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RESUMO

O presente trabalho visa desenvolver um complexo lipossomal/carboximetilcelulose
de sodio (CMC), para explorar as sinergias entre esses dois componentes para
otimizar sistemas de entrega de farmacos. Lipossomas sao vesiculas esféricas
constituidas primariamente por lipidios, que apresentam uma extremidade polar e
outra apolar. Quando em contato com agua, formam vesiculas que encapsulam
substancias polares em seu ndcleo aquoso e substancias apolares entre as camadas
lipidicas. A CMC, um polimero derivado da celulose, é notavel por suas propriedades
de retencdo de agua, sendo amplamente utilizada em aplicagdes médicas como
curativos e também como colirio. A investigacdo avalia eficacia de encapsulamento e
estabilidade do complexo lipossoma-CMC, utilizando métodos de caracterizacao
quantitativos e qualitativos. Este estudo também examina as interacGes fisico-
quimicas entre os lipossomas e a CMC, visando entender como essas interacdes
afetam a liberagdo e a biodisponibilidade dos farmacos encapsulados. Através de
técnicas de analise como Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Analise
Termogravimétrica (TGA). Este trabalho busca estabelecer as bases para o
desenvolvimento de sistemas de entrega que combinem eficacia terapéutica com alta

estabilidade e precisao na liberacao de tratamentos médicos.

Palavras-chave: Lipossomas. Carboximetilcelulose. Sistemas de entrega de
farmacos. Estabilidade.



ABSTRACT

This study aims to develop a liposomal complex integrated with sodium carboxymethyl
cellulose (CMC), exploring the synergies between these two components to optimize
drug delivery systems. Liposomes are spherical vesicles primarily composed of lipids,
featuring a polar and an apolar group. When in contact with water, they form vesicles
that encapsulate polar substances in their aqueous core and apolar substances
between the lipid layers. CMC, a polymer derived from cellulose, is notable for its water
retention properties and is widely used in medical applications such as dressings and
eye drops. The investigation focuses on assessing the encapsulation efficacy and
stability of the liposome-CMC complex, using quantitative and qualitative
characterization methods. This study also examines the physicochemical interactions
between the liposomes and CMC, aiming to understand how these interactions affect
the release and bioavailability of the encapsulated drugs. Through advanced analysis
techniques such as Dynamic Light Scattering (DLS) and Thermogravimetric Analysis
(TGA. This work seeks to establish the foundations for the development of delivery
systems that combine therapeutic efficacy with high stability and precision in the

release of medical treatments.

Keywords: Liposomes. Carboxymethylcellulose. Drug Delivery Systems. Stability.
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1 INTRODUCAO

No ambito da engenharia biomédica e da ciéncia dos materiais, 0
desenvolvimento de sistemas de entrega de farmacos tem apresentado uma area de
intensa pesquisa e inovagéo. Entre os diversos materiais e métodos explorados, o
encapsulamento de substancias ativas por meio de lipossomas destaca-se por
oferecer um equilibrio promissor entre eficacia e biocompatibilidade. Neste contexto,
a carboximetilcelulose (CMC), um polimero derivado da celulose com excelente
solubilidade em agua e propriedades de gelificacdo, surge como um candidato
promissor para a encapsulacdo. Este trabalho visa explorar o potencial do
encapsulamento de CMC por lipossomas, um enfoque que almeja combinar as
propriedades uUnicas destes dois componentes para superar desafios na entrega
direcionada de farmacos.

O interesse no uso de CMC em sistemas de entrega de medicamentos reside
na sua natureza biocompativel, biodegradavel e nao téxica, tornando-a adequada
para aplicagées biomédicas como o uso de colirios para olhos secos. Além disso, a
capacidade da CMC de formar hidrogéis oferece a possibilidade de criar sistemas de
liberacéo prolongada, que podem ser particularmente Uteis em terapias que requerem
administragdo de farmacos de maneira controlada e sustentada. Por outro lado, os
lipossomas, vesiculas formadas por camadas lipidicas, apresentam uma metodologia
versatil para o encapsulamento tanto de compostos hidrofilicos quanto lipofilicos, além
de permitirem a modificacao superficial para direcionamento especifico de células ou
tecidos.

No entanto, a complexacao efetiva de CMC em lipossomas enfrenta desafios
técnicos e cientificos significativos. Logo, a interacdo da CMC e lipossomas precisa
ser meticulosamente compreendida e otimizada. Este estudo foca em identificar e
superar esses obstaculos, empregando uma abordagem sistematica para a sintese e
caracterizacao de sistemas de encapsulamento baseados em CMC e lipossomas.
Serdo explorados métodos de encapsulamento, condicbes de formulacdo e
estratégias de caracterizagao, visando maximizar a eficiéncia de encapsulamento e a
estabilidade do sistema.

