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RESUMO

Os compostos bioativos tém recebido atencdo significativa devido a variedade de atividades
bioldgicas que apresentam e a ampla aplicabilidade nos setores alimenticio, cosmético e
farmacéutico. Entre esses compostos, a paepalantina se destaca por suas propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes e anticancerigenas. No entanto, seu potencial terapéutico é limitado por
caracteristicas fisico-quimicas desfavoraveis, como baixa solubilidade em &gua, elevada
sensibilidade a fatores ambientais e reduzida estabilidade no trato gastrointestinal, fatores que
comprometem sua biodisponibilidade e aplicabilidade farmacéutica. Diante dessas limitacdes, a
nanoencapsulacdo surge como uma estratégia promissora para melhorar a estabilidade e o
desempenho da paepalantina em sistemas bioldgicos. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo
caracterizar a interacdo da paepalantina com sistemas lipossomais, avaliando parametros fisico-
quimicos essenciais para o desenvolvimento de formulagbes nanoestruturadas. As analises
espectrofotométricas evidenciaram alteraces no perfil de absor¢do do composto apds sua
incorporacdo em matrizes lipidicas, indicando alta afinidade por ambientes hidrofobicos. As
formulagGes dos lipossomas multilamelares apresentaram estabilidade adequada, conforme
demonstrado pelas medidas de tamanho hidrodindmico e potencial Zeta, refor¢ando a viabilidade da
utilizacdo desses sistemas para o encapsulamento do composto. Os resultados obtidos ampliam o
entendimento sobre o comportamento da paepalantina em sistemas lipidicos, fornecendo parametros
fundamentais para etapas futuras de nanoencapsulamento e para o desenvolvimento de formulacbes
farmacéuticas mais eficientes. Este estudo contribui para o corpo de conhecimento acerca da
aplicacdo da paepalantina e estabelece bases metodoldgicas solidas para investigagdes subsequentes.
Desta forma, € possivel destacar que a caracterizagdo realizada demonstra o potencial da paepalantina

para o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados aplicaveis a area farmacéutica.

Palavras-chave: Paepalantina. Nanoencapsulamento. Lipossomas.



ABSTRACT

Bioactive compounds have garnered significant attention due to their wide range of biological
activities and their applicability in the food, cosmetic, and pharmaceutical industries. Among these
compounds, paepalantine stands out for its well-documented anti-inflammatory, antioxidant, and
anticancer properties. However, its therapeutic potential is limited by unfavorable physicochemical
characteristics, including low aqueous solubility, high susceptibility to environmental degradation,
and reduced stability in the gastrointestinal tract factors that compromise its bioavailability and
pharmaceutical applicability. To address these limitations, nanoencapsulation emerges as a promising
strategy to enhance the stability and performance of paepalantine in biological systems. In this
context, the present study aimed to characterize the interaction of paepalantine with liposomal
systems, evaluating key physicochemical parameters essential for the development of
nanoformulations. Spectrophotometric analyses revealed changes in the compound’s absorption
profile following incorporation into lipid matrices, indicating a strong affinity for hydrophobic
environments. Multilamellar liposomal formulations exhibited adequate stability, as demonstrated by
hydrodynamic size and zeta potential measurements, reinforcing the feasibility of employing
liposomal systems for paepalantine encapsulation. The results presented here expand current
knowledge regarding the behavior of paepalantine in lipid systems and provide fundamental
parameters for future nanoencapsulation approaches and the development of more efficient
pharmaceutical formulations. This study contributes to the scientific understanding of paepalantine’s
applicability and establishes a solid methodological foundation for subsequent investigations. Thus,
it is possible to highlight that the characterization performed demonstrates the potential of

paepalantine for the development of nanostructured systems applicable to the pharmaceutical field.

Keywords: Paepalantin. Nanoencapsulation. Liposomes.
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1 INTRODUCAO

Os compostos bioativos podem ser classificados como nutrientes e/ou ndo nutrientes com agao
metabdlica ou fisioldgica especifica. Essas substancias podem exercer seus efeitos bioldgicos agindo
como antioxidantes, ativando enzimas, bloqueando a atividade de toxinas virais ou antibacterianas,
inibindo a absorcdo de colesterol, diminuindo a agregacdo plaquetaria ou destruindo bactérias
gastrointestinais nocivas (Queiroz, 2012). S&o constituintes que, normalmente, estdo presentes em
pequenas quantidades em alimentos, mas vém sendo extensivamente estudados para avaliar os seus
efeitos (Biesalki et al., 2009). Os compostos bioativos vém ganhando destaque por sua diversidade
de funcdes e aplicabilidade nos diferentes setores da economia, principalmente na indudstria
alimenticia e farmacéutica, uma vez que trazem beneficios a salde, com destaque para 0s
carotenoides, catequinas, fitoquimicos, flavonoides e curcuminoides. (Islam; Mohammad, 2015;
Sharma, 2010).

Uma analise de moléculas aprovadas pela FDA (Foods and Drug Administration), aponta que
mais de um ter¢o corresponde a produtos naturais e seus derivados, demonstrando a importancia desse
tipo de pesquisa no desenvolvimento de novos medicamentos (Patridge et al., 2015). Uma gama de
alimentos contém compostos bioativos essenciais a salde humana, como vitaminas, compostos
fendlicos, acidos graxos essenciais, 0leos essenciais, entre outros. Grande parte desses compostos
sdo hidrofobicos ou pouco soliveis em agua e apresentam baixa estabilidade, devido a sensibilidade

frente a temperatura, oxigénio, luz, entre outros fatores (Rezaei; Fathi; Jafari, 2019).

Neves et al. (2021) destacam que, nesse contexto, é necessario buscar estratégias que
permitam a manutencdo dos efeitos farmacologicos dos compostos bioativos. Dentre essas
estratégias, as tecnologias de encapsulacdo tém se mostrado promissoras para contornar oS

problemas supracitados.

Considerando o exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi realizar o encapsulamento do bioativo
natural paepalantina, em lipossomas unilamelares grandes (LUVs), com fins medicinais, a fim de
avaliar a afinidade do composto bioativo pela composi¢éo lipidica da matriz encapsulante. Para isso,
foram caracterizadas a estabilidade e a eficiéncia do encapsulamento, possibilitando a comparagéo

entre as caracteristicas das diferentes formulages.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 NANOENCAPSULAMENTO

O encapsulamento é um processo pelo qual substancias, como compostos bioativos sélidos,
liquidos ou gasosos, sdo acondicionadas dentro de um material de revestimento de modo a formar um
ambiente fechado capaz de controlar interacGes entre as condigdes internas e externas (Queirds-
Sauceda et al., 2014; Yang, 2009; Ezhilarasi et al., 2013). Essa técnica viabiliza a protecdo de
compostos, contra diversos fatores, como degradacdo natural ou por outros agentes, e vem sendo
empregada em diversas areas, como na industria farmacéutica, de alimentos e de cosméticos. Sendo
0 seu principal objetivo proteger o material encapsulado das condi¢fes adversas do meio e libera-lo
em seu sitio de acdo em quantidade e no momento adequado para exercer a funcdo desejada (Shahidi;
Han, 1993; Gibbs, 1999).

