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RESUMO

Lipossomas sdo estruturas nanométricas constituidas por bicamadas
fosfolipidicas orientadas concentricamente em torno de um compartimento aquoso e
servem como carreadores de farmacos, sendo util no tratamento de doengas. No Brasil,
verifica-se que um grande numero de individuos sofreram algum tipo de infecgdo
fingica sist€émica e ha gastos consideraveis para esse tratamento, devido ao carater
cronico dessas infec¢des, demandando longos periodos de tratamento, além de
caracteristicas dos farmacos que dificultam a biodisponibilidade e eficacia do
tratamento. Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi buscar uma maneira
eficaz de produzir um lipossoma que contenha Anidulafungina para aumentar a adesao
e eficicia do tratamento para infecgdes fungicas sistémicas. A técnica utilizada foi a
hidratacdo do filme lipidico com uso de técnicas de top-down, como a sonicagdo.
Antes da sonicagdo, obteve-se um resultado com um indice de polidispersao (Pdl) de
0,311; tamanho médio (Z-average) de 950,8 nm e potencial zeta de -57,8 mV. Depois
de sonicar um minuto obteve-se Pdl de 0,251, tamanho médio de 182,4 nm e potencial
zeta de -57,7 mV, porém nao suficientes para as devidas finalidades. Na segunda
tentativa antes de sonicar o Pdl foi de 0,466, tamanho médio de 828,7 nm e potencial
zeta de -66,3 mV, retratando particulas grandes e pouco homogéneas. Depois de
sonicar por dois minutos tiveram particulas menores € mais homogéneas, com
tamanho médio (Z-average) de 131,6 nm, Pdl 0,228 e potencial zeta de -52,2. Os
resultados promissores, no fim da segunda tentativa, mostram o potencial do

procedimento empregado e abrem possibilidades para trabalhos futuros sobre o tema.



1. INTRODUCAO

Infecgdes fungicas, também chamadas genericamente de micoses, podem
ocorrer nos mais diversos ambientes. Segundo Marcio Lourenco Rodrigues,
pesquisador do Instituto Carlos Chagas, estes microrganismos estdo presentes em todo
o ambiente de natureza: arvores, solo e fezes de alguns animais (como pombos e
gatos). Dentre as infecgdes fingicas, uma delas é mais preocupante, a micose
sist€émica; que pode acometer diversos sistemas: nervoso, digestivo, respiratorio e
circulatério. Estas infecgdes, no entanto, estio mais associadas a um momento de
fragilidade do sistema imunoloégico, como em pacientes que fazem uso de
imunossupressores, ou que estejam acometidos de outras condigdes.

Segundo o Ministério da Satde do Brasil, no ano de 2016 foi estimado que
mais de 3 milhdes de pacientes sofreram com algum tipo de infeccdo fungica
importante (sistémica), além disso estimou-se que o valor gasto por paciente poderia
superar 250 mil reais. Nos Estados Unidos uma infeccdo fungica especifica se
apresenta na 4° posicao de causa de infec¢do na corrente sanguinea, a Candida spp.

As equinocandinas representam uma classe de medicamentos utilizados no
tratamento de infec¢des fungicas. Dentro desta classe, um dos farmacos considerados
para primeira linha de tratamento ¢ a Anidulafungina. O mecanismo de acdo desta
classe de medicamentos consiste na inibi¢do de uma enzima presente em células
fingicas (e ndo mamiferas), levando a inibi¢do da formac¢do de um importante
constituinte da estrutura da parede celular do fungo, que resulta em fragilidade
osmotica (por conta da perda de integridade da parede), levando a um efeito fungicida
(CORTES, et al. 2011). Embora o alvo terapéutico (inibi¢do da B -(1,3) d-glucana
sintetase) seja seletivo e os efeitos toxicos ao ser humano tendem a ser minimo, o uso
do medicamento ¢ realizado por via intravenosa uma vez ao dia, desta maneira, o
paciente ha de se deslocar para receber seu tratamento (ou ha de ser internado em
alguns casos).

O crescente aumento de infec¢des fungicas relacionado ao também crescente
aumento na resisténcia de antifingicos traz a necessidade de buscar novos tratamentos
e/ou trabalhar com tratamentos com maior aderéncia dos pacientes (VIEIRA, et al.
2017), que sejam eficazes e que ndo sejam tdo custosos para os sistemas de saude.
Uma alternativa ¢ encapsular o farmaco em lipossomas, que sdo vesiculas aquosas
envoltas por uma bicamada lipidica, que podem ser utilizadas como carreadores de

farmacos hidrofilicos ou lipofilicos (Lasic, 1998).



