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RESUMO

Lipossomas sdo estruturas vesiculares e microscopicas formadas, basicamente, por fosfolipidios
organizados em bicamadas concéntricas. Os lipossomas podem encapsular substancias hidrofilicas em seu
cerne aquoso e hidrofébicas e anfilicas em suas bicamadas, sendo um eficiente carreador de farmacos.
Neste trabalho foi abordado métodos de injecdo e sonicacdo, para obtengdo de estruturas vesiculares para
o0 encapsulamento do farmaco oxacilana, obtendo conclusfes bem relevantes para trabalhos futuros.
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ABSTRACT

Liposomes are vesicular and microscopic structures basically formed by phospholipids organized in
concentric bilayers. Liposomes can encapsulate hydrophilic substances in their aqueous core and
hydrophobic and amphilic substances in their bilayers, being an efficient drug carrier. In this work,
injection and sonication methods were approached to obtain vesicular structures for the encapsulation of
the oxacillan drug, obtaining very relevant conclusions for future work.

Keywords: Oxacilin, Lipossomes, injection, sonication.
1 INTRODUCAO

Alguns anos atras, Alec Bangham discutia pela primeira vez a formagdo espontanea de estruturas de
membranas fechadas, que consistem de vesiculas esféricas microscopicas de tamanhos variados, sendo em
micrémetros ou nanémetros, apos a dispersdo de fosfolipideos em um meio aquoso (RANADE, 1989). O
termo lipossoma (LP) surgiu com Weissman, juntando duas palavras gregas, lipo (gordura) e soma (corpo),
sendo assim um corpo formado por gordura (SESSA; WEISSMANN, 1968).

Lipossomas contém uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas separadas por compartimentos
aquosos, em que as caudas hidrofdbicas dos lipidios estdo voltadas para o interior e a outra extremidade sdo
polares para o exterior da bicamada (Figura 1), mantendo contato com a fase aquosa (RANADE, 1989). Eles
podem encapsular substancias hidrofilicas em seu cerne aquoso e as hidrofébicas e anfifilicas em suas
bicamadas (CABECA, 2009).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da organizacgao de um lipossoma unilamelar
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Fonte: Adaptada (ZEINELDIN; SKANDANI, 2012)

Os lipossomas apresentam baixa toxicidade, sdo biodegradaveis e capazes de proteger 0s compostos
encapsulados da diluicdo e degradacdo, de forma que, quando alcancam os tecidos alvos podem liberar a
droga encapsulada do seu cerne, aumentando a eficacia do tratamento (SANTOS et al., 2002; GONIOTAKI
etal., 2004; PUGLIA et al., 2004).

Quando o farmaco é liberado gradualmente dos sistemas lipossomais tem-se uma melhor resposta
farmacoldgica e com maior absorcdo do que os mesmos livres (DISAPIO, 1999), aumentando, dessa forma,
a eficiéncia da acdo terapéutica e retencdo da sua estrutura e atividade por mais tempo (MORAES, 1996;
ZALLOUM, 2001; FRACETO et al., 2002).

Assim a utilizacdo de farmacos como antibidticos encapsulados em lipossomas pode melhorar sua
biodisponibilizacdo, diminui¢do da toxicidade, prolongamento de acdo. O uso do antibidtico oxalicina
encapsulada em lipossomas e sua caracterizagdo ¢ uma formulagdo que pode ser usada em diferentes meios:
uso em exertia 6sseo, uso de forma topica, uso em aplicacéo injetavel e também uso em curativos a base de
celulose baceteriana.

O desenvolvimento desse complexo lipossomas/oxalina é fundamental pois essa formulagdo sera
utilizada em outros trabalhos, em especial na formulagdo de um curativo a base de celulose bacteriana
modificado.

2 OBJETIVO

Encapsulacdo e caracterizagdo do antibiotico oxacilina em lipossomas.
2.1 Objetivos especificos

- Preparar os lipossomas a partir de lipidios fosfatidilcolina de soja e colesterol (7:3).

- Preparar os lipossomas a partir de lipidios fosfatidilcolina de soja, DOPG e colesterol (6:2:2).

- Incorporar o fArmaco oxalicina nas vesiculas lipossomais.

- Caracterizar o complexo (eficiéncia de encapsulagdo, tamanho de vesicula, potencial zeta e ressonancia
magnética nuclear).

3 METODOLOGIA

3.1 - Preparo dos lipossomas com oxacilina

Em virtude do baixo indice de eficiéncia de encapsulacdo diversos testes de preparo de
lipossomas/oxacilina foram realizados:
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Método 1: O método utilizado para a preparacdo do lipossoma foi por filme lipidico (HAERI et al.,
2013). Foi utilizado os seguintes componentes: fosfatidilcolina de soja (SPC), colesterol, para realizar a
formacgdo do lipossoma na propor¢do de 7:3 (mols). Os componentes foram adicionados em um frasco
juntamente com a oxacilina 1 mM, e deixando secar em temperatura ambiente. Apés ressuspendeu-se o filme
lipidico com solucdo tampéo fosfato pH 7.5 0,005M utilizando um vortex. A solucéo foi transferida para um
mini extrusor Avanti Polar com membrana de policarbonato com abertura de 400nm.

