcdo favorecem o calculo de area ou medidas
comparativas entre as intensidades de banda. Neste contexto, foi criada uma curva

de calibracéo entre a razéo dos valores de intensidade das bandas (1087 cm™ e 1061



cmt) em funcdo do aumento proporcional de COL, como pode ser visto na Tabela 2,

esses dados foram plotados na Figura 19, o qual apresentou uma correlacdo R =

0,9416, evidenciando a incorporacdo do COL a matriz LIPA. De acordo com a lei de

Lambert-Beer, que estabelece que a absorbancia de uma substancia é diretamente

proporcional a sua concentracdo e ao caminho Optico (distancia percorrida pela luz

através da amostra).

Figura 18 - Espectros de FTIR de 4000 a 500 cm— 1para o LIPA, LIPA-C 5%, LIPA-C 10%, LIPA-C

30%.
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Tabela 2 - Tabela de bandas no FTIR representando razdo entre a absorbancia e a adi¢do de
Colesterol no Lipossoma.

Amostras % Colesterol | % LIP Intigsé;(?j e(l:(:;e_lem Intelr:)sgiigflem Raz?g:f}igg; das
LIPA 0 100 0,0617 0,0623 1,0104
LIPA-COL5 5 95 0,0351 0,0374 1,0639
LIPA—COL10 10 90 0,0874 0,0995 1,1376
LIPA--COL30 30 70 0,0487 0,0587 1,2059

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19 - Modelo de calibracao representando a adi¢cdo de colesterol no lipossoma em
funcéo darazéo de bandas (1061/1093 cm-1) no FTIR.
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Em uma outra tentativa de correlagcéo entre os teores de adicao de colesterol

de (0, 5%, 10%, 30% e 47,7%) na matriz LIPA no intervalo espectral de 1093 cm™ a

1061 cm?, utilizou-se a quimiometria na construcdo de um modelo multivariado

utilizando do algoritmo PLS, como mostrado na Figura 20. A Figura @ mostra o grafico

de Scores, que é uma ferramenta utilizada em quimiometria para visualizar e

interpretar os resultados de métodos como a Analise de Componentes Principais

(PCA, fatores ou variaveis latentes). Ele mostra como as amostras se distribuem em

relacdo aos componentes principais, ajudando a identificar padrbes, agrupamentos ou

anomalias nos dados, demonstrando a auséncia de outliers no caso aqui especifico,
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os dados apresentam a auséncia de outliers com 95% de confianca por estar dentro
da elipse, caso houve-se pontos fora seriam considerados ao contrario. Enquanto,
grafico Figura 20 mostra os trés fatores ou variaveis latentes na construgdo do
modelo, que explicam mais de 98% da variancia dos dados. O algoritmo PLS (Minimos
quadrados parciais, do inglés Partial Least Squares) € uma técnica estatistica usada
em guimiometria para modelar dados que correlacionam as variaveis latentes com as
variaveis de resposta. O gréafico da Figura 20° mostra os coeficientes de regressdo em
funcd@o do numero de onda, para a regido do modelo construido. O gréfico da Figura
209 resume os dados estatisticos deste modelo, sendo que o nimero de elementos,

constitui os pontos usados para construcdo do modelo.

Figura 20 - Modelo de calibragcdo multivariado para adi¢cdo de colesterol em lipossoma.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Neste grafico, o termo slop é a inclinagdo de uma regressdo PLS indicando
gue a variavel independente e dependente aumenta ou diminui ao mesmo tempo. O
offset se refere ao intercepto do modelo, ou seja, quando a linha da regressao cruza
0 eixo da variavel dependente(Y), representando a média ou valor esperado da
variavel dependente quando todas as variaveis independentes sdo zero, assim como

também pode ser utilizado como ferramenta de ajuste para o modelo.
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O PLS utiliza a correlacédo das variaveis independentes (X) com as variaveis
dependentes(Y) a fim de identificar as componentes principais que explicam a
variabilidade dos dados. Uma vez extraidas essas componentes elas serdo usadas
para maximizar a covariancia entre X e Y. A correlagdo também ajuda a extrair as
componentes da variavel(X) que tem maior correlacdo com (YY), assim como avaliar a
eficacia do modelo, comparando os valores tedéricos versus os experimentais. O R?de
Person é uma medida estatistica que explica a qualidade do ajuste do modelo aos
dados, ou seja, 0 quanto o modelo explica a variavel dependente, a partir das variaveis
independentes em um modelo de regresséao linear. O Standard Error of Calibration
(SEC), Standard Error of Calibration (SEC) e Bias de acordo com o item 4.7.