Ao investigar o potencial de encapsulamento de carboximetilcelulose (CMC)

em lipossomas, vislumbra-se a oportunidade de aprimorar o tratamento para olhos
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secos e irritados. Fatores ambientais comuns como vento, exposi¢cédo solar, uso de
aquecimento ou ar-condicionado, e tempo prolongado diante de telas de computador
sao causas conhecidas para a sindrome do olho seco. Lubrificantes oculares sao
empregados para manter a umidade dos olhos, auxiliando na protegé@o contra lesdes
e infec¢gdes e na reducéo dos sintomas associados aos olhos secos. No entanto, esses
lubrificantes exigem aplicacdes frequentes, a cada 30 minutos, o que pode ser um
processo estressante e frequentemente abandonado pelos usuarios.

Uma abordagem promissora para mitigar este problema é a utilizacao de
sistemas de entrega de farmacos com liberagdo controlada, como os lipossomas
encapsulando CMC. Tais sistemas permitem a liberagdo dirigida e prolongada do
tratamento, o que pode aumentar significativamente a eficacia terapéutica e minimizar
os efeitos colaterais, contribuindo assim para a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes.

Entretanto, a CMC por se tratar de um polimero pode apresentar dificuldades
de ser encapsuladas em vesiculas lipossomais. Portanto, este estudo ndo apenas
aborda um desafio técnico dentro da engenharia de materiais, mas também contribui
para o campo da medicina. Através da compreensdo aprofundada das interacoes
entre CMC e lipossomas, e da otimizacdo dos sistemas de encapsulamento, esta
pesquisa visa fornecer informagdes valiosas para o desenvolvimento de novas
estratégias de entrega de farmacos. Com isso, espera-se que os resultados deste
trabalho possam servir de base para futuras aplicacdes clinicas e avangos

tecnoldgicos na area de sistemas de liberagdo de medicamentos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento e caracterizagao do complexo Lipossoma/
Carboximetilcelulose de sodio.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para obter éxito no objetivo principal sdo necessarios procedimentos

intermediarios, conforme abaixo:
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e Preparo dos lipossomas utilizando duas formula¢des distintas: a primeira
consiste em fosfatidilcolina e colesterol na proporcao de 7:3; a segunda
formulacao inclui fosfatidilcolina, colesterol e polietilenoglicol nas proporcdes
de 6,5:3:0,5, respectivamente.

e Tentativa de formagcao do complexo lipossoma/Carboximetilcelulose de Sédio
utilizando a técnica de sonicagao.

e (Caracterizacdo do complexo (eficiéncia de encapsulacao, potencial zeta,

espalhamento de luz dindmico, termogravimetria).

1.2 JUSTIFICATIVA

Esta monografia aborda a inovacdo nos sistemas de entrega de farmacos,
focando no desenvolvimento do complexo lipossoma/carboximetilcelulose de sodio
(CMC) para superar limitacbes em termos de liberagdo prolongada. .

Ao explorar a interagcdo entre lipossomas e polimeros, este estudo visa
contribuir para o avango da medicina, promovendo terapias mais eficientes e
personalizadas.

Os lipossomas séo destacados por sua habilidade de encapsular uma ampla
gama de compostos, e a adicdo de polimeros como a CMC pode aprimorar sua
estabilidade e biodisponibilidade. Situando-se na fronteira da nanotecnologia
farmacéutica, o projeto visa impulsionar a criacdo de solugdes terapéuticas mais
seguras.

O Laboratério de Biomateriais e Biomoléculas Organicas na UTFPR - Londrina
apresenta conhecimento em sistemas de liberagdo de ativos utilizando lipossomas

como carreador.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os sistemas de liberacao controlada de farmacos tém sido objeto de intensa
pesquisa global devido as suas vantagens significativas sobre os métodos
convencionais de administracdo de medicamentos em forma livre (KONING et al.,
2002; SERCOMBE ET AL., 2015). Entre esses sistemas, os lipossomas se destacam
particularmente no transporte e liberacdo de drogas de baixa massa molecular, como
anestésicos locais.

Ativos encapsulados em lipossomas demonstram uma resposta farmacolégica
superior em comparagao com suas formas ativas livres. Esta encapsulagdo nédo sé
melhora a biodisponibilidade do farmaco, mas também amplia sua eficacia terapéutica
ao aumentar a taxa de permeabilidade. Além disso, os lipossomas ajudam a reduzir a
toxicidade sistémica, limitando os efeitos secundérios toxicos e aumentando a
segurancga do paciente (ALLEM et al., 2013; GUBERNATOR, 2011).