A nanoencapsulacdo envolve a incorporacdo ou dispersdo de combinacGes das entidades ou
substancias no estado sélido, liquido ou gasoso, dentro de vesiculas pequenas, com diametro na escala
manomeétrica. A incorporacdo dessas entidades bioativas protege-as contra a degradacdo por agentes
ambientais como o pH, a temperatura, sais e solventes organicos, melhora a estabilidade e a
solubilidade, e permite ainda a solubilizacdo de componentes hidrofébicos em matrizes hidrofilicas e

vice-versa (Jafari et al, 2008).

Lane e Heath (2004), destacam que, atualmente, a nanotecnologia esta passando por avangos
em diferentes areas, como aplica¢des biomédicas, imagens moleculares, biomarcadores, biossensores
e administracdo de medicamentos. Diversos trabalhos cientificos indicam que o panorama da
nanotecnologia vem ganhado amplitude em associacdo & tecnologia de nanoencapsulamento,
principalmente na industria farmacéutica e alimenticia (Santos et al., 2015; Hu et al., 2015; Shakeri,
et al.,, 2014; Yi et al., 2014). O nanoencapsulamento tem despertado consideravel interesse nos
altimos anos, pois constitui uma alternativa atoxica, biodegradavel e ndo imunogénica, sendo o
encapsulamento uma boa op¢do para proteger e melhorar a biocompatibilidade de componentes
bioativos (Fukui e Fujimoto, 2009, Teramura e Iwata, 2009).

A nanoencapsulacdo de agentes terapéuticos aumenta sua eficécia, especificidade e
capacidade de direcionamento (Soppimath et al., 2001). Sistemas carreadores coloidais, como
nanoparticulas, nanoemuls@es, lipossomas, nanosuspensdes e micelas, tém atraido atencdo nos
altimos anos por diminuirem a toxicidade de ativos, solubilizarem ativos lipofilicos e manterem o

efeito do principio ativo no tecido alvo, entre outras vantagens (Mehnert e Mader, 2001). As


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817304528#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817304528#bib27
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principais substancias de interesse para o encapsulamento incluem os lipidios, proteinas, vitaminas e
pigmentos naturais. Os lipidios constituem um grupo heterogéneo de compostos, relacionados mais
por suas propriedades fisicas do que por suas propriedades quimicas, mas que apresentam algumas
caracteristicas em comuns como serem relativamente insoltveis na dgua e solUveis nos solventes nao

polares, tais como o éter, o cloroférmio, os dleos, os esteroides e as ceras (Botham e Mayes, 2012).

Os lipossomas, representados na figura 1, sdo vesiculas microscopicas compostas de uma ou
mais bicamadas lipidicas concéntricas, separadas por um meio aquoso. Eles podem encapsular
substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que as primeiras ficam no compartimento aquoso e as
lipofilicas inseridas ou adsorvidas na membrana. Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo
imunogénicos sdo altamente versateis para pesquisa, terapéutica e aplicacfes analiticas (Edwards,
Baeumner, 2006; New, 1990; Puisieux et al., 1995). Uma das grandes vantagens dos lipossomas, em
relacdo a outros sistemas transportadores de medicamento, € a sua elevada biocompatibilidade,
especialmente quando estes sdo formados de lipideos pertencentes as familias de lipideos naturais,
como o colesterol e os fosfolipidios das membranas. (Frézard e Braz, 1999).

Figura 1 - Lipossoma e constituicdo da bicamada fosfolipidica
(respectivamente)

<

Fonte: Bitounis, D., Fanciullino, R. et al.

A técnica de encapsulacdo em lipossomas tem sido amplamente utilizada em estudos com
compostos bioativos de alimentos (Chen et al., 2019; Gonzélez - Ortega et al., 2021; Pettinato et al.,
2020; Sarkar et al., 2019), uma vez que os lipossomas sdo capazes de encapsular moléculas
hidrofilicas, hidrofébicas ou ambas, simultaneamente (Maurya; Bashir; Aggarwal, 2020). Os
lipossomas protegem os agentes terapéuticos da degradacdo, os entregando-os diretamente ao sitio —
alvo, e sdo versateis o suficiente para permitir a marcacdo de pequenas moléculas para entrega

direcionada (Felnerova et al., 2004). O encapsulamento de colorantes naturais pode aumentar a
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estabilidade destes compostos e a manutencdo da cor ao ser aplicado em alimentos, farmacos e
embalagens. Além disso, essa técnica pode preservar caracteristicas benéficas desses biocompostos

como a atividade antioxidante e antimicrobiana (Siegrist et al., 2007).

2.2 ISOCUMARINAS

As isocumarinas compreendem uma classe de produtos naturais polifendlicos presentes em
uma variedade de espécies vegetais. Sdo metabdlitos secundarios estruturalmente relacionados as
cumarinas, mas com um anel lactdnico invertido, produzido por fungos e algumas plantas superiores
(Hill, 1986). As isocumarinas sdo isdbmeros das cumarinas, sendo diferenciadas apenas pela posicao
de suas carbonilas. Além disso, sdo polifendis, assim como os flavonoides, compostos bem

conhecidos por interagirem com multiplos sistemas biolégicos (Santos et al., 1998; Dorta et al., 2005).

Na biossintese, as isocumarinas sdo derivadas do 4acido chiquimico ou de varias
condensages cabega-cauda de unidades C» da via acetato-malonato, seguidas de ciclizagdo adicional,
formando compostos com um ou mais anéis fenolicos. Poucos estudos investigaram a atividade
biolégica desses compostos, sendo que apenas algumas isocumarinas foram avaliadas quanto ao
potencial citotdxico, mutagénico, clastogénico e antimicrobiano (Varanda et al., 1997; Tavares et al,
1999; Coelho et al, 2000; Devienne et al, 2002; Varanda et al, 2004). Nos dltimos anos, as
isocumarinas tém atraido atencdo substancial, ndo apenas por sua prevaléncia natural, mas
principalmente devido a sua ampla gama de atividades biologicas relatadas, incluindo propriedades
antimicrobianas, antialérgicas, antifungicas, anti-inflamatérias, antidiabéticas, antitumorais,
antineoplésicas e antivirais (Matsuda et al., 1999; Furuta et al., 1986; Gohil et al., 2021; Salloum et
al., 2000; Brasholz et al., 2007; Goldman et al., 1990, Kumar et al., 2020, Zhou et al., 2020,
Yoshikawa et al., 1994).