Esta analise é importante em casos em que o numero de variaveis é muito
grande e estejam correlacionadas. Porém promove também a reducdo da
dimensionalidade dos dados, gerando componentes principais que explicam grande
parte da variabilidade dos dados. O modelo construido promove a correlacdo das
varidveis observadas com as variaveis de resposta, promovendo um aumento de
precisdo nas respostas, podendo ser usado em andlises exploratérias quanto em
modelos preditivos. Neste contexto, obteve uma sensivel melhora no coeficiente de
correlacdo R = 0,9912, reforcando as correlacdes entre o percentual de COL na matriz
LIPA utilizando a técnica de FT-IR.

5.3 INFLUENCIA DA ADICAO DE PVP NOS ESPECTROS FT-IR

A Figura 19 mostra os espectros de FT-IR dos lipossomas com a adicdo de
PVP nas proporcdes de 1%, 1,5%, 3%, 4,8%. A banda em 1643 cm esta relacionada
a vibracdo de estiramento simétrico da ligacdo do grupo C=0, de N-vinil pirrolidona
(Huang et al., 2019). Foi observado um deslocamento das bandas (LIPA-P 1% em
1656 cm™, LIPA-P 1,5% em 1654 cm, LIPA-P 3% em 1652 cm™, LIPA-P 4,8% em
1657 cm?) possivelmente em funcdo de um aumento proporcional do teor de PVP

adicionado ao lipossoma.
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Figura 19 - Espectro de FTIR do LIPA, PVP, LIPA-P 1%, LIPA-P 1,5%, LIPA-P 3%, LIPA-P 4,8%.
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Figura 20 mostra os espectros de FT-IR da

Figura 20 no modo de absor¢do. Assim, foi criada uma curva de calibracéo
em funcdo da razdo das bandas a partir da adicdo de PVP em uma matriz de

lipossoma, como se observa na Tabela 3, esses dados foram plotados na
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Figura 21 que mostrou uma correlacdo R = 0,9687 evidenciando a incorporacédo do

PVP a matriz lipossomica.

Figura 20 - Espectro de FTIR do o LIPA, PVP, LIPA-P 1%, LIPA-P 1,5%, LIPA-P 3%, LIPA-P 4,8%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3 - Tabela de bandas no FTIR representando a razdo entre a absorbancia e a adi¢do de

PVP no LIPA.
Amostras PVP COL | LIP | Intensidade em | Intensidade em | Razdo das bandas
(%) (%) | (%) 1738 cm! 1655 cm™? 1738/1655
LIPA-P1.0 1,0 - 1990 0,0532 0,0226 2,3519
LIPA-P1.5 1,5 30 | 68,5 0,0330 0,0122 2,6892
LIPA-P3.0 3,0 - 1970 0,0312 0,0066 4,6765
LIPA-P4.8 4,8 47 | 48,2 0,1179 0,0219 5,3840

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21 - Modelo de calibracao representando a adi¢cdo de PVP no LIPA em funcéo darazéo
de bandas (1738/1655) no FTIR.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em uma outra tentativa de correlagcéo entre os teores de adicdo de PVP de
(0%, 1%, 1,4 %, 3 % e 4,8 %) na matriz LIPA no intervalo espectral de 1800 cm™
a 1501 cm %, utilizou-se a quimiometria na construcdo de um modelo multivariado
utilizando do algoritmo PLS, como mostrado na Figura 22. O Figura 222 mostra os
Scores, demostrando a auséncia de outliers com 95% de confianga. Enquanto, grafico
Figura 22 mostra quatro fatores ou variaveis latentes na construcdo do modelo, que
explicam mais de 98% da variancia dos dados. O Figura 22¢ mostra os coeficientes
de regressao em fung¢do no nimero de onda, para a regido do modelo construido. A
Figura 229 resume os dados estatisticos deste modelo, que obteve uma sensivel
melhora no coeficiente de correlacdo R = 0,9997, reforgcando as correlagbes entre o