Desta forma, os lipossomas sao reconhecidos por sua capacidade eficaz como
transportadores e liberadores de moléculas com atividade terapéutica. Eles oferecem
uma estabilidade notavel para o complexo farmaco-lipossoma, aprimoram a liberagéo
controlada do medicamento e promovem uma maior eficiéncia na terapia aplicada.
Esta tecnologia representa um avango consideravel na farmacologia, facilitando

tratamentos mais eficientes e menos invasivos.

2.1 LIPOSSOMAS

Lipossomas sao vesiculas formadas por fosfolipidios organizados em
bicamadas concéntricas, que encapsulam um nucleo aquoso. Eles sdo amplamente
utilizados na entrega de medicamentos devido a sua capacidade de encapsular
substancias tanto hidrofilicas quanto lipofilicas, oferecendo uma protecdo eficaz
contra a degradacdo externa e aumentando a biodisponibilidade dos farmacos
(NUNES et al., 2018; MUTHUA et al., 2012).

Os lipideos que formam os lipossomas, tais como fosfatidilcolinas,
fosfatidilserinas e fosfatidilglicerdis, s&o insoluveis em agua. Essa insolubilidade faz
com que, ao serem introduzidos em meio aquoso, os lipideos se organizem de
maneira a evitar interagdes desfavoraveis com a agua. Eles formam uma bicamada

lipidica com uma regido hidrofébica interna. Essa estrutura € crucial para a
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estabilidade dos lipossomas, pois permite que se mantenham integros sob variadas
condicbes de pH e concentragdo salina. As bicamadas formadas sdo essenciais
porque, ao redor do nucleo aquoso dos lipossomas, criam um ambiente propicio para
encapsular e proteger substancias hidrofilicas, facilitando assim o transporte de
diversas moléculas (BATISTA et al., 2007).

A Figura 1 ilustra os principais componentes e o arranjo de lipossomas

Figura 1 — Lipossomas
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Fonte: Adaptada de Gallo (2016).

A Figura 2 mostra as principais moléculas de lipidios empregados em

lipossomas.

Figura 2 — Moléculas de lipidios empregadas em lipossomas: A) fosfatidilcolina, B)
fosfatidilserinas e C) fosfatidilglicerdis

a} O
? H\ PJ\N\/\/:\/\NV
o /\/O/ﬂ‘“
= 0
b) 0
o o )k/\/\/\/f\/\/\/\/
H;N\ ;‘I 1 H\P
eo, X _o o
o R WWW
Na o
c) 0
OH ? H PJ\/V\N:WW
OH\)\/(} ‘?Ho\./\\/OY\/\/\/\/\/\/\/\/
o]
@0 o

Fonte: Cabeca (2009) pg.6.
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Os lipossomas sao categorizados conforme o tamanho e a quantidade de
camadas lipidicas. Segundo Torchilin (2005), eles podem ser classificados em
vesiculas unilamelares pequenas (SUV), com tamanho de 20 a 50 nm; vesiculas
unilamelares grandes (LUV), com 200 a 1000 nm; e vesiculas multilamelares grandes
(MLV), que possuem varias bicamadas, com diametro de 400 a 3500 nm.

O método mais comum de preparacao de lipossomas € a hidratagao de filme
lipidico, no qual os lipidios dissolvidos em solvente organico sao evaporados para
formar um filme. Este filme é hidratado com solugédo aquosa, sob agitacao, formando
lipossomas multilamelares ou unilamelares, dependendo do tratamento subsequente,
como sonicagao ou extrusdo através de membranas de policarbonato (SANTOS;
CASTANHO, 2002).

A Figura 3 ilustra a Preparacao de Lipossoma por hidratacao de filme lipidico.

Figura 3 — Preparacéao de Lipossoma por hidratacao de filme lipidico
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Fonte: Adaptado de Souza, (2007).

Um avancgo significativo na tecnologia de lipossomas € o desenvolvimento de
lipossomas "furtivos", modificados com polimeros como o polietilenoglicol (PEG).
Esses lipossomas séo projetados para evadir o sistema imunoldgico, prolongando sua
circulagdo sanguinea e melhorando a entrega de farmacos. O PEG na superficie dos
lipossomas cria uma camada de hidratacdo que impede a adesado de proteinas
plasmaticas, crucial para evitar a captura pelo sistema mononuclear fagocitario
(BATISTA et al., 2007; KLUPPEL et al., 2007).

Esses sistemas representam uma chave importante na nanoengenharia para a
entrega de farmacos, com aplicacées que variam desde o tratamento de cancer até a
administracdo de vacinas, prometendo avangos significativos na medicina
personalizada (MODULEVSKY et al., 2014).
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A Figura 4 demonstra uma representacao esquematica dos diferentes tipos de

sistemas de entrega de medicamentos lipossomais.