Método 2: Uma mistura de fosfatidilcolina de soja (SPC), 1,2-dioleil glicerol 3-fosfatoglicerol (DOPG) e
colesterol (1 mM) em solvente cloroformio (SPC-DOPG-COI) (proporgdo de concentragdo 6:2:2 em mols)
foi preparada. O preparo foi realizado em duplicata, a fim de formar lipossomas com farmaco e para
controle. Deixou-se secar a em temperatura ambiente por 24h para formagdo do filme lipidico. Os filmes
secos foram hidratados, cada um com a solucdo correspondente: solugdo de oxacilina (1 mmol/L) e solucdo
tampéo (tampdo fosfato pH 7,4 0,05 M) , para os lipossomas controle. Cada solugéo foi levada ao vortex, por
pelo menos 1 minuto. As soluges foram extrusadas em um mini extrusor Avanti Polar com membrana de
policarbonato de 400 nm, passando por 13 ciclos completos. A fim de analisar a eficiéncia de encapsulacéo,
foram testadas algumas variacdes no procedimento.

Método 3 — Apos preparado o filme lipidico como descrito no Método 2, SPC-DOPG-COI (6:2:2 em
mols), os filmes secos foram hidratados com a solucdo de oxacilina (1 mmol/L). A solugdo levada para ciclos
de congelamento e descongelamento (2 ciclos 60 °C seguido de 50 °C).

Método 4 - Ap6s preparado o filme lipidico como descrito no Método 2, SPC-DOPG-COI (6:2:2 em
mols), os filmes secos foram hidratados com a solucdo de oxacilina (1 mmol/L). A solucéo foi levada para
vortex por 1 minuto, seguido de banho de ultrassom por 30 minutos.

Método 5 - Apods preparado o filme lipidico como descrito no Método 2, SPC-DOPG-COI (6:2:2 em
mols), os filmes secos foram hidratados com a solugéo de oxacilina (1 mmol/L). Na sequéncia, os lipossomas
obtidos foram entdo levados ao homogeneizador ultrassdnico (QSonica, Q500). Durante o processo de
sonicacdo foi utilizado uma frequéncia de 20 kHz a 500W e com 30% de amplitude. Foram realizados 10
ciclos de 1 min de agitacdo com 1 min de descanso sob banho de gelo.

3.2 Eficiéncia de encapsulacéo.

Uma aliguota de 0,8 mL da amostra extrudada foi transferida para uma unidade de filtro e foi submetida
a uma ultracentrifugacdo (filtro Millipore, USA, ME Cut-off 10,000Da). O calculo de eficiéncia foi realizado
através da Equacdol:

%0OXAencapsulada = (Ci - Cx )/Ci x 100 (1)

Em que Ci e Cx representam, respectivamente, as concentragdes iniciais e a analisada.

Para padronizar as nossas contas, realizou-se uma curva padrao da solucdo tampédo com a oxacilina. Para
sua construcdo foi feita seis solugdes com concentracGes diferentes, apds a medi¢cdo com comprimento de
onda a 225nm, plotamos 0s pontos absorbancia x concentragao.

3.3 Medidas de tamanho da particula e Potencial Zeta.

Analises de potencial zeta e do indice de polidispersividade das amostras foram realizadas com o
aparelho Zetasizer NanoPlus (NanoPlus Particle Size Analyzer). Para o teste de potencial zeta amostras
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foram diluidas (4 pL da formulacéo para 996 pL de agua deionizada) e feitas em triplicata, na temperatura de
25°C.

3.4 Espectroscopia Ressonancia Magnética Nuclear

Todos os experimentos de RMN foram realizados no Laboratdrio de Ressonéncia Magnética Nuclear da
Universidade de Londrina - UEL. O equipamento de RMN utilizado foi o Bruker 400 MHz para a frequéncia
de hidrogénio. O sinal de deutério do solvente foi utilizado como trava do campo e ajuste da homogeneidade
do campo magnético. Foram realizados experimentos de DOSY, 0s quais sdo espectros de pseudo duas-
dimensdes com deslocamentos quimicos de RMN de 1H em um eixo e o coeficiente de difusdo calculado
(m2 s-1 x 10-10) em outra dimens&o. O tempo médio de aquisi¢cdo do experimento foi de 25 minutos.

4 RESULTADOS

Para mensurar a eficiéncia de encapsulagdo da oxacilina nos lipossomas foi realizado uma curva de
calibracdo variando a concentracdo da oxacilina.

O coeficiente de correlacdo linear (R?) foi
de 0,998. Equacdo da reta obtida: ()

A =0,014x +0,0068

Ap0s preparado o método 1, o complexo Lipossomas/oxalina, obteve a eficiéncia de encapsulacdo da
oxacilina no lipossoma de aproximadamente 31%.

Ao analisar os espectros de DOSY RMN observa-se que as substancias livres, OXA e Lipossomas
apresentam valores