percentual de colesterol na matriz LIPA utilizando a técnica de FTIR.
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Figura 22 - Modelo de calibracdo multivariado para adicdo de COL em LIPA.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 ESPECTROS DE AMOSTRAS DE LIPOSSOMAS CONTENDO COLESTEROL E
JAMBU

Neste trabalho foi verificado a possibilidade do encapsulamento do jambu,
devido suas propriedades discutidas no item 3.6. Apés a adicdo do Jambu a matriz
lipossomica, discutidas no item 4.1, percebeu-se a mudanca da coloracéo da solucéo
lipossomica o que pode ser observado visualmente. Como consequéncia dessa
incorporacdo, houve um deslocamento das bandas de estiramento em 1.070 cm™
para 1061 cm™ (Santos et al., 2021), que se refere a flexdo de C-O-C e ao
alongamento de grupos funcionais C-O—(H), respectivamente em funcdo da adi¢&o

de Jambu e a Interac&o do colesterol como mostra a



Figura 23.

54



55

Figura 23 - Encapsulamento do Jambu

Influéncia da adi¢ao do Jambu nos espectros de FTIR
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 CARACTERIZACAO DE LIPOSSOMAS: DSC

Conforme apresentado na Figura 24, a incorporacao do colesterol e do PVP
na construcdo da matriz LIPA, a partir do LIP, (Tosato, 2016) desempenha um papel
fundamental no aumento da resisténcia da estrutura lipossomica. Entretanto, a
literatura ndo converge para quantidades ideais a serem utilizadas na construcéo
desta matriz (Briuglia et al., 2015), pode-se notar que o LIP ndo possui nenhum evento
térmico, mas apos sua transformacéo em LIPA ocorre uma transi¢do endotérmica com
um pico maximo em 3,8 °C. Enquanto para o COL ocorre uma transi¢cdo endotérmica
com pico maximo em 153,1 °C (Xia et al., 2010) e para o PVP (Briuglia, et al., 2015),

a ocorréncia de uma transicao endotérmica com pico maximo esta em 97,7 °C.


https://doi.org/10.1007/s13346-015-0220-8
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Figura 24 - Comparacéo das curvas de DSC dos compostos puros LIP, LIPA, COL e PVP.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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O decréscimo da concentracdo do LIPA e o aumento da concentracao, de

COL, e a sua efetiva incorporacao ao LIPA, estédo representados nos termogramas da

Figura 25, e nos dados da Tabela 4, que foram representados na Figura 26 . Os dados

mostraram uma correlacéo linear de 0,9793, por meio do incremento da concentracao

de COL versus o calor necessario para ocorréncia de um pico endotérmico, associado

a fuséo da transicédo de fase do estado gel para o estado liquido cristalino (Song et

al., 2022).
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Figura 25 - Representacado dos termogramas LIPA, LIPA-C5, LIPA-C5.4, LIPA-C10, LIPA-C20,
representando a temperatura de fusdo no méaximo do pico e a entalpia de fuséo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4 - Tabela de dados das curvas de DSC, obtidos pela adicdo de COL em LIPA.
Amostra Colesterol LIP Temperatura Massa Entalpia
(%) (%) (°C) (mg) (J/s*g)

LIPA 0,0 100,0 3,53 4,67 285,80
LIPA-C5 5,0 95,0 4,16 5,24 302,80
LIPA-C5.4 54 94,6 3,62 7,78 314,00
LIPA-C10 10,0 90,0 6,15 9,31 333,68
LIPA-C20 20,0 80,0 4,84 9,35 367,23