Figura 4 — Representacdo esquematica dos diferentes tipos de sistemas de entrega de
medicamentos lipossomais.
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Fonte: Adaptado de Sercombe et al. (2015) pg.2.

e (A) Lipossoma Convencional
Lipossomos convencionais consistem em uma bicamada lipidica que pode ser
composta de lipidios catidnicos, aniénicos ou neutros (fosfolipidios) e colesterol, que
envolve um nucleo aquoso. Tanto a bicamada lipidica quanto o espaco aquoso podem
incorporar compostos hidrofébicos ou hidrofilicos, respectivamente (SERCOMBE et
al., 2015).
e (B) Lipossoma Peguilado
As caracteristicas e o comportamento dos lipossomas in vivo podem ser
modificados pela adicdo de um revestimento polimérico hidrofilico, polietilenoglicol
(PEG), a superficie do lipossomo para conferir estabilizagéo estérica (SERCOMBE et

al., 2015). Também sao conhecidos como lipossomas furtivos.
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e (C) Lipossoma Direcionado por Ligantes

Lipossomas podem ser utilizados para direcionamento especifico ao acoplar
ligantes (por exemplo, anticorpos, peptideos e carboidratos) a sua superficie ou a
extremidade terminal das cadeias de PEG acopladas (SERCOMBE et al., 2015).

e (D) Lipossoma Terandstico

Um Unico sistema consiste em uma nanoparticula, um elemento de
direcionamento, um componente de imagem e um componente terapéutico
(SERCOMBE et al., 2015).

O desenvolvimento de lipossomas furtivos € um exemplo de como a inovagao
continua a abrir novos caminhos para aplicacdes clinicas. Estas vesiculas sao
especialmente Uteis em terapias direcionadas, onde a precisdo na entrega de
farmacos pode significar um aumento significativo na taxa de sucesso dos tratamentos
para doengas complexas como o cancer. Além disso, a capacidade dos lipossomas
de encapsular multiplos farmacos simultaneamente oferece oportunidades para
terapias combinadas, sendo que diferentes agentes podem ser entregues juntos para
alcancar efeitos sinérgicos (BATISTA et al., 2007; KLUPPEL et al., 2007).

Essa capacidade de personalizagdo dos lipossomas permite que sejam
ajustados para atingir especificamente tecidos ou células, minimizando os efeitos
colaterais e maximizando a eficacia terapéutica. Além disso, a flexibilidade na
manipulacdo de seu tamanho e composicdo permite que os lipossomas sejam
adaptados para diversas aplicacoes farmacolégicas e bioldgicas. (SERCOMBE et al.,
2015).

Ainda assim, apesar dos avancgos, 0 uso de lipossomas enfrenta desafios
significativos, especialmente relacionados a estabilidade e a liberagdo controlada de
farmacos. Na corrente sanguinea, por exemplo, lipossomas nao modificados séo
rapidamente eliminados pelo sistema fagocitario mononuclear, limitando sua eficacia.
A introdugdo de moléculas de PEG e outros polimeros hidrofilicos tém sido uma
estratégia eficaz para combater esse problema, pois essas modificagdes ajudam a
estender a circulagao dos lipossomas e reduzir sua captagao por células do sistema
imune (LOPES; OLIVEIRA, 2000; SANTOS; CASTANHO, 2002).
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2.2 POLIETILENOGLICOSE (PEG)

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero sintético soluvel em &agua,
biologicamente inerte e amplamente utilizado em carreadores farmacoldgicos devido
a sua biocompatibilidade e inércia biolégica. O termo peguilagdo é usado para
descrever o processo que envolve a adicao de cadeias de PEG a superficie dos
lipossomas, é empregada para criar uma barreira estérica e hidratada ao redor destas
vesiculas. Este revestimento protege os lipossomas contra proteinas plasmaticas,
opsonizagdo e captura pelo sistema mononuclear fagocitario, prolongando sua
circulagdo sanguinea e melhorando a biodisponibilidade dos farmacos encapsulados
(ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; LOPES; OLIVEIRA, 2000).

Este método estratégico de modificacao superficie dos lipossomas por PEG e
outros polimeros formam uma camada protetiva nos lipossomas e permite que eles
evadam o sistema imunolégico, favorecendo a acumulacdo em tecidos alvo como
tumores, através do efeito de permeabilidade e retencao (EPR). Tal caracteristica é
crucial para tratamentos direcionados e terapias de liberacdo controlada (SERCOMBE
et al., 2015).