Desta maneira, a presente pesquisa buscou uma maneira de desenvolver um
lipossoma carreador de farmaco, cujo diametro almejado é de até 150 nm para que
possa fornecer ao paciente um estoque maior de medicamento sem necessitar receber a
dose intravenosa uma vez ao dia, aumentando a aderéncia ao tratamento e um

tratamento com maior seguranca.

OBJETIVOS

A presente pesquisa busca uma maneira eficaz de produzir um lipossoma que
contenha como principio ativo a Anidulafungina, e cujo didmetro méaximo seja de 150
nm. Em etapas futuras serd avaliado a PEGlagdo do lipossoma, de maneira que o

mesmo tenha maior permanéncia no organismo.

MATERIAIS E METODOS
a. Primeira tentativa
e Fosfatidilcolina de soja e Balado de vidro para
e C(olesterol rotaevaporacao
e Cloroférmio e Rotaevaporador
e FEtanol e Sonicador
e Agua Mili-Q e Balanga analitica
e Provetas volumétricas (10 e Espatulas
mL e 50 mL)

Procedimento experimental

Os lipossomas foram preparados utilizando o método de hidratacao do fino
filme lipidico. Para o procedimento, foram adicionados os lipideos, fosfatidilcolina
(120 mg) e colesterol (15 mg), e os solventes organicos cloroféormio (10 mL) e etanol
(2 mL) no baldo de rotaevaporagdo e com uma leve agitacdo os lipideos foram
solubilizados. Apods a solubilizagdo, a solugdo foi submetida ao rotaevaporador
(condigdes de 60°C em 70 rpm) para retirar todo o solvente organico, criando um
filme fino lipidico na parede do balao.

O filme apresentou um aspecto umido por conta das condigdes de
rota-evaporagdo ¢ a quantidade de etanol (solvente mais polar com um alto ponto de
evaporacao) usada no procedimento para simular a solubilizacdo do farmaco. A fase

contendo o filme lipidico foi ressuspensa com 30 mL de dgua Mili-Q.



Os lipossomas multilamelares foram submetidos ao processo de sonicacdo de

85 W por 1 minuto sem pulso para diminuir o tamanho das particulas.

b. Segunda tentativa

e Fosfatidilcolina de soja e Baldo de vidro para
e C(Colesterol rotaevaporacao
e Cloroféormio e Rotaevaporador
e FEtanol e Sonicador
e Agua Mili-Q e Balanca analitica
e Provetas volumétricas (10 e Espatulas
mL e 50 mL)

Procedimento experimental

Os lipossomas foram preparados utilizando o método de hidratacdo do fino
filme lipidico. As etapas para a preparagdo dessa forma farmacéutica foram similares a
primeira tentativa, sendo adicionados no baldo os lipidios, em mesma quantidade,
(fosfatidilcolina 120 mg e colesterol 15 mg) e os solventes orgéanicos cloroféormio (10
mL) e uma quantidade reduzida de etanol (1 mL). Com leve agita¢do os lipideos foram
solubilizados.

ApOs a solubilizagdo, a solucao foi submetida ao rotaevaporador (condi¢des de
70°C e 80 rpm) para retirar todo o solvente organico, criando um filme fino lipidico na
parede do baldo, porém, com aspecto mais seco em comparacdo com a tentativa
anterior. A fase obtida do rotaevaporador foi ressuspensa com 30 mL de agua Mili-Q.

Os lipossomas multilamelares foram submetidos ao processo de sonicagao de

85 W por 2 minutos sem pulso para diminuir o tamanho das particulas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Primeira tentativa

A primeira tentativa gerou um resultado promissor mas que demonstrou a
necessidade de melhorias futuras. Ao se analisar o aspecto visual do filme fino
lipidico, observou-se que nao foi possivel retirar todo o solvente utilizado apos
rotaevaporar visto o seu aspecto umido nas paredes do baldo, sendo provavelmente

derivado do uso de um solvente organico de dificil evaporagcdo como o etanol.



Com a dispersdo lipossomal pronta, colheu-se uma aliquota para a realiza¢ao
da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) e medi¢do do potencial zeta para
analises posteriores.