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 26 - Curvas de DSC representando o decréscimo da concentracdo do LIPA e o aumento
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O decréscimo da concentragdo do LIP, o aumento da concentracdo de PVP e

sua efetiva incorporacéo ao LIPA estdo apresentados na Figura 27 e na Tabela 5. Os

dados do gréafico na Figura 28 , obtendo uma correlacéo linear de 0,9958, formada

pelo LIPA mais o PVP. Estes resultados demonstram um aumento progressivo na

entalpia e no ponto de fusdo, conferindo uma maior resisténcia e estabilidade ao LIPA

(Basso et al., 2023), possibilitando também uma melhor biodistribuicdo do ativo por

ajudar a evitar o reconhecimento do sistema imunolégico (Delmas et al, 2011).


https://doi.org/10.3390/biom12020223
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Figura 27 - Representacado dos termogramas LIPA, PILPA-P1, LIPA-C-P1.4, LIPA-P3, LIPA-C-
P4.8, representando a temperatura de fusdo no maximo do pico e a entalpia de fuséo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5 - Tabela de dados das curvas de DSC, obtidos através da adicdo de PVP no LIPA.

Temperatura °C

Amostra PVP% LIP% COL% |Temp°C |Massa |Entalpia(J/g)
LIPA 0,00 100,00 0,00 3,53 4,67 285,80
LIPA-P1 1,00 99,00 0,00 3,58 6,20 300,40
LIPA-C-P1.4 1,40 68,60 30,00 3,80 6,25 301,80
LIPA-P3 3,00 97,00 0,00 3,98 5,70 326,73
LIPA-C-P4.8 4,80 48,65 47,65 4,36 6,26 353,64

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 28 - Comparacéao das curvas de DSC do LIP, LIPA, COL e PVP.

Entalpia(J/g)

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
6,0

5,0 PVP(%) x Entalpia R*=0,9958

PVP(%) x Temperatura

4,0

PVP(%)
£
[=]

2,0

1,0

0,0

3,0 3,2 3.4 3,6 3,8 4,0 4,2 4,4

Temperatura °C

Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme demonstrado na Figura 29 , o LIP, LIPA-C-P e LIPA-C-P-J foram
resfriados a -20 °C e aquecidos até 100 °C no DSC, com taxa de 10 °C/min. O LIP nao
apresentou nenhum evento térmico no intervalo estudado. A formacgéo do LIPA-C-P é
conferida/demonstrada por meio de um pico de fusdo endotérmico em 4,2 °C e da
entalpia de fuséo de 317,9 J/g. O pico endotérmico associado a fusdo da transicdo de
fase do estado gel para o estado liquido cristalino (Song et al., 2022).

Com a incorporacdo do Jambu ao LIPA-C-P ocorre um deslocamento do pico
de fusdo endotérmico para 3,3 °C e, decréscimo da entalpia de fuséo para 296,4 J/qg,
0 que indica uma diminuicdo da parte cristalina e uma possivel incorporagdo do
composto na parte lipidica do LIPA, favorecendo assim uma maior biodisponibilidade

dos compostos do Jambu (Eloy, 2016).


https://doi.org/10.11606/T.60.2016.tde-03102016-153049
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Figura 29 - Comparacéao das curvas de DSC do LIP, LIPA-C-P, LIPA-C-P-J.
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5.7 CARACTERIZACAO DE LIPOSSOMAS: MICROSCOPIO ELETRONICO DE
VARREDURA

A caracterizacao da morfologia dos lipossomas é de extrema importancia para
validar os resultados do DLS, pois o modelamento matemético utilizado na técnica faz
uma aproximacao para particulas esféricas.

Nesta caracterizacdo, o lipossoma formado a partir de LIP, COL e PVP, com
Jambu, teve seu tamanho e forma avaliada pela analise de microscopia eletrbnica de
varredura( MEV / FEG), como apresentado na Figura 30 . As Figura 302 e Figura 30°
mostram os lipossomas com ~50 nm e ~300 nm, respectivamente. Estes diametros
sdo comparaveis aos medidos no DLS. As imagens confirmaram a natureza esférica
dos lipossomas formados (Waghule et al., 2020). Entretanto, em virtude da dificuldade
de preparacdo das amostras, a distribuicdo de tamanhos foi avaliada por DLS, que

nao precisa da desidratacao dos lipossomas, sendo um resultado mais confiavel.
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Figura 30 - Resultados obtidos na avaliacdo da morfologia de lipossomas composto por
LIPA+COL+PVP com adi¢cdo de Jambu por microscopia eletrénica de varredura(MEV/FEG)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.8 CARACTERIZACAO DE LIPOSSOMAS: ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