Na Figura 5, h4 a ilustragdo de uma Molécula de PEG.

Figura 5 — Molécula PEG (Polietilenoglicol)
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Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Polyethylene glycol

Apesar das vantagens, o seu uso apresenta desafios, como a possibilidade de
desenvolvimento de uma resposta imunolégica contra o PEG ("Anti-PEG IgM") apds
multiplas administracdes, o que pode reduzir a eficacia de tratamentos subsequentes.
Essa problematica destaca a importancia de pesquisas continuas para encontrar
alternativas ao PEG ou novas estratégias que minimizem esses efeitos adversos
(KLUPPEL et al., 2007).


https://en.wikipedia.org/wiki/Polyethylene_glycol
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2.3 CARBOXIMETILCELULOSE (CMC)

A Carboximetilcelulose (CMC) é um derivado solivel em agua da celulose, o
polimero mais abundante na natureza, encontrado tanto em plantas como sintetizado
por certas bactérias, como Acetobacter xylinum. A CMC se diferencia da celulose
natural por ser produzida através de uma reacao de esterificacdo que substitui os
grupos hidroxila da glicose por grupos carboximetil, conferindo-lhe propriedades de
alta viscosidade, solubilidade em agua e biocompatibilidade, além da habilidade de
formar hidrogéis de alta consisténcia (DONINI et al., 2010).

Na Figura 6, h4 a ilustragdo de uma Molécula de CMC.

Figura 6 — Molécula CMC (Carboximetilcelulose)
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Fonte: Vieira (2002), pg. 30
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Devido a sua compatibilidade biolégica e capacidade de reter agua, a CMC é
amplamente empregada como espessante, estabilizante e emulsificante em vérias
formulacbes médicas e farmacéuticas, tais como hidrogéis para curativos e colirios
para tratamento de olhos secos (CARVALHO et al., 2019). Além disso, a CMC é
utilizada na criagcéo de hidrogéis polieletrdlitos sensiveis ao pH, ideais para a liberagéo
controlada de medicamentos em diversos ambientes gastrointestinais. CMC também
€ usada como colirios para tratamento em olhos secos. As causas comuns de olhos
secos incluem vento, sol, aquecimento/ar-condicionado, leituras excessivas no
computador. Os lubrificantes oculares mantém os olhos Umidos, ajudam a protegé-los
de les@es e infecgbes e diminuem os sintomas de olhos secos. Entretanto, o uso do
lubrificante ocular deve ocorrer de 30 em 30 min. Esse processo muitas vezes é
estressante para o usuario e muitas vezes descontinuado. Uma das solugdes para
esse problema é tornar a entrega do CMC prolongada através do uso de sistema de
“drug delivery” (liberagao controlada). A capacidade de entregar terapias de forma
direcionada e controlada pode significativamente aumentar a eficacia terapéutica e
minimizar os efeitos colaterais, contribuindo para a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes (VICENTE, 2020).
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Assim, a integracdo da CMC em sistemas lipossomais € uma estratégia
promissora para melhorar e controlar a liberacdo de CMC. A adicdo de CMC aos
lipossomas pode proporcionando uma liberacdo mais controlada e prolongada dos
agentes terapéuticos encapsulados (NUNES et al., 2011).



25

3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 METODOLOGIA

Os lipossomas foram preparados por métodos como a hidratacdo de filme
lipidico, seguida de sonicagdo, para assegurar a uniformidade no tamanho das
vesiculas. As propriedades fisico-quimicas das formulagcées foram caracterizadas
utilizando-se Analise Termogravimétrica (TGA) para avaliar a estabilidade térmica, e
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) para determinar o tamanho das particulas, a
distribuicao e o potencial zeta, como indicador de cargas e estabilidade coloidal. Além
disso, a eficiéncia de encapsulamento do CMC pelos lipossomas foi verificada através
da Espectroscopia molecular na regiao do UV-Visivel (UV-Vis).

A Figura 7 apresenta o fluxograma da metodologia da pesquisa.

Figura 7 — Fluxograma: Metodologia da Pesquisa
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Fonte: Autor (2024).
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3.2 PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS
3.2.1 MATERIAL EM ESTUDO

As amostras de fosfatidilcolina de soja (SPC) com pureza superior a 95% e
770g/mol, colesterol com pureza superior a 95% e 386,65g/mol e polietilenoglicol
DSPE-PEG-2000 de 1800g/mol foram adquiridos da Avast lipids. Enquanto as
amostras de carboximetilcelulose (CMC) de pureza minima 99% 242N g/mol , foram

adquiridas da Exodo Cientifica.
3.2.2 PREPARO DO LIPOSSOMA

Formacao de filme lipidico e hidratac&o: Este método é comumente utilizado na
literatura para preparar lipossomas devido a sua eficacia em formar vesiculas
estaveis.