Atualmente, alguns destes compostos apresentam notavel interesse farmacolégico devido a
sua comprovada atividade bioldgica. Por exemplo, foi relatado que a isocumarina paepalantina,
presente em diferentes extratos de Paepalanthus bromelioides e Paepalanthus vellozioides, exibe
uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo antimicrobiana (Devienne e Raddi, 2002;
Devienne et al., 2005), anti-inflamatoria (Di Stasi et al., 2004), antioxidante (Kitagawa et al, 2003,
Devienne et al, 2007), citotoxica (Varanda et al., 1997, Devienne et al, 2002), atividades genotoxica
(Tavares et al., 1999) e mutagénica (Varanda et al., 2004).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942207000532?casa_token=q98ektLg5FYAAAAA:N1fOSPfv-E3BahdjPD5KeGzTaKj67b3aR2aOrxVDoZ8ScXB19PybRvvV08jg_KaRnz7fTYafJg#bib17
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biological-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/isocoumarin-derivative
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001295?via%3Dihub#bib0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001295?via%3Dihub#bib0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001295?via%3Dihub#bib0050
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2.3 PAEPALANTINA

As espécies do género Paepalanthus (Eriocaulaceae), representada na figura 2, sdo
popularmente conhecidas como “sempre-vivas” e possuem valor ornamental, porque ainda parecem
vivas anos depois de serem colhidas (Vilegas et al., 1998). Paepalanthus, com cerca de 500 espécies,
é um de seus principais géneros comumente encontrados nos estados da Bahia e Minas Gerais, Brasil.
Paepalanthus bromelioides aparece como endémico da Serra do Cip0, sendo encontrada em prados
abertos com o solo arenoso e oligotréfico (Guilietti et al., 1987). Segundo Sano (1996), o Brasil

abriga cerca de 400 espécies desse género, refor¢ando sua relevancia boténica e biodiversidade.

Figura 2 - Espécie Paepalanthus bromelioides (Eriocaulaceae). Distrito de Cardeal Mota -
Santana do Riacho - MG - Brasil

Fonte: Lamar. R., 2012.

Zanutto (2013) destaca que o interesse cientifico por essas plantas e estudo da atividade
biol6gica, iniciou-se com a descoberta do metabdlito paepalantina, classificada como uma
naftopiranona, composto que raramente é encontrado em plantas, sendo mais comum em
microrganismos fungicos, como 0s do género Penicillium spp. Desde entdo, diversos estudos
investigaram a atividade bioldgica de extratos vegetais e substancias isoladas dessas espécies
(Zanutto, 2013; Oliveira et al., 2013; Ramos, 2015). De maneira geral, varios estudos demonstraram
que quase todas as espécies de Paepalanthus possuem flavonoides, naftoquinonas, &cido caféico e
derivados de naftopiranona, incluindo paepalantina e o dimero 8,8-paepalantina isolado de P.
bromelioides (Vilegas et al., 1990; Coelho et al., 2000). Apesar dessas plantas ainda possuirem
apenas valor ornamental por conta das suas inflorescéncias e ndo serem tradicionalmente utilizadas

na medicina tradicional, as naftopiranonas presentes nelas tém demonstrado ampla gama de


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/paepalanthus
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atividades bioldgicas, como por exemplo, atividade antibidtica (Vilegas et al., 1990; Vilegas et al.,
1998).

O potencial antioxidante desta isocumarina foi avaliado por Leitdo et al. (2002) por meio de
técnicas espectrofotométricas, utilizando o ensaio de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil). Esse método, amplamente empregado para medir a capacidade de neutralizacdo do radical
livre estdvel DPPH, é uma das abordagens mais difundidas na determinacéo da atividade antioxidante.
De acordo com Moon e Shibamoto (2009), o ensaio DPPH € utilizado em mais de 90% dos estudos
voltados a avaliacdo antioxidante de substancias puras, misturas ou matrizes complexas, destacando

sua relevancia na analise de compostos bioativos.

A importancia dessa atividade antioxidante se relaciona as caracteristicas estruturais da
molécula. Nesse contexto, Vilegas et al. (1990) ressaltam que a carbonila na posigdo 1 e 0s grupos
hidroxila nas posicdes 9 e 10 da paepalantina (figura 3), favorecem a formacéo de duas fortes pontes
intramoleculares de Hidrogénio, conferindo a molécula caréater lipofilico, caracteristica previamente
observada por sua alta solubilidade em cloroférmio. Damasceno (2016), destaca que a paepalantina
é uma molécula que apresenta potencial farmacoldgico, principalmente relacionado aos estudos das
atividades antibacteriana e antioxidante. No entanto, sua caracteristica lipofilica dificulta a aplicacdo
em ensaios que dependem de solubilizacdo em meio aquoso, sendo normalmente solubilizada em

dimetilsulfoxido.

Figura 3 - Estrutura quimica da paepalantina isolada de capitulos florais
Paepalanthus bromelioides

O OH OH

O

HyC 7 Y OCH,

OCHj

Fonte: Adaptdado de Kitagawa et al., 2004.

Embora muitos compostos de origem vegetal demonstrem ter consideravel atividade

farmacoldgica, algumas propriedades indesejaveis, como mutagenicidade, carcinogenicidade e
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toxicidade, podem restringir seu uso como agentes terapéuticos (Simdes et al., 1999). Um passo
importante no desenvolvimento de um novo farmaco € a avaliagdo de suas caracteristicas fisico-
quimicas e possiveis interacdes com adjuvantes que possam ser utilizados para seu desenvolvimento
(Wang et al., 2006). Bharate e Vishwakarma (2013) ressaltam que os estudos de pré-formulacéo
auxiliam os cientistas na triagem de candidatos lideres com base em suas propriedades fisico-
quimicas e biofarmacéuticas. As informacGes de pré-formulagdo (permeabilidade, solubilidade e
estabilidade) sdo Uteis para a selecdo de novas entidades quimicas para estudos pré-clinicos de
eficicia/toxicidade, que é uma secdo importante em aplicacBes investigacionais de novos

medicamentos inovadores.

Diante desse contexto, a paepalantina apresenta caracteristicas importantes que justificam
estudos mais aprofundados, especialmente quanto a sua citotoxicidade, visando seu potencial uso
futuro como farmaco. Contudo, seu encapsulamento se mostra necessario, uma vez gue, assim como
outros bioativos naturais, como a quercetina e a curcumina, a paepalantina apresenta baixa
solubilidade e instabilidade fisioldgica. Nesse contexto, o nanoencapsulamento em LUVs constitui
uma estratégia que contribui diretamente para aplicacdes terapéuticas, permitindo um direcionamento
mais eficiente ao alvo de acdo, o desvio das barreiras estomacais, 0 aumento do indice terapéutico e
a minimizacdo de possiveis efeitos colaterais. Dessa forma, o encapsulamento promove melhorias
nas propriedades fisico-quimicas da molécula, favorecendo seu estudo e aplicacdo em terapias

futuras.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Encapsular a paepalantina em lipossomas para fins medicinais e caracterizar o produto obtido,

a fim de investigar suas propriedades fisico — quimicas.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Realizar o encapsulamento da paepalantina em lipossomas unilamelares grandes;

