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A eficiéncia de encapsulamento de moléculas bioativas por meio de
sistemas lipossomais

The encapsulation efficiency of bioactive molecules through liposomal
systems

Beatriz Fogare !, Marcelle de Lima Ferreira Bispo 2, Renato Marcio Ribeiro Viana 3

RESUMO

O encapsulamento de farmacos visa direcionar as substancias farmacéuticas para os locais com
enfermidades, buscando diminuir efeitos colaterais e aumentar a chance de eficacia. O encapsulamento de
medicamentos pode envolver diversos mecanismos para garantir a liberagdo controlada e segura das
substancias, como, por exemplo, o sistema lipossomal. O objetivo do trabalho consiste em garantir a facil
administracdo de trés moléculas hidrofébicas (pouco solUveis em agua) através de sistemas lipossomais de
modo que haja a possibilidade de aumentar a sua solubilidade. As moléculas foram submetidas aos
procedimentos de varredura para determinacdo de lambda méaximo,construcdo de curva de calibragéo,
incorporagdo em sistemas lipossomais contendo 10% DMSO e célculo da eficiéncia de encapsulamento de
cada molécula ap0s esses processos.Além disso, os lipossomas foram liofilizados para permitir a sublimagao
do solvente, o que levou a realizagao de novos célculos de eficiéncia de encapsulamento, a fim de validar se
as moléculas realmente conseguiram ser solubilizadas em agua. Ap6s o encapsulamento, foi notado que as
substancias conseguiram aumentar sua solubilidade em 99%.
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ABSTRACT

Drug encapsulation aims to direct pharmaceutical substances to the sites of disease, in order to reduce side
effects and increase the chance of efficacy. Drug encapsulation can involve various mechanisms to ensure
the controlled and safe release of substances, such as the liposomal system. The aim of this work is to
guarantee the easy administration of three hydrophobic molecules (not very soluble in water) through
liposomal systems so that there is the possibility of increasing their solubility. The molecules were subjected
to scanning procedures to determine maximum lambda, calibration curve construction, incorporation into
liposomal systems containing 10% DMSO and calculation of the encapsulation efficiency of each molecule
after these processes. In addition, the liposomes were lyophilized to allow sublimation of the solvent, which
led to new encapsulation efficiency calculations being carried out in order to validate whether the molecules
really were able to be solubilized in water. After encapsulation, it was noted that the substances managed to
increase their solubility by 99%.

KEYWORDS: encapsulation; lipossome; molecule.
INTRODUCAO

O encapsulamento é um processo gue consiste em envolver uma determinada
molécula & uma substancia. “As primeiras tentativas para a obtencdo de um sistema
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transportador eficaz tiveram como base o0s experimentos de encapsulamento das
biomoléculas a transportar em vesiculas de nylon e outros polimeros sintéticos” (MACHADO
et al, 2007).

A utilizacdo de lipossomas como transportadores de substancias quimicas permite
uma melhoria na solubilidade do farmaco garantindo a eficiéncia na administracdo do
mesmo, assegura protecdo da molécula através da formagcdo de camadas protetoras em
volta da substancia preservando seu material até a chegada ao alvo. Além disso, 0 manuseio
do lipossoma pode auxiliar na reducdo de efeitos colaterais presentes nos farmacos
reduzindo sua interacdo com o organismo.

“Lipossomas sao vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas
orientadas concentricamente em torno de um compartimento agquoso e servem cOmo
carreadores de farmacos, biomoléculas ou agentes de diagnostico” (BATISTA et al, 2007).

E possivel citar também que os lipossomas s&o “sistemas altamente versateis, cujos
tamanho, lamelaridade, superficie, composicéo lipidica, volume e composicdo do meio
aquoso interno podem ser manipulados em fungcdo dos requisitos farmacéuticos e
farmacoldgicos”(NUNES, et al, 2012). Dessa forma, é possivel observar que os lipossomas
séo deselvolvidos para melhor atender as necessidades impostas.

Neste trabalho avaliou-se o processo de encapsulamento de moléculas
desenvolvidas como antimicrobianas pelo laboratorio da professora Marcelle de Lima
Ferreira Bispo da Universidade Estadual de Londrina. Estas substancias foram projetadas e
sintetizadas para interagir com alvos moleculares em bactérias, entretanto, careciam de
solubilidade em agua, mesmo em solugdes contendo DMSO até 5% (v/v).

Portanto, projetou-se encapsular essas substancias em sistemas lipossomais para
que elas pudessem ser avaliadas como sistemas do tipo nanoemulsdo e entregues as
células alvo. As moléculas podem ser observadas na Figura 1:

Figura 1 — Moléculas desenvolvidas
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Chemical Formula: C1gH10CINO3
Molecular Weight: 299,71

Fonte: Autoria da Professora Dr. Marcelle de Lima Ferreira Bispo

OBJETIVO

Objetivo geral:

1.Analisar a eficancia do encapsulamento de substancias antimicrobianas em
sistemas lipossomais visando sua entrega eficaz as células alvo.
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Objetivos especificos:
1.Projetar sistemas lipossomais para o encapsulamento de moléculas bioativas.