Através da técnica de DLS, foi possivel observar que a nanoparticula
lipossomal apresentou um indice de polidispersdo (PdI) de 0,311, sendo esse valor
muito proximo ao da faixa adequada (0,08 - 0,3) e indicando a presenca de uma
populagdo com baixa polidispersdo, ou seja, uma populagdo de nanoparticulas
lipossomais homogéneas em relacdo ao seu tamanho e que ira gerar menos efeitos
bioldgicos nocivos ao organismo do paciente (BADRAN, 2014). Além disso, o
lipossoma apresentou um tamanho médio (Z-average) de 951 nm, sendo esse valor
muito elevado para as finalidades terapéuticas (administracdo intravenosa) e, assim,
necessario realizar uma técnica para reduzir seu tamanho apos o seu preparo. Dessa
forma, optou-se por realizar uma técnica top-down, sendo a sonicagdo o método
escolhido.

Comparando-se os resultados da técnica de DLS antes e apds sonicar, ¢ notavel
que o tamanho do lipossoma diminuiu de 951 nm para 182 nm, indicando que a
técnica top-down foi efetiva ao seu propodsito e serd incorporada ao procedimento de
preparo da formulacdo. Além disso, o Pdl também apresentou uma melhora (0,311
para 0,251) o que pode indicar que além de reduzir o tamanho do lipossoma, a
sonicacao também ajudou a ter nanoparticulas mais homogéneas. A diferenca entre os

valores pode ser visualizada nas Figuras 1 e 2.

Results
Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 9508 Peak 1: 1414 89,8 4415
Pdl: 0311 Peak 2: 2318 10,2 42 36
Intercept: 0,900 Peak 3: 0,000 00 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity { Percent)

.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 6: NP Grupo 3 - antes 1

Figura 1. Resultados do experimento de espalhamento dindmico de luz obtido para a dispersao de
lipossomas em dgua a 25 °C antes de sonicar. Em vermelho estdo destacados o valor do tamanho médio

(Z-average) das nanoparticulas e o indice de polidispersdo (PdI).



Results

Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 1824 Peak 1: 2254 a7.5 1024
pPdi: 0,251 Peak 2: 4726 256 764.5
Intercept: 0,885 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Figura 2. Resultados do experimento de espalhamento dindmico de luz obtido para a dispersdo de
lipossomas em 4gua a 25 °C depois de sonicar. Em vermelho estdo destacados o valor do tamanho

médio (Z-average) das nanoparticulas e o indice de polidispersao (PdI).

O potencial zeta ¢ uma medida (em mV) que reflete a carga superficial da
nanoparticula, sendo possivel determinar os mecanismos de estabilidade envolvidos,
como por exemplo se a nanoparticula apresenta estabilidade elétrica (estabilidade por
carga) ou estabilidade eletroestérica.

Os resultados obtidos para o experimento de potencial zeta apresentaram
valores de -57,8 mV, antes de sonicar o produto e -57,7 mV apds sonicar o produto.
Desta forma, nota-se que ndo houve mudangas significativas no potencial zeta da
nanoparticula ap6s a homogeneizacdo. Além disso, sabe-se da literatura que a
estabilidade elétrica de nanoparticulas ¢ dada quando o valor de potencial zeta, em
modulo, ¢ maior que 30 mV (LOWRY, et al. 2016). Dessa forma, verificando as
figuras 3 e 4, nota-se que os lipossomas apresentaram valores maiores (em modulo)
que 30 mV e, assim, pode-se dizer que apresentam estabilidade elétrica.

A andlise de tais.figuras permite ainda observar que antes da sonicacio
(Figura 3), a base da curva do grafico Contagem Total x Potencial Zeta Aparente se
apresenta mais larga em comparagdo as particulas apos sonicacdo (Figura 4), tal
processo indica que, apesar de apresentarem valores muito proximos de Potencial

Zeta, as particulas ap6s sonicagdo sdo mais uniformes.
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Results

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -57,8 Peak 1: -57,8 100,0 7,94
Zeta Deviation (mV): 7,94 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/icm): 0,146 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality See result quality report

Zeta Potential Distribution

4000007+
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Total Counts

400000 - “. e

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Record 18: NP Grupo 3 - antes 1\

Figura 3. Resultado do experimento de potencial zeta obtido para a dispersdo de lipossomas em agua a

25 °C antes de sonicar. Em vermelho esta destacado o valor do potencial zeta em mV das

nanoparticulas.
Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -57,7 Peak 1: -57,7 100,0 6,71
Zeta Deviation (mV): 6,71 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/icm): 0,144 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality
Zeta Potential Distribution
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[7 Record 19: NP Grupo 3 - apés ﬂ

Figura 4. Resultado do experimento de potencial zeta obtido para a dispersdo de lipossomas em agua a
25 °C depois de sonicar. Em vermelho estd destacado o valor de potencial zeta em mV das

nanoparticulas.