Avaliar afinidade do composto bioativo pela composicao lipidica da matriz encapsulante;

Caracterizar a estabilidade e a eficiéncia do encapsulamento e do composto bioativo;

Comparar as caracteristicas do encapsulamento do bioativo;



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para a realizacdo do presente trabalho, foram os seguintes fosfolipidios: 1-palmitoil-2-oleoil-
sn-glicero-3-fosfocolina - (POPC) com uma cabeca polar zwitteriénica (em pH 7,4 ) e 1- palmitoil-
2-oleoil- sn-glicero-3-fosfatidilglicerol - (POPG) apresentando carater aniénico (a pH 7,4), ambos
obtidos da Avanti Polar Lipids®, (Figura 4), os reagentes HEPES, NaCl (Sigma — Aldrich) e o
solvente organico metanol obtidos de fornecedores de qualidade certificada e de grau analitico, o
bioativo paepalantina foi fornecido pela Prof. Dra. Karina Ferrazzoli Devienne Vicentine, do Instituto

de Ciéncias Biologicas e Naturais — ICBN, da Universidade Federal do Triangulo Mineiro — UFTM,

Campus Uberaba — MG.

Figura 4 - Estrutura molecular dos fosfolipidios
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Fonte: Adaptado da Sigma Aldrich (2024).
Nota: a) POPC

b) POPG

4.2. SOLUCAO DE PAEPALANTINA

Para os ensaios de determinacdo do coeficiente de particdo (kp) com LUVs foi preparada a
solucdo de paepalantina diluindo 1 mg de paepalantina em 0,5 ml de dimetilsulfoxido (DMSO),
devido a baixa solubilidade da paepalantina em solventes aquosos. Para o preparo das vesiculas
multilamelares grandes (MLVs), foi preparada uma solucédo de paepalantina a 1 mM (10-3 mol/L)

em cloroférmio.



https://www.uftm.edu.br/icbn
https://www.uftm.edu.br/icbn
https://www.uftm.edu.br/icbn
https://www.uftm.edu.br/icbn

25

4.3 SOLUCOES

A solucédo tampao utilizada ao longo de todo trabalho é composta de HEPES a 20 mmol L-1 e
NaCl a 150 mmol L™, pH 7,4. Para os ensaios de liberacéo controlada, o meio receptor foi preparado
de tampdo HEPES a 20 mmol L e NaF a 150 mmol L e adicionado 0,5 % (v/v) de Tween 80, pH
7,4.

4.4 SOLUBILIDADE DA PAEPALANTINA EM TAMPAO COM POLISORBATO 80 (TWEEN
80)

O estudo da solubilidade da paepalantina em tampé&o foi realizado na presenca de polisorbato
80, a fim de encontrar a melhor condi¢do para 0 meio receptor nos ensaios que avaliaram a cinética
de liberagéo. Para tanto, na primeira etapa deste ensaio, 15 mg de paepalantina foi adicionado a 10
ml das solu¢des: HEPES pH 7,4 contendo 0% e 0,5% de Tween 80. Apos este preparo, o sistema foi
submetido a agitagdo magnética por 24 horas ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Apos 24
horas a amostra foi filtrada com filtro de corte 0,45 um e analisada por espectroscopia de UV-Vis
modelo Shimadzu UV 1800. A partir da analise das amostras contendo paepalantina foi determinada
a quantidade maxima do bioativo que pode ser solubilizada no meio receptor de escolha sem que

ocorra saturagéo.

45 LIPOSSOMAS PARA REALIZACAO DOS ENSAIOS DE DETERMINACAO DO
COEFICIENTE DE PARTICAO (KP)

Os lipossomas foram preparados através da formacéao de filmes lipidicos na mistura desejada,
dos fosfolipidios Phosphatidylcholine (PC) e Phosphatidylglycerol (PG), na propor¢do de PC / PG
(50:50) mol:mol. Um esquema representativo deste processo pode ser visto na Figura 5. Para tanto,
realizou-se a diluicdo dos fosfolipidios em cloroférmio. Em seguida, a completa evaporacdo do
solvente cloroférmio em atmosfera de N, sequida de 3h de vacuo foi realizada. Ao final, um filme
lipidico foi formado e subsequentemente hidratado com solucéo tampdo HEPES 20 mmol L* + NaCl
150 mmol L e agitado em vértex formando MLVs que sdo submetidas ao processo de extrusdo
manual na miniextrusora Avanti, através de uma membrana de policarbonato com poros de 100nm
21 vezes, que desencadeia a ruptura das MLVs e a remontagem em LUVs como esquematizado na

figura 5. Durante a extrusdo, a solucao lipidica é tipicamente empurrada para frente e para tras através
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da membrana dezenas de vezes, de modo que o corte da membrana define o tamanho final das
vesiculas (Luchini e Vitiello, 2021).

Figura 5 - Preparacdo dos filmes lipidicos

1. Lipidios em 2. Lipidios secos em 3. Hidratag¢do com
Cloroférmio formagcio tampdo Hepes 7.4

/ = L} i

5. Extrusao da suspensao atraveés

4.Hidratacdo e agitagdo de filtro de policarbonato

Fonte: Da Autora, 2024.

4.6 PREPARACAO CARREGADA COM LIPOSSOMAS ANTIOXIDANTES EM BRANCO

Os lipossomas em branco foram preparados obtendo filmes lipidicos finos e secos. Para isso,
solugdes estoque lipidicas foram misturadas em cloroférmio e submetidas a evaporacdo do solvente
sob fluxo de N2 seguida de secagem sob vacuo por 3 h. Este processo foi repetido para cada lipidio
PC e PG, para resultar na composicédo desejada: PC / PG (50:50) mol:mol. Os filmes foram hidratados
pela adicdo de tampdo HEPES 20 mmol L contendo 150 mmol L de NaCl, pH 7.4. Esta suspensédo
foi homogeneizada por agitacdo em vortex durante 2,5 min. Para obtencdo dos LUVSs, apds
homogeneizacéo, a suspensao foi submetida a extrusdo atraves de membranas de policarbonato (21
vezes em membranas com tamanho de poro de 100 nm) em miniextrusora Avanti. A incorporagéo da
paepalantina dependeu da sua natureza. Por se tratar de um bioativo ndo solivel em agua, a
paepalantina foi solubilizada nos filmes lipidicos com cloroférmio e posteriormente submetidos aos
mesmos processos de secagem e extrusdo das amostras em branco. As LUVs brancas e as LUVs
carregadas de paepalantina foram mantidas sob refrigeracao, protegidos da luz e usados dentro de 24

horas ap0s a preparacdo. Cada formulagéo foi preparada pelo menos duas vezes.
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4.7 CURVA DE CALIBRACAO DA PAEPALANTINA EM METANOL

Uma curva de calibracdo da paepalantina em metanol foi construida a fim de estabelecer uma
referéncia para quantifica-la ao longo do estudo e garantir as condi¢cdes que melhor caracterizam o
sistema de interesse. Para isso, distintas amostras de paepalantina foram diluidas em metanol
compreendendo a faixa de concentracdo de 0 a 25 umol L para a paepalantina. Cada amostra foi
submetida a uma varredura de 250 nm a 550 nm em espectrofotometro UV/Vis modelo Shimadzu
UV 1800. Os comprimentos de maxima absorcdo, bem como as respectivas intensidades de
absorbancia foram registrados. Desta forma, foi possivel construir um grafico da variacdo da

intensidade de absorbancia em fungéo concentracdo de cada bioativo.