2.Avaliar a solubilidade das moléculas encapsuladas tanto em sistemas lipossomais
com Dimetilsuféxido quanto &gua.

METODOS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os métodos utilizados para a implementacéo dos sistemas lipossomais nas moléculas
foram determinacdo de lambda méaximo, curva de calibracédo, lipossoma (SPC:COL) e
eficiéncia de encapsulamento.

Para a etapa da varredura, foram utilizadas as medidas expostas no Quadro 1, as
amostras passaram pelo Uv-Vis contendo 50% H20O/DMSO e o equipamento realizou uma
leitura entre 295 a 800 nandmetros para registrar o lambda méaximo. Para a analise, foram
preparadas solucfes stock de cada uma das moléculas com as seguintes pipetagens:

Quadro 1 — Solucgdes stock para a varredura

PR

Molécula

Concentracéo
Inicial (mmol/L)

Concentragdo
Final (mmol/L)

Volume da
solugéo (uL)

Volume de
DMSO (uL)

VoI’ume
Agua (uL)

de

PCUM-15

20

100

20

1980

2000

PCUM-11

14

0,056

4

496

500

PCUM-26

17

0,1

6

494

500

Fonte: Da préria autora (2022)
No processo de determinacdo da curva de calibracéo, as leituras no Uv-Vis foram

realizadas através de uma proporgéo 1:1 contendo H20/DMSO e as absorbancias foram
registradas a partir do lambda maximo de cada molécula. Inicialmente, foi preparado uma
solucdo stock de cada molécula e por meio dela foram criadas amostras de diferentes
concentracdes dissolvidas em Dimetilsulfoxido e dgua. As solucdes stock se encontram no
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Quadro 2:

Quadro 2 — Solucbes stock para criacdo das amostras

Molécula Concentragao Inicial Volume da Solugéo (mL) | Volume de DMSO (mL)
(mmol/L)

PCUM-15 20 0,05 0,95

PCUM-11 14 0,071 0,929

PCUM-26 17 0,059 0,941

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

Os lipossomas preparados possuiam uma concentragdo de 1 mmol/L, a sua
composicgao consiste em 58 mg de SPC e 30 mg de Colesterol, em uma proporgéo de 7:3
SPC/COL, dissolvidos em 1 mL de Cloroférmio. O filme lipidico era formado através de um
volume de 9 uL de SPC e 4 uL de Colesterol em uma estimativa de tempo de uma hora
aproximadamente. Foram acrescentadas quantidades de solucdo stock de cada molécula
trabalhada, contendo 10 % DMSO, o lipossoma formado passou pelo processo de sonicacao
por meia hora através de uma frequéncia de 30Hz, seguidamente, 100 uL da solucao
sonicada foi analisada no equipamento DLS juntamente com 900 mL de agua para
determinar o tamanho e o potencial zeta.

Apbs a analise do DLS, 400 uL do lipossoma foi submetido ao processo de
centrifugagéo por uma hora, posteriormente, 200uL dessa amostra acrescida com 200 mL
de DSMO foi analisada novamente no Uv-Vis para leitura da absorbancia de cada molécula
em seu comprimento de onda especifico. Apds essa analise, o calculo da eficiéncia de
encapsulamento foi realizado para o lipossoma 10% DMSO.
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ApOs o calculo, o lipossoma foi liofilizado, onde foi realizado o processo de sublimacéo

do mesmo, ou seja, 0 material organico presente na solucdo foi evaporado. A amostra
liofilizada passou pelo ultrassom por 10 minutos contendo um volume de 1 mL de &agua,

posteriormente, a absorbancia, tamanho e potencial zeta foram analisados nas mesmas
medidas do lipossoma 10% DMSO.

Com isso, a eficiéncia de encapsulamento para o lipossoma suspenso em agua foi

calculada. As quantidades pipetadas para a formacao do lipossoma foram as mesmas e
montadas no Quadro 3:

Quadro 3 -Volume do lipossoma

Volume da solucdo Volume de SPC | Volume de | Volume de DMSO Volume de agua
stock (uL) (uL) Colesterol (ulL) (uL) (uL)
50 9 4 50 900

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

A eficiéncia de encapsulamento foi calculada através da equacéo da reta, construida
por meio da curva de calibracdo e da leitura de absorbancia de cada molécula apos o
lipossoma passar pelos processos de centrifugacdo. A eficiéncia de encapsulamento foi
calculada para os dois momentos,antes e apés a liofilizacdo com a seguinte férmula:
g Cl — CF
ol

RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir da varredura realizada pelo Uv-Vis, o lambda maximo das moléculas PCUM-
15, PCUM-11 e PCUM-26 foram de 307 nanGmetros, 308 nanGmetros e 293 nandmetros,
respectivamente. A leitura pode ser visualizada na Figura 3:

Figura 3 — Varredura das moléculas

PCUM-11
4 PCUM-15 0 PCUM-28
35 rl' J\ 0804
| L
| 308 nm ]
o “\ wi ] L
L | E ‘ h /’ \.‘\ iy ‘I
0 Y . \
?ﬁ 20 | g o ‘ \ Bon \
\ \ < 293 nm
15 [F . -
[ 307 nm o N ‘ N
1 N .
o \\V\\ ] | ,.’ \\\,r-f“»
05 (PN : - \ / AN
. 008 (£ \J
o0
T T T T T T 000+ T T T T T T 0% T T T T |
moH W W M 4 0 FORE R ®Woom W @ W W

nm nm

Fonte: Prépria autora (2023)

Através do valor do lambda maximo encontrado, foi possivel realizar a analise das

amostras de cada molécula e determinar a absorbancia em cada comprimento de onda
especifico. Os resultados se encontram na Figura 4:

Figura 4 — Resultado da leitura no Uv-Vis
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Molécula |Concentracdo (mmol/L) |ABS (nm) | Molécula [Concentragcdo (mmol/L) |ABS (nm)
O,1 0,03 0,194

0,2 0,06 0,161

PCUM-15 0,6 0,15 0,207
1,2 0,2 0,255

3 0,5 0,179

0,42 0,9 0,492

0,84 1,2 0,78

1,26 1,5 0,909

,1 1,7 1,067

Z Z 2 1,24

- - 2,3 1,471

- 3 1,872

Fonte: Prépria autora (2023)

Com os resultados obtidos da leitura dos comprimentos de onda especifico, o gréfico
da Curva de Calibracdo de cada molécula foi construido, de modo a obter um coeficiente de

determinacdo (R?) superior a 0,95, o qual era considerado aceitavel para o trabalho. Os
gréficos podem ser observados na Figura 5:

Figura 5 — Curva de Calibracao das moléculas
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Fonte: Da prépria autora (2023)

Com a construgcdo da Curva de Calibragdo de cada molécula, a eficiéncia de
encapsulamento para o lipossoma 10% DMSO foi calculada, a leitura no Uv-Vis ap0s as
amostras passarem pela centrifugacéo foi de 0,147 para PCUM-15, 0,365 da PCUM-11 e
0,462 da PCUM-26. A demonstragdo do célculo pode ser visualizada na Figura 6:

Figura 6 — Calculo da eficiéncia de encapsulamento da PCUM-15

Para PCUM-15:

v = 0,6034x + 0,0924
Substituindo o valor de 0,147 em y-
0,147 = 0,6034x + 0,0924

X = 10,0905 umol/L

A concentrac&o inicial foi calculada da seguinte
forma:

Ci.Vi=Cf.Vf
Ci.200 = 0,0905.400

Ci = 0,181umol/L

Com isso, a eficiéncia de encapsulamento foi
calculada da sequinte forma:

ci—cf
EE =———" x 100%
ci

Substituindo os valores:

1-—0,00181
EE = — ) X 100%

EE = 99,98%

Fonte: Da propria autora.
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Com isso, apos a liofilizagéo e retorno ao volume de 1 mL de &gua, os lipossomas
passaram pelo processo de centrifugacéo e relidos no Uv-Vis, onde foi possivel obter as
absorbancias de 0,519, 0,510 e 0,493, respectivamente. O mesmo calculo foi realizado para
as moléculas suspensas em agua,com isso o0s valores finais se encontram no Quadro 4:

Quadro 4 — Resultados Finais

. Média do Média do | Mediado
Média do - o Potencial A
. Potencial Eficiénciade |Tamanho Eficiéncia de
Molécula| Tamanho . Zeta
Zeta Encapsulamento Final ] Encapsulamento
(nm) mv) (nm) Final
(mV)
PCUM-
15 306,2 -20 99,98% 486 -29 99,86%
PCUM-
11 326 -18 99,87% 425 -27 99,83%
PCUM-
26 232 -30 99,87% 438 -28 99,86%

Fonte: Da prépria autora.

CONCLUSAO

Com todas as analises realizadas pelos equipamentos e calculos desenvolvidos,
todas as moléculas tiveram uma taxa de 99% de eficiéncia de encapsulamento em ambos
0s casos, apresentando apenas diferencas nos valores de comprimento de onda especificos,
decorrentes da utilizacdo do Dimetilsufoxido e 4gua, sendo assim, o objetivo proposto pelo
trabalho foi cumprido com sucesso.

Espera-se que mais trabalhos cientificos envolvendo os lipossomas sejam utilizados
futuramente, pois se trata de uma Otima ferramenta para profissionais que busquem
direcionamento correto, segurancga e reducdo de toxicidades em suas medicacgdes.
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