4.2 Segunda tentativa

Visando melhorar alguns aspectos relacionados a formagdo do filme fino
lipidico e ao tamanho final dos lipossomas, utilizou-se um volume menor de etanol
(solvente necessario para solubilizar o farmaco) e aumentou-se o tempo na etapa de
sonica¢do do produto.

Optou-se por utilizar apenas 1 mL de etanol para solubilizar o fArmaco e apos

rotaevaporar, foi possivel observar a formag¢do do filme fino lipidico mais homogéneo



nas paredes do baldo, como pode ser observado na Figura 5 (indicado pela seta). Esse

resultado evidencia que o novo preparo do lipossoma através da redugdo do volume de

etanol foi bem sucedido.

Figura 5. Foto demonstrativa do filme fino lipidico observado apos a evaporag@o dos solventes na

segunda tentativa.

Para comparar o novo resultado com a primeira tentativa, foi realizada a
medi¢do do potencial zeta, do tamanho da nanoparticula e do indice de polidispersao.

Os resultados obtidos podem ser visualizados nas Figuras 6 e 7.

Results
Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 828,7 Peak 1: 1428 823 520,0
Pdl: 0,466 Peak 2: 216,6 16,4 45,31
Intercept: 0,888 Peak 3: 5365 1,3 331,2

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent
)
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Record 28: Grupo 3 - antes 1

Figura 6. Resultados do experimento de espalhamento dindmico de luz obtido para a dispersédo de
lipossomas em agua a 25 °C antes de sonicar. Em vermelho estdo destacados o valor do tamanho médio

(Z-average) das nanoparticulas e o indice de polidispersao (PdI).
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Results
Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 131,6 Peak1: 1717 100,0 79,79
Pdl: 0,228 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,891 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
>

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 29: Grupo 3 - 2 min 1

Figura 7. Resultados do experimento de espalhamento dindmico de luz obtido para a dispersdo de
lipossomas em dgua a 25 °C depois de sonicar. Em vermelho estdo destacados o valor do tamanho

médio (Z-average) das nanoparticulas e o indice de polidispersdo (PdI).

O lipossoma gerado apresentou um tamanho de 828,7 nm e apds sonicar por 2
minutos apresentou um tamanho de 131,6 nm. Essa redu¢do significativa demonstra
que os parametros utilizados no sonicador sao os ideais para obter um lipossoma com
tamanho adequado para a administragdo intravenosa. Além disso, as novas condig¢des
resultaram em uma leve redu¢do do PdI mas que ainda estd dentro da faixa de baixa
polidispersdo, indicando que esse parametro ndo se altera negativamente pelo aumento
do tempo no sonicador.

A alteragdo no volume de etanol e o tempo do sonicador ndo impactaram
significativamente os valores de potencial zeta antes e apds sonicar, pois eles

permanecem maiores que 30 mV em moédulo, como demonstrado nas Figuras 8 € 9.

Results

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -66,3 Peak 1: -66,3 100,0 517
Zeta Deviation (mV): 5,17 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,144 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution

400000

300000

200000 I

Total Counts

1000001 " ceeeend 1

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Record 39: Grupo 3 - antes 1

Figura 8. Resultado do experimento de potencial zeta obtido para a dispersdo de lipossomas em agua a
25 °C antes de sonicar. Em vermelho esta destacado o valor do potencial zeta em mV das

nanoparticulas.
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Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): -522 Peak 1: -52,2 100,0 9,47
Zeta Deviation (mV): 9,47 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,141 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Good

Zeta Potential Distribution
2500007 EREES A
: | : :

o
|
f

Total Counts

Apparent Zeta Potential (mV)

[=———Record 40: Grupo 3 - 2 min 1]

Figura 9. Resultado do experimento de potencial zeta obtido para a dispersao de lipossomas em agua a
25 °C depois de sonicar. Em vermelho esta destacado o valor do potencial zeta em mV das

nanoparticulas.