4.8 TITULACOES ESPECTROFOTOMETRICAS PARA DETERMINAGCAO DO COEFICIENTE
DE PARTICAO (Kp)

Titulagbes espectrofotométricas foram realizadas na auséncia e na presenga de LUVs para
obtencdo da curva de calibragédo do bioativo e das isotermas de parti¢do. Para as curvas de calibracao,
0s espectros da paepalantina foram registrados em concentragdes crescentes variando de 0 a 1500
umol L usando um espectrofotdmetro UV-Vis modelo Shimadzu UV 1800 (Shimadzu Corp, Japao)
considerando a varredura de 250 a 550 nm. Curvas de calibragdo foram construidas considerando o
aumento da absorbancia em relagdo a concentracéo e ajustadas linearmente considerando a Lei de
Beer Lambert. A determinacdo dos coeficientes de particdo (Kp) foi feita fixando a concentracdo do
bioativo (16 pmol L) e monitorando a variacdo de suas propriedades espectrais na presenca de
concentracdes crescentes de lipossomas brancos (0 a 1500 pumol L™?). Todos os espectros foram
corrigidos para diluicdo de volume e efeitos de disperséo de luz, subtraindo os espectros das LUVs
brancas na auséncia de paepalantina. Os valores de Kp foram determinados através do ajuste ndo
linear (Eg. 1) das isotermas de particdo construidas a partir das intensidades de absorbancia

normalizadas em funcgéo das concentrac@es lipidicas, conforme segue:

Equacéo 1:

Abs (L) PN (Absmax B 1) o K,y [L]
AbSO AbSO 1 + Kp)/L [L]
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Onde Abs(L), Abso e Absmax S80 as absorbancias na presenga e auséncia de LUVs e a
absorbancia méxima obtida; [L] é a concentragdo de fosfolipidios; Kp é 0 coeficiente de particdo
molecular lipideo: 4gua e yL ¢ o volume molar do lipidio (0,75 dm® mol?) (Marsh, 2010). Todas as

experiéncias foram realizadas a 25 + 2°C.

4.9 CARACTERIZACAO DE TAMANHO E POTENCIAL ZETA

A técnica DLS (do inglés Dynamic light scattering) foi utilizada para avaliar o tamanho e o
indice de polidispersidade (PDI) das formulagdes. As amostras foram diluidas em tamp&o HEPES 20
mmol L1, NaF 150 mmol L atingindo concentracéo final de 100 umol L-* e analisadas em ZetaSizer
Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido).

Em seguida, a suspenséo (100 umol L) foi diluida na proporcédo de 50:950 (v:v) no mesmo
tampdo e em seguida transferida para uma cubeta descartavel DTS 1060 (Malvern) com elétrodos de
ouro para realizar medidas de potencial zeta através de experimentos de velocimetria laser Doppler
nos quais a mobilidade eletroforética foi medida a partir de trés medicbes. Todas as experiéncias

foram realizadas pelo menos trés vezes a 25 + 2°C, em experimentos separados.

4.10 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO ANTIOXIDANTE E CINETICA DE LIBERACAO

A eficiéncia de aprisionamento do bioativo (%EE) foi determinada por espectrofotometria
UV-Vis pelo método indireto. 0,5 mL de LUVs carregados com o bioativo foram centrifugados por
10 min a 7000 rpm, dos quais 100 pL do sobrenadante foram diluidos em 1.900 puL de metanol. Os
espectros de absorbancia da amostra foram registrados utilizando o espectrofotdbmetro modelo
Shimadzu UV 1800 (Shimadzu Corp. Japao) e a concentracdo do bioativo foi acessada com o auxilio
da respectiva curva de calibracdo. Apds isso, 0 %EE foi avaliado por meio da Eq. 2. Todos os

experimentos foram realizados em duplicata em ensaios diferentes.

Equacéo 2:

[BIO]supernatant
[BIO]total

%EE = 100 — ( X 100)
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Onde, [BlO]sobrenadante € @ concentracdo de bioativo no sobrenadante e [BIO]wtw € a

concentragdo total de bioativo utilizado na preparagéo de LUVs.

Os estudos de liberagdo in vitro das LUVs carregadas de paepalantina foram conduzidos
utilizando bolsa de dialise (membranas de acetato de celulose; 18,2 MQ cm; corte de 12.400 MW,
Sartorius, Alemanha), previamente acondicionada por lavagens sucessivas em agua deionizada a 60
°C, conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - Membranas de acetato de celulose;
18,2 MQ cm; corte de 12.400 MW

Fonte: Da Autora, 2024.

Para isso, 1350 uL de LUVs carregadas de paepalantina foram adicionadas a membrana de
dialise e ambos os lados foram selados para evitar vazamentos, conforme representado na figura 7.
As bolsas foram colocadas imersas em 30 mL de tampdo HEPES pH 7,4 (20 mmol L"* HEPES + 150
mmol L NaCl + 0,5% de Tween 80) e mantidos sob agitacdo ao abrigo da luz. A liberagédo do
bioativo foi analisada extraindo aliquotas de 700 uL da solucéo receptora em intervalos de 30 min, 1,
2,3,4,5,6, 24,48, 72, 96,120 e 144 horas em temperatura ambiente. A cada retirada de 700 pL de
uma aliquota para andlise, foram adicionados 700 pL do tampéo utilizado no meio receptor para

manter o volume constante durante o experimento.
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Figura 7 - Bolsa de dialise utilizada
ensaio de liberagdo in vitro.

Fonte: Da Autora, 2024.

A quantidade de bioativo liberado em cada tempo foi determinada com o espectrofotdmetro
Shimadzu UV 1800. A absorbancia obtida em cada aliquota foi convertida em percentual de liberacao
utilizando a curva de calibracdo, ao comparar a absor¢cdo em cada instante com o total do bioativo
encapsulado. As curvas obtidas foram ajustadas com o modelo Korsmeyer-Peppas para investigar o
mecanismo pelo qual a liberacdo ocorre. Uma vez que este modelo permite a determinacdo do
mecanismo de liberacao dos ingredientes em funcdo do expoente de difusdo, n, conforme apresentado

na equacdo semi-empirica de Korsmeyer-Peppas (equacao 3):

Equacao 3: Mi; = Kgp X 1",

Onde M ¢ a liberagdo do composto ativo no tempo t, Moo é a quantidade de liberagdo do
composto por tempo infinito, Kkp € uma constante que considera aspectos estruturais e geométricos
do sistema, e o valor do expoente (n) indica 0 mecanismo de liberacdo. Para sistema de distribuicao
de geometria esférica, n < 0,43 sugere um comportamento de difusdo Fickiano, para 0,43 <n < 0,85
corresponde a um transporte anémalo ndo-ficciano e para n > 0,85 0 mecanismo de liberacdo esta
relacionado ao transporte relaxal (Silva et al., 2020; Custddio et al., 2022). Todos 0s experimentos

foram realizados em duplicata.