Como mencionado no item 5.3, os resultados do DLS foram de extrema

importancia na avaliacdo da distribuicdo de tamanhos. A média dos valores de

didmetro hidrodinamico ficou em 105 nm e os dados estdo na Tabela 6 e os graficos

representando esses valores estdo na Figura 31.

Tabela 6 - Tabela de dados da distribuicdo do tamanho dos LIPA 100%, LIPA 90% + COL 10%,
LIPA 97% + PVP 3%, LIPA 89% + COL 5% + PVP 1% + Jambu 5%.

Amostras LIPA(%) | COL(%) | PVP(%) | Jambu(%) | Tamanho (nm) | PDI Zeta (mV)
LIPA 100 0 0 0 100 0,179 -49,9
LIPA-C 90 10 0 0 110 0,164 -56,1
LIPA-P 97 0 3 0 102 0,155 -47,9
LIPA-C-P-J 89 1 5 108 0,150 -51,9

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 31 - Comparacéao da distribuicdo do tamanho dos LIPA 100%, LIPA 90% + COL 10%,
LIPA 97% + PVP 3%, LIPA 89% + COL 5% + PVP 1% + Jambu 5%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O indice de polidispersidade (PDI) é uma medida da distribuicdo do tamanho
de particulas, podendo variar de 0 (tamanho homogéneo) a 1 (tamanho polidisperso)
(Briuglia et al., 2015). Os resultados relativos a dispersdo do tamanho do lipossoma
mostraram-se muito homogéneos em todas as formulacdes de acordo com os dados
da Tabela 7 e Figura 31. O potencial Zeta representa a carga superficial da particula,
o que influencia sua estabilidade (Song et al., 2022).

A formulagdo com potencial Zeta inferior a -30 mV e superior a 30 mV &
considerada estavel (Waghule et al.,, 2020). Todas as formulacdes apresentaram
potencial Zeta semelhantes e negativos, como se observa na Tabela 7, indicando nao
haver a formacéo de aglomerados. O valor negativo do potencial zeta ao utilizar o PVP
para recobrir formulacdes lipossébmicas, ocorre porque o PVP forma interacdes
intermoleculares, como ligacbes de hidrogénio, com os fosfolipidios da segunda
bicamada lipossomica. Essas interagcdes resultam em uma carga negativa na
superficie dos lipossomas, reduzindo a mobilidade molecular e aumentando a

estabilidade da formulagao.
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Utilizou-se o DLS para comparacdo do diametro hidrodinamico, sendo
fundamental avaliar a distribuicdo do tamanho dos lipossomas para sua
caracterizacdo (Briuglia et al., 2015). Foram conduzidas analises do diametro
hidrodindmico realizadas no DLS, para obter uma compreensdo mais detalhada do
efeito de estabilizacdo fisica dos lipossomas ao longo do tempo. Conduziu-se um
estudo em amostras com diferentes quantidades de COL, PVP adicionadas aos LIPA
e variando entre nove e quarenta e seis dias o tempo de armazenamento em
geladeira, para avaliacao da estabilidade dos lipossomas. Os resultados da 12 anélise
e da 22 analise dos lipossomas seguem listados na Tabela 7. Podemos notar uma
tendencia de reducéo entre as médias, mas esse desvio entre as médias ndo mostra
uma diferenca estatistica significativa (p = 0,13429), assim como do ponto de vista
pratico essa diferenca néo € significativa como demonstrado na Figura 32 .

A caracterizacao dos lipossomas, via DLS, € essencial para compreensao de
possiveis alteracfes na distribuicdo do tamanho e do potencial Zeta. Os lipossomas
com tamanho de 100 nm ou menores S&o 0s ideais para 0 uso no tratamento de cancer
e aplicacdes dérmicas (Briuglia et al., 2015). Ndo se observou um aumento no
didmetro hidrodindmico na amostra com Jambu, pois a amostra foi extrudada

homogeneizando o tamanho dos lipossomas como indicado na Tabela 7.