A técnica é apoiada por estudos como o de Haeri et al. (2013), que discutem
como a formagéao de filme e subsequente hidratagcao permite uma encapsulagéo eficaz
e uniforme dos farmacos. Este método ajuda a garantir que os lipossomas sejam
formados com caracteristicas controladas, como tamanho e lamelaridade, que séo
cruciais para suas propriedades de liberacao e estabilidade, o esquema dessa técnica
esta demonstrada na Figura 3.

O método utilizado para a preparacao do lipossoma foi repetido trés vezes por

lipossoma e envolve as seguintes etapas:
3.2.2.1 Dissolugao dos Lipidios

Lipidios e colesterol, nas propor¢cées desejadas, sao dissolvidos em um
solvente orgéanico volatil, como cloroférmio, metanol ou uma mistura dos dois. Esta
solucdo lipidica contém os componentes que formardo a bicamada lipidica dos
lipossomas (HAERI et al., 2013).

Assim, neste estudo, foram feitos dois tipos de formulacéo para formacao do
lipossoma (10mL):

e Formulacao (A): Composta por fosfatidilcolina de soja (SPC) e colesterol, em

uma proporcao de 70% de SPC e 30% de colesterol. Esta proporgao indica
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que, para cada 10 partes da mistura, 7 partes sdo de SPC e 3 partes de

colesterol.

e Formulacao (B): Consiste em fosfatidilcolina de soja (SPC), colesterol e
polietilenoglicol (PEG), nas propor¢des de 65%, 30% e 5%, respectivamente.
Isso significa que, em cada 100 partes da mistura, 65 partes sdao de SPC, 30

partes de colesterol e 5 partes de PEG.

3.2.2.2 Formacgé&o do Filme lipidico

A mistura lipidica em solvente cloroférmio (1mL) é transferida para um baldo
de gundo redondo e o solvente € evaporado sob vacuo, utilizando um evaporador
rotativo. A evaporacao do solvente deixa um filme fino e uniforme de lipidios secos
aderido as paredes do frasco. Este filme representa a matéria-prima para as
bicamadas lipidicas dos lipossomas (HAERI et al., 2013).

O filme lipidico foi feito a partir das solu¢des estoques a base de cloroférmio

como solvente.

3.2.2.3 Hidratagao do Filme Lipidico

Apo6s a formacgao do filme lipidico, o filme é hidratado com uma solu¢ao aquosa,
que pode conter o composto ativo a ser encapsulado. A hidratagdo € tipicamente
realizada sob agitacao suave e a uma temperatura acima da temperatura de transicéo
de fase dos lipidios, para facilitar a formacéo das vesiculas lipossomal. Durante este
processo sao formando vesiculas multilamelares (MLVs) - lipossomas com multiplas
camadas concéntricas (HAERI et al., 2013).

No presente estudo a solugao hidratante (1 mL) era composta por 10 mg/mL
de CMC. A mistura foi agitada até resuspender todo o filme lipidico, posteriormente o
lipossoma é levado para o sonicador ultrassbénico a fim de formar o complexo
lipossoma/CMC.

3.2.3 SONICACAO
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O Sonicador utilizado foi um Qsonica Q500 de 20kHz. As ondas de ultrassom
de alta frequéncia, sdo fundamentais na preparagcado de lipossomas para alcangar
vesiculas de tamanho uniforme e aumentar a eficiéncia de encapsulamento de
farmacos. Este equipamento aplica energia mecanica as suspensdes lipidicas,
reduzindo o tamanho das vesiculas por cisalhamento.

A Figura 8 ilustra o sonicador usado na pesquisa.

Figura 8 — Sonicador

Fonte: Autor (2024).

Tal processo, conhecido como sonicacao, favorece a formacéao de vesiculas
unilamelares pequenas (SUVs), essenciais para aplicagdes que exigem liberagéo
controlada e direcionada de fadrmacos. A sonicagdo também homogeneiza a mistura,
garantindo distribuicdo uniforme do farmaco nos lipossomas. A solucdo
lipossomas/CMC foi levada a sonicacdo com 100% de amplitude com 1 min de
funcionamento e 1 min de descanso em banho de gelo pelo tempo de 20 min.

(THOMPSON et al., 2017; WANG et al., 2018).