31

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). As estatisticas
foram realizadas no Software Origin (versao 8.5) utilizando analise ANOVA unidirecional seguida
pelo teste de Tukey. O software GraphPad Prism v.8.0.2 (GraphPad, San Diego, CA, EUA) foi
utilizado para analisar os ensaios bioldgicos. O teste t ndo pareado foi adotado para comparacao
pareada, e ANOVA unidirecional ou Kruskall Wallis com teste post hoc de Dunn foram realizados

para comparagdo multigrupo. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CALIBRACAO DA PAEPALANTINA EM METANOL

A curva de calibracdo corresponde a relacdo grafica entre os valores de absorbancia (Abs) e
os de concentracdo. Com base nisso, inicialmente, foram verificadas no espectrofotometro a
absorbancia (Abs) das solugcbes cujas concentracbes eram conhecidas. A figura 8 exibe o
comportamento espectral da PAE em distintas concentracdes. E possivel perceber que a paepalantina
apresentou bandas bipartidas com picos de absorbéncia na regido de 376 nm para banda | e de 265
nm para a banda Il, o que segundo Vilegas et al. (1988) é uma caracteristica de naftopiranonas,
demonstrando, assim como descrito na literatura, as espécies de Paepalanthus possuem moléculas
que apresentam naftopiranonas e flavonoides (Vilegas et al., 1998; Santos, et al., 2001, Zanutto et al.,
2012 e Amaral et al., 2012), uma vez que as naftopiranonas apresentam no espectro no UV-Vis bandas

bipartidas caracteristicas em 270-273 nm.

Figura 8 - Espectro de absorbancia da paepalantina em metanol
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Fonte: Da Autora, 2024.

Através do resultado apresentado na figura 8, foi possivel construir a curva de calibracdo da
PAE. A figura 9 representa as intensidades de maxima absorcdo que foram plotadas em funcdo da
respectiva concentracdo do bioativo. Nesse sentido, a curva de calibracdo obtida para o padrdo do

bioativo, foi submetida a um ajuste linear para verificagdo da linearidade do sistema e a conformidade
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com a lei de Beer-Lambert. E notorio que a curva construida apresenta um comportamento linear
respeitando os limites da lei de Beer-Lambert. O ajuste linear sobre os dados experimentais foi
realizado exibindo o coeficiente de correlagdo R? = 0,99344. Haja vista que, 0 R?é um dos parametros
para verificar um bom ajuste dos pontos experimentais, segundo Chui et al (2001), o coeficiente de
correlacdo permite estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1, menor a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados. Com base no resultado obtido, comprovou-se estatisticamente que a curva de calibragéo
obtida do bioativo esta expressa de forma linear com os pontos obtidos das concentracdes das

solucdes analisadas.

Logo, verificou-se a linearidade da relagcdo entre absorbancia e concentragdo, de modo que
a curva obtida obedece a lei de Beer - Lambert, em que solugdes absorvem diferentes quantidades de
luz em funcdo de sua concentracdo (Mazag, 2018). De posse da curva de calibracdo, € possivel
determinar e calcular o fator de conversdo de valores de absorbancia em concentragdo (Vaz et al.,
2017; Moura et al., 2007) e assim, a curva de calibracdo do bioativo PAE em metanol permite
estabelecer uma referéncia que possibilita quantificar tanto o bioativo encapsulado nas LUVs, quanto

a fracdo liberada nas cinéticas de liberacéo.

Figura 9 - Curva de calibragdo obtida para o padréo da paepalantina
usando metanol como solvente

1.4
1,2 /. - —
Egquation y=a+b¥x
104 Plat E
‘ Wieight Mo Waghting
- ] _ - -
2 psA Inereent 001502 £ 002323
< e Slope 000888 22 21401E4
8 > e
g 0,6 - Residual Sum of Squares 000715
Pearsonsr 0595726
0.4 1 R-Sguss [CO0D) 0595453
e Adj. F-Square 0339344
02 o .
/'/ = Curva Experimental
0,0 . —— Ajuste Linear
T T T T T T T T T
0 50 100 150 200

[PAE] ymol L

Fonte: Da Autora, 2024.
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5.2 DETERMINAGAO DO COEFICIENTE DE PARTICAO (Kp)

Foram obtidas vesiculas unilamelares grandes (LUVs) com diametro médio variando entre 120
e 198 nm e indice de polidispersividade (PDI) médio de 0,05, conforme determinado por
espalhamento de luz dindmico (DLS), utilizando o equipamento ZetaSizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Worcestershire, U.K.). O baixo valor de PDI evidencia a formagdo de um sistema
homogéneo, com distribuicdo de tamanho uniforme, caracteristica essencial para garantir

reprodutibilidade e confiabilidade nos estudos de interacdo com compostos bioativos.

A adequada padronizacdo do tamanho e da homogeneidade das vesiculas constitui um fator
determinante para a avaliagdo de parametros fisico-quimicos associados a interacdo lipidio—bioativo,
uma vez que variacdes estruturais podem influenciar diretamente os processos de incorporacao,
estabilidade e liberacdo de compostos encapsulados (Lasic, 1993; Torchilin, 2005). Sistemas
lipossomais com baixa polidispersividade apresentam comportamento biofisico mais previsivel e
maior reprodutibilidade experimental, aspectos fundamentais para estudos de interacdo molecular em
modelos de membrana (New, 1990). Nesse contexto, o coeficiente de particao (K,) foi empregado
para avaliar a afinidade do composto bioativo pela composicéo lipidica encapsulante PC/PG (50:50).
O K, é amplamente utilizado como parametro quantitativo para estimar a distribuicdo de um
composto entre as fases aquosa e lipidica, refletindo sua preferéncia pelo ambiente hidrofébico da
membrana e, consequentemente, seu potencial de encapsulamento e liberagdo controlada (Santos;
Castanho, 2005; Castanho; Santos, 2000).