Tabela 7 - Tabela de dados da distribuicdo do tamanho dos lipossomas em fungdo do tempo.

Composigéo do Lipossoma Incorporado
| Tamanho 28 andii Tamanho DI
analise ias
Amostras LIPA coL PVP Jambu 12 andlise (nm) (hm)
(%) (%) (%) (%)
LIPA-C-P 94 5 1 0 18/02/24 116 27/02/24 107 9
LIPA-C-P 94 5 1 0 01/03/24 107 18/03/24 110 17
LIPA-P 99 0 1 0 22/02/24 108 18/03/24 90 25
LIPA-C-P-J 89 5 1 5 18/03/24 120 03/05/24 108 46

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 32 - Apresenta o gréafico de boxplot para comparacédo dos tamanhos dos Lipossomas
entre os resultados da la andlise e da 2a anélise e a estatistica para teste t pareado.

130

120

-

Y

o
|

100 A
“1a andlise”
]| 2a analise”

Tamanho (nm)

90

80

—hJ -
4
4

Difference

Mean

11275
103,75
9

t Statistic
20381

DF  Proboff
3 013429

| Null Hypothesis: mean1-mean2 = 0
Alternative Hypothesis. meani-meand < 0

sD
6,29153
9,25113

SEM
314576
4 62556

[ ]1aandlise
[ |2a analise

At the 0.05 level, the difference of the population means is NOT significantly different with the test difference(0)

1a analise

Fonte: Elaborado pelo autor.

T
2a analise



66

6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados e discutidos evidenciaram a eficacia das
formulag@es de lipossomas a base de lipidio S75, colesterol e polivinilpirrolidona, que
foram capazes de encapsular o Jambu, um composto natural e fitoterapico. As
particulas obtidas apresentaram tamanho nanométrico, morfologia esférica,
polidispersividade apropriada e potencial Zeta adequado.

Este processo de construgcdo do lipossoma pode ser demonstrado pelos
resultados de infravermelho médio que apresentaram uma perfeita integracdo do
colesterol e da polivinilpirrolidona a matriz lipidica. Este fato caracteriza-se por meio
do incremento quantitativo destes compostos, demonstrando a existéncia de uma
correlagdo positiva e previsivel para essas adi¢des. O uso da quimiometria aliada a
espectroscopia demonstrou ser uma ferramenta Util de otimizacdo na criagdo de
modelos multivariados de predicdo, aplicados no auxilio do desenvolvimento das
formulacdes de lipossomas.

O aumento linear da entalpia, observado nas andlises de calorimetria
exploratéria diferencial, juntamente com a adicdo gradual de colesterol e
polivinilpirrolidona a matriz lipidica, confirma os resultados da espectroscopia de
infravermelho, quanto a integracéo dos constituintes a formulacéo dos lipossomas e o
encapsulamento do Jambu. Como resultado, o0 aumento na resisténcia do sistema
lipossomal, devido a mais energia necessaria para romper o lipossoma, é
demonstrado pelas transicdes endotérmicas nas analises, levando a uma maior
estabilidade do sistema lipidico, como se observa no estudo conduzido ao longo das
6 semanas e meia em que os lipossomas foram armazenados a 4 °C.

Os lipossomas nao apresentaram mudancas significativas nos parametros de
tamanho hidrodinamico, distribuicdo de particulas e no potencial Zeta, demonstrando
uma boa estabilidade.

Em suma, a formulacdo de lipossomas a base de lipidios, com a adi¢géo de
colesterol e um polimero em diferentes concentracdes, proporcionou o
encapsulamento da erva medicinal Jambu, conforme demonstrado neste trabalho.
Esta abordagem é promissora e pode servir de base para futuras formulacoes,
permitindo combinacdes ajustadas as especificidades e objetivos dos medicamentos
no tratamento de doencas, representando um avanco significativo na pesquisa sobre

lipossomas.
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