3.3 METODOS DE CARACTERIZACAO
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3.3.1 ESPECTROSCOPIA MOLECULAR NA REGIAO DO ULTRAVILOETA - VISIVEL
(UV-VIS)

A eficiéncia de encapsulacado (EE) do CMC em lipossomas foi determinada
utilizando a técnica de ultrafiltragao/ultracentrifugacado (Millipore, USA, ME Cut-off
10,000Da). Uma quantidade de 400 pL da amostra foi colocada no filtro e levada para
ultracentrifugacao (13000 rpm). A quantidade de CMC que passou através do filtro foi
quantificada utilizando espectrofotometria de UV com comprimento de onda de 270

nm. O calculo de eficiéncia foi realizado através da Equagéo 1:

% CM Cencapsulado

= L2 100 (Eq. 1)

i

Em que C; e C, representam, respectivamente, as concentragdes iniciais e a
analisada.

Para obter a quantidade de CMC encapsulado na vesicula lipossomal foi
realizada uma curva de calibragdo do CMC utilizando diferentes concentragbes
(Espectrofotébmetro UV/Vis — Modelo: Libra Biochromem).

3.3.2 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

Dynamic Light Scattering (DLS) é uma técnica crucial para determinar o
tamanho médio e a distribuicdo do tamanho de particulas dispersas. Esta técnica
mede a dispersdo de luz causada pelo movimento browniano das particulas,
permitindo calcular seu didametro hidrodindmico (Muthua et al. 2012).

A distribuicdo de tamanho dos lipossomas presentes nas amostras foi medida
a partir aliquotas de 600 uL de concentragées 1 mM em um aparelho LITESIZER 500
— Anton Paar no Laboratério multiusuario da Universidade Tecnolégica Federal do
Parand - Londrina (UTFP-LD). A Figura 9 mostra o equipamento utilizado na

pesquisa.
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Figura 9 — DLS

Fonte: Autor(2024).

O estudo do potencial zeta foi realizado diluindo a amostra em solu¢ao tampéao,
foi utilizada a célula de medida Omega cuvette Mat.No. 225288 com o fator de Henry
de 1,5 na equacao de Smoluchowski. Foram realizadas analises do potencial zeta e
do indice de polidispersividade das amostras (1 mM). Para o teste de potencial zeta,
as amostras foram diluidas e testadas em triplicata.

Além do tamanho das particulas, o potencial zeta, medido pelo DLS, é
essencial para avaliar a carga superficial e a estabilidade coloidal dos lipossomas.
Este procedimento envolve submeter as particulas a um campo elétrico, medindo a
mobilidade eletroforética das particulas, que é entdo convertida em potencial zeta. A
analise do potencial zeta, corroborada por Zhang et al. (2015), fornece insights sobre
a interacdo dos lipossomas com células e biomoléculas, sendo um indicador chave da
estabilidade coloidal. Este aspecto € amplamente utilizado na literatura para prever o
comportamento dos lipossomas em ambientes biolégicos, conforme discutido por
Carvalho et al. (2019).

As analises de DLS sao realizadas em condigdes controladas de temperatura
para garantir a precisdo dos dados, como indicado por Kumar et al. (2014), o que
assegura a qualidade e funcionalidade dos lipossomas como sistemas de entrega

eficazes.



31

3.3.3 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

A Andlise Termogravimétrica (TGA) é um método analitico essencial que mede
a mudancga na massa de uma amostra em funcédo da temperatura ou do tempo sob
condi¢des controladas de atmosfera.

O Analisador termogravimétrico (TGA) marca Shimadzu , até 1.500°C, pode ser

visto na Figura 10.

Figura 10 — TGA

Fonte: Autor(2024).

As amostras de CMC, lipossomas e CMC/lipossomas foram sonicadas e
liofilizadas, em seguida acomodadas no analisador térmico Shimadzu TGA- 51H e
submetidas a temperatura crescente e controlada de 25°C até atingir 600°C em
atmosfera inerte. A taxa de fluxo utilizado foi de 50ml/min de nitrogénio. As amostras
tinham massa média de 10mg, colocadas em cadinhos de platina e submetidas a taxa
de aquecimento de 10°C/min.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CURVA DE CALIBRAGAO E EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

Para obter a quantidade de farmaco encapsulado na vesicula lipossomal foi
realizada uma curva de calibragdo do CMC utilizando diferentes concentragdes,

apresentada pelo Grafico 1.

Grafico 1 — Curva de Calibracao CMC
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Fonte: Autor(2024).

Com esses dados, foi encontrado que a relacao entre Absorbancia do CMC e
suas respectivas concentragdes respeitam a seguinte equacgao (R?= 0,9987):

A= 0,0437x +0,0467 (eq.2)

A primeira tentativa de célculo da porcentagem de encapsulacao da CMC em
lipossomas foi determinada através da andlise por espectroscopia UV-Vis em 270nm
apos ultracentrifugacao do lipossoma. Apos a centrifugacao, foi observado que nao
houve encapsulamento. A primeira hipétese pode ser devido a relacdo de tamanho
das particulas do CMC e dos lipossomas.