4.3 Comparando as tentativas

Através da visualizagdo das dispersdes geradas pela primeira e segunda
tentativa, ¢ possivel notar diferengas que podem ser visualizadas pela Figura 10. A
amostra 10-A refere-se a dispersdo lipossomal gerada na primeira tentativa e sem
sonicar, sendo possivel observar um aspecto mais esbranquicado o que indica a
presenca de nanoparticulas maiores. 10-B refere-se a dispersao lipossomal da segunda
tentativa e sem sonicar, ja 10-C indica a dispersao da segunda tentativa apds sonicar 2
minutos. Observa-se que a dispersdao 10-C apresenta uma coloragdo mais transparente

devido a presenca de nanoparticulas com didmetro reduzido (gerado através da

sonicacao do produto).

Figura 10. Comparag@o do aspecto visual das dispersdes de lipossomas antes e ap6s sonicar. Em 10-A
esta evidenciada a dispersdo da primeira tentativa antes de sonicar, em 10-B a dispersdo da segunda

tentativa sem sonicar ¢ 10-C a dispersdo da segunda tentativa apds sonicar.

Além disso, as diferencas dos tamanhos das particulas geradas pelas tentativas

podem ser visualizadas ao incidir um feixe de laser sobre as dispersdes. Sabe-se que as
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particulas sdo capazes de espalhar luz, existindo uma relagdo entre o tamanho das
particulas presentes no meio com a dispersdo da luz incidida. Mais especificamente,
particulas menores dispersam menos a luz incidida, enquanto particulas maiores
dispersam mais.

Assim, analisando a Figura 11 ¢ possivel observar que a dispersdo 11-A (1?
tentativa sem sonicar) apresenta uma dispersdo da luz do laser maior (solugdo com
meio mais avermelhado) quando comparada com a dispersao 11-B (1? tentativa e
sonicando por 1 minuto), pois a mesma apresenta particulas de tamanhos maiores,

como indicado pelo Z-average de 951 nm.

A
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Figura 11. Comparacao da dispersdo da luz de um feixe incidido nas dispersdes de lipossomas obtidas.

Em 11-A esta destacada a dispersdo da primeira tentativa sem sonicar, em 11-B a dispersdo da primeira

tentativa apds sonicar, em 11-C a dispersdo da segunda tentativa antes de sonicar e em 11-D a dispersao
da segunda tentativa apds sonicar.

#

C

T

Esse efeito também pode ser observado na segunda tentativa com a dispersdo
11-C (antes de sonicar) e a dispersdo 11-D (ap6s sonicar), pois ¢ visivel que 11-D
dispersou menos a radiacao incidida (meio menos avermelhado) do que a dispersao
11-C e isso ¢ um efeito da reducdo do tamanho das particulas apos o produto ser

sonicado.

POTENCIAL APLICACAO DA NANOESTRUTURA

O trabalho teve como intuito produzir um lipossoma que contenha
Anidulafungina para o tratamento de infec¢des fungicas, por meio da técnica de
hidratagdo do filme lipidico e com uso da sonicacdo (técnica top-down). Na primeira
tentativa, com sonica¢do de um minuto, teve - se um Pdl de 0,251, tamanho médio de
182,4 nm e potencial zeta de -57,7 mV, entretanto ndo adequadas para o objetivo. Ja na
segunda tentativa, apos dois minutos de sonicagdo, o resultado foi satisfatorio com
particulas menores e mais homogéneas, com tamanho médio de 131,6 nm, Pdl 0,228 e
potencial zeta de -52,2 mV. Dessa maneira, o lipossoma obtido podera conter o

farmaco Anidulafungina para o tratamento de infec¢des fingicas sistémicas via
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administracdo intravenosa. Esse produto traz vantagens de aumentar a adesdo,

seguranga ¢ eficacia do tratamento.

. CONCLUSAO

Dada a relevancia em se propor formas de aumentar a biodisponibilidade e
consequentemente a adesdo e eficiéncia do tratamento com antifingicos administrados
por via intravenosa, a formulagdo proposta foi bem sucedida na obtencao de particulas
de lipossomas estaveis, homogéneos e com tamanho adequado para administragao
intravenosa apOs a sonicagdo na segunda tentativa, visto que o potencial zeta da
particula (-52,2mV) ¢ maior em moédulo que 30mV, o Pdl de 0,228 se encontra dentro
da faixa ideal de 0,08 - 0,3 e tamanho de 131,6 nm, que atende as expectativas de
particulas menores que 150 nm.

Tendo em vista o presente trabalho, mostra-se grande potencial no uso dessa
técnica de liberagdo do farmaco, se fazendo necessario estudos mais aprofundados

utilizando essa abordagem.
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