Para a determinagdo de K,, foram realizadas titulagdes espectrofotométricas da PAE na
concentragdo de 16 pmol L' com solugdes lipidicas em concentragdes crescentes (0 a 1500 pmol
L), correspondentes as aliquotas lipidicas de interesse. A abordagem espectrofotométrica é
amplamente empregada para investigacdo de interacdes entre compostos bioativos e membranas
modelo, permitindo a obtencéo de parametros termodinamicos a partir de variagdes nas propriedades
Opticas do sistema (Castanho; Santos, 2000). Posteriormente, os dados experimentais foram tratados
utilizando o software Origin 9.5® (2018), por meio de ajuste ndo linear da curva construida a partir
das intensidades de absorbancia normalizadas em funcao da concentragdo lipidica, conforme descrito

na Equacado 1, possibilitando a obtencao dos valores de K, em M.

Na figura 10a, é possivel observar a variagdo do padrdo espectral da paepalantina em
funcdo da adicdo da solucdo lipidica de LUVs PC/PG (50:50). Esse resultado apresentado consiste
em um espectro que indica os comprimentos de ondas absorvidos e a intensidade da absorcdo em

cada comprimento de onda em funcdo da adic&o de solucéo lipidica. E possivel notar que existe um
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aumento na intensidade de absorbancia com o aumento da concentracdo de lipidio. Esse efeito é um
indicativo de que o bioativo estd se deslocando de um ambiente polar, como o tampéo, para um
ambiente apolar, como a bicamada lipidica (Rich et al., 2017; Leite et al., 2014). Os valores de
méaxima absor¢éo obtidos para cada concentracéo de lipidio adicionado foram divididos pela absorcéo
da paepalantina em tampao. Estes valores foram plotados em funcéo da concentracéo lipidica e usados
na construcdo da isoterma de particdo exibida na Figura 10b. Adicionalmente, a curva resultante foi
submetida ao ajuste ndo linear, através da eq. 1, para obtencdo do Kp, representado pela linha
vermelha continua na Figura 10b. O valor de Kp obtido foi de (425 + 75) mol L e 0 R? = 0,992. Ndo
foi possivel fazer comparativo em literaturas, visto que este € o primeiro trabalho proposto para
investigacdo de encapsulamento da paepalantia, porém o resultado obtido é similar ao apresentado
para o bioativo quercetina com a mesma composicao lipidica (Rich et al., 2017; Leite et al., 2022).
Este resultado sugere que a afinidade da paepalantina pela composicéo lipidica é equilibrada, sendo

suficiente para viabilizar o encapsulamento sem comprometer sua liberacéo.

Figura 10 - Titulagdes espectrofotométricas da paepalantina (16 umol L-1)
concentracgdes crescentes de lipidios (0 - 1500 umol L-1)
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Nota: @) Mudancas espectrais da paepalantina representativas em funcdo da adicdo de solucéo
lipidica para PC/PG (50:50). b) Determinacao dos valores de Kp na presenca de PC/PG (50:50)
LUVs em pH 7,4. A linha continua foi obtida usando o ajuste ndo linear mostrado na equagéo 1
para as duas curvas de absorbancia. Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente.

5.3 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES LIPIDICAS POR ESPALHAMENTO DE
LUZ DINAMICO (DLS) E MEDIDAS DE POTENCIAL ZETA

A técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), foi utilizada neste trabalho para obter o
tamanho médio das LUVs na presenca e na auséncia de paepalantina. Uma das caracteristicas mais
importantes a serem levadas em consideracdo na formulacdo de sistemas nano e microparticulados,
pois este parametro influencia em fatores tais como a capacidade de carregamento, biodistribuicéo,
toxicidade, meia-vida sisttmica, perfil de liberacdo, estabilidade, internalizagdo celular, perfil de
liberacdo e capacidade de agir em um alvo especifico (De Lima e Mortari, 2022). Vale ressaltar que
0 DLS néo fornece informacdes sobre o formato da nanoparticula, no entanto é caracteristico das
lipossomas a geometria esférica que permite a obtencao precisa de seu raio hidrodinamico por meio
desta técnica. Além disso, destaca-se que os lipossomas ndo absorvem no mesmo comprimento de
onda do laser usado no equipamento, outro fator que favorece a determinacgdo de seu tamanho pela
técnica escolhida (Manaia et al.,2017). A tabela 1 apresenta o didmetro médio das composic¢des de

lipidios contendo paepalantina encapsulada.
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Tabela 1 - Didametro médio das composicdes de lipidios com ou sem
paepalantina encapsulada

Composicao Lipidica Diametro Médio (nm)
POPC (50:50) + PAE D=188,5+ 13,4
POPC (50:50) D=122,2+5,2

Fonte: Da Autora, 2024.

As nanoparticulas carregadas com paepalantina tiveram seu diametro médio medido pelo
método DLS de, onde foi possivel obter que o tamanho médio é de 188,5 + 13,4 nm. Enquanto 0s
lipossomas brancos apresentam um didmetro medio de 122,2 + 5,2 nm. Através destes resultados foi
possivel observar que a paepalantina contribui significativamente para 0 aumento do diametro médio
das estruturas, esse efeito também foi observado no encapsulamento de outros bioativos em sistemas
lipidicos (Custodio et al., 2022, Mendes et al., 2024) Justifica-se em funcdo do aumento de massa e

volume ocupado pelas moléculas dos bioativos no interior e superficie das lipossomas.

Além do tamanho médio foi possivel acessar o potencial Zeta destes sistemas. Segundo Puglia
e colaboradores (2014), o potencial Zeta é um parametro importante, pois permite a observacéo da
estabilidade das particulas dispersas. Segundo os autores, valores elevados de potencial Zeta
(positivos ou negativos), permitem a estabilizacdo dos sistemas nanoparticulados, sendo que
fendmenos de instabilidade, como, por exemplo, agregacdo sao improvaveis de acontecer em sistemas
com particulas de potencial Zeta (> - 30 mV), em consequéncia da repulsdo eletrostatica entre
particulas com mesma carga elétrica. Na tabela 2 sdo apresentados os valores méedios do potencial

Zeta obtidos a partir das formulag6es analisadas.

Tabela 2 - Potencial Zeta médio das diferentes composi¢des de lipidios contendo
paepalantina encapsulada

Composicao Lipidica Potencial Zeta (mV)
POPC (50:50) + PAE Z=-950+14
POPC (50:50) Z=-68,3+1,8mV

Fonte: Da Autora, 2024.
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O potencial zeta encontrado apresentou resultado médio de -68,3 £ 1,8 mV para as lipossomas
brancas e -95,0 + 1,4 mV para as lipossomas com paepalantina. O potencial negativo esta relacionado
com o carater aniébnico da molécula de PG e proporciona maior estabilidade ao sistema como
nanocarreador. Nota-se que a inclusdo da paepalantina contribuiu para o aumento deste potencial.
Isso pode ser atribuido pela presenca da paepalantina na superficie das lipossomas, como observado
anteriormente para quercetina e outros polifenois (Custddio et al., 2022, Mendes et al., 2024). Esta
estabilidade se da pela repulsdo eletrostatica entre as LUVs dispersas em solucgdo, reduzindo a
tendéncia de agregacao e fusao entre essas estruturas (Pivetta et al., 2019; Sciolla et al., 2021; Mano
et al., 2018; Vanova et al., 2017; Paquet-Coté et al., 2019; Batista et al., 2007; De Lima e Mortari,
2022). Isso sugere gue os sistemas nanoparticulados preparados usando o método deste trabalho tém
potencial de alta estabilidade.

5.4 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DA PAEPALANTINA EM
MLVS

A eficiéncia de aprisionamento de um bioativo depende muito da sua solubilidade no material
da matriz ou polimero (dissolucdo ou dispersdo solida). Isso esta relacionado a composicdo do
polimero, peso molecular, interacdo farmaco-polimero e presenca de grupos funcionais finais (éster
ou carboxila) (Fresta et al., 1995; Govender et al., 2000; Panyam et al., 2004). Desta forma, a
eficiéncia de encapsulamento da paepalantina em funcdo da composicdo das LUVs também foi
avaliada. Os espectros de absorbancia da amostra foram registrados utilizando espectroscopia UV-
Vis e a concentragdo do bioativo foi acessada com o auxilio da respectiva curva de calibragdo. Apos
isso, 0 %EE foi calculado por meio da equacdo 2, resultando em uma eficiéncia média de
encapsulamento de 74 + 6%.

5.5 ENSAIO DE PERFIL DE LIBERACAO CONTROLADA IN VITRO

Ensaios de liberagdo controlada da paepalantina encapsulada nas LUVs foram realizados para
avaliar a cinética de liberacdo do bioativo. O perfil de liberacdo controlada da paepalantina foi

avaliado in vitro em funcéo do tempo e os resultados até 192° hora e € exibido na figura 11.
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Figura 11 - Ensaios de liberagéo controlada para a paepalantina
com ajuste referente ao modelo de Korsmeyer Peppas
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Fonte: Da Autora, 2024,
Nota: Os pontos representam a media de uma duplicata e a linha continua sdo obtidas pelo
ajuste ndo linear, considerando a equagdo de Korsmeyer Peppas.

Para as analises de liberacdo controlada, as lipossomas PC/PG (50:50) contendo paepalantina
apresentaram uma maior taxa de liberagé&o nas primeiras horas iniciais. No entanto, a taxa de liberagao
se manteve estavel ap6s a 4° hora até a 12° hora de anélise, sem grandes aumentos na taxa de liberacao.
Porém, entre a 24° hora até a 192° hora, as formulacdes exibiram uma liberacdo significativa,
apresentando um aumento da liberacdo no meio até sua estabilizacdo apds 192° hora. Dash et al
(2010), destaca que, essa combinacdo de uma liberacdo inicial rapida, seguida por uma fase
controlada e posteriormente sustentada, configura um perfil de liberacdo ideal para diversas
aplicacdes farmacoldgicas, ao associar a obtencédo de eficacia terapéutica imediata com a manutencéao
prolongada do efeito. Tal perfil pode contribuir para reduzir a frequéncia de administracdo, melhorar

a adesdo ao tratamento e otimizar a resposta clinica.

Por outro lado, é importante ressaltar que a liberacdo de substancias é resultado de diversos
fatores, incluindo a penetracdo do meio utilizado (tampéo) para a matriz da particula, a difusdo do
composto ativo através da matriz, a degradacdo do polimero, a espessura da parede da particula, a
afinidade dos compostos ativos com o polimero, difusdo do composto ativo atraves da matriz do
polimero e a absorcdo e degradacdo do polimero (Washington. 1996; Zigoneanu et al., 2008).

Zigoneamu (2008), ressalta que, o efeito cumulativo desses fatores resulta no perfil de liberacdo do
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composto, caracterizado por uma grande liberacdo inicial seguida de um patamar constante de
liberagdo. Esse comportamento pode estar relacionado com o fato do composto ativo estar perto ou
ligado a superficie das nanoparticulas (Zigoneanu et al., 2008) e é coerente com o que foi observado
no resultado obtido para a paepalantina em PC/PG (50:50).

O modelo matematico de Korsmeyer-Peppas foi usado para entender os mecanismos de
liberacdo controlada e estéa representado pela linha vermelha continua na figura 11. A execucédo do
ajuste ndo linear, considerando a equacéo 3 resultou em um R?de 0,99, a constante Kkp 40 h%, um
expoente n de 0,24. Esses numeros indicam que o modelo de Korsmeyer Peppas é adequado para
descrever o mecanismo de liberagcdo da paepalantina pelos lipossomas PC/PG (50:50). Além disso,
revelam que o mecanismo pelo qual a paepalantina é liberada envolve um comportamento de difuséo
Fickiano, dependente apenas da diferenca de concentracdo da paepalantina no interior e no exterior

das lipossomas (n < 0,43).
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6 CONCLUSOES

As caracterizagdes realizadas ao longo deste estudo evidenciam que a paepalantina apresenta
um comportamento consistente em sistemas lipidicos, especialmente quanto a sua distribuicdo entre
ambientes hidrofilicos e hidrofobicos. A variagdo observada no comprimento de onda maximo apos
a incorporacdo lipidica indica que o composto migra preferencialmente para regides menos polares,

comportamento que reforca sua afinidade por matrizes lipidicas.

As formulagdes de lipossomas multilamelares (MLVs) contendo paepalantina apresentaram
parametros fisico-quimicos estaveis, conforme indicado pelas analises de espalhamento de luz
dindmico e pelas medidas de potencial Zeta. Esses resultados sugerem que a estrutura do lipossoma
obtida é adequada para manter a integridade do composto, permitindo sua distribuicdo homogénea no
sistema. As eficiéncias de encapsulacao e os perfis de liberagéo, determinados por espectrofotometria,
demonstraram que o método empregado foi capaz de incorporar o bioativo de maneira satisfatoria e

promover sua liberacao gradual, dentro do esperado para sistemas dessa natureza.

Os dados obtidos nesta etapa inicial apontam para a necessidade de aprofundar a investigacéo
sobre o comportamento da paepalantina encapsulada em lipossomas unilamelares de grande tamanho
(LUVs). Etapas futuras incluirdo analises in vitro, com uso de técnicas de cultura celular, a fim de
observar possiveis interacdes do composto encapsulado com diferentes modelos celulares. Essas
analises permitirdo compreender, de forma mais abrangente, como o bioativo se comporta em

condicdes experimentais que simulam o ambiente bioldgico.

Considerando a escassez de estudos voltados ao encapsulamento da paepalantina,
especialmente nas concentracfes aqui exploradas, este trabalho contribui significativamente para a
literatura ao demonstrar a viabilidade da nanoencapsulacdo e ao apresentar um conjunto de
parametros que podem orientar pesquisas subsequentes. Os sistemas desenvolvidos mostraram-se
estaveis e constituem uma base metodoldgica solida para estudos futuros, tanto no que diz respeito a
otimizacdo do processo de encapsulamento quanto a ampliacdo das analises fisico-quimicas e

experimentais que envolvem esse composto.
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