Experimentos de tamanho de particulas e potencial zeta foram determinados
utilizando analise de DLS. A Tabela 1 mostra os resultados do DLS:
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Tabela 1 — Tamanho das Particulas, Potencial Zeta e indice de Polispersividade

Diametro Potencial indice de
Amostra pal:t‘i?: i'lg:?:m) Zeta (mV) Polidispersividade
SPC e Colesterol 280 -15 28%
SPC, Colesterol e PEG 98 -32 21%
SPC, Colesterol e CMC 600 -12 35%
SPC, Colesterol, PEG e CMC 340 -23 29%
CMC 1300 -35 -

Fonte: Autor(2024).

A tabela 1 revela aspectos criticos sobre as formulacées de lipossomas,
especialmente em relacdo a falha no encapsulamento de CMC. As medidas de
tamanho de particulas, potencial zeta e indice de polidispersividade (PDI) indicam
variagdes significativas. As formulagdes compostas apenas por SPC e colesterol
apresentaram tamanho de particula de 280 nm e na preseng¢a do CMC de 340 nm. O
mesmo comportamento foi observado para lipossomas peguilados com tamanho de
98 nm para 340 na presenca de CMC. Os indices de Polidispersividade apresentaram
valores dentro dos padrdes de solugdo homogénea (valores menores que 30%).
(Muthua et al., 2012 e (Sercombe et al., 2015).

As formulagées que incluem CMC mostraram um tamanho de particula de 1300
nm. Esse alto valor no tamanho das particulas dificultam o encapsulamento nas
vesiculas lipossomais. Talvez outras condicées de preparo dos lipossomas, como
temperatura da solugdo durante a sonicacdo e pH possam ter afetado o
encapsulamento da CMC.

4.2 ESTABILIDADE TERMICA

Para exemplificar o ndo encapsulamento do CMC nas vesiculas lipossomias
testes de TGA foram realizados.

Houve um erro em relacdo a amostra de SPC, PEG e Col, e, portanto, essa
curva ndo esta presente nessa secao.

O TGA foi realizado a uma taxa de aguecimento de 10°C/min e temperatura
inicial de 25°C e final de 600°C. O Grafico 2 mostra os resultados do TGA:
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Grafico 2 — Curvas de TGA para diferentes formulacoes de lipossomas em porcentagem de
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Fonte: Autor(2024).
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A analise dos dados de Termogravimetria (TGA) para diversas formulacdes de

lipossomas mostra que todas comecam com quase 100% de massa restante em

temperaturas abaixo de 50°C, indicando minima degradacao inicial. Conforme as

temperaturas aumentam (até 600 C°), todas as amostras apresentam reducao

progressiva na massa, com variagées notaveis entre as formula¢des. Observa-se que

a amostra de CMC pura ainda apresentou uma massa restante de quase 60%. As

amostras com lipossomas perderam praticamente toda a massa, restando somente

20% apdés a queima. A nao presenca de massa de CMC nas amostras com

lipossomas corrobora com todos os outros experimentos e indicam a né&o

encapsulacao da CMC nas vesiculas lipossomais.
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5 CONCLUSAO

Os lipossomas sao fundamentais na ciéncia dos biomateriais e na engenharia
biomédica, destacando-se pela capacidade de encapsular uma ampla gama de
substéancias terapéuticas e pela adaptabilidade para modificagbes que aumentam sua
funcionalidade e eficacia.

Este estudo teve como objetivo principal desenvolver e comparar diferentes
formulagbes de lipossomas, explorando o potencial do encapsulamento de
Carboximetilcelulose (CMC) para aprimorar sistemas de entrega de farmacos. As
técnicas de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Andlise Termogravimétrica (TGA)
foram essenciais para demonstrar a interacao entre lipossomas e CMC, sugerindo que
a incorporagao do polimero modifica as propriedades fisico-quimicas dos lipossomas,
como estabilidade e tamanho de particulas. Esta interac&o indica uma via promissora
para futuras investigacdes na otimizacao de formulacdes lipossomais.

A falta de encapsulamento efetivo observada ressalta a necessidade de
revisdo nas estratégias de formulagédo, onde a composicéo lipidica e as condi¢cbes de
preparacao desempenham papéis cruciais. Este estudo destaca a necessidade de
pesquisa continua para desenvolver tecnologias de entrega que sejam seguras,
eficazes e personalizadas para o tratamento de diversas doencgas, potencializando

assim a transformacao significativa na pratica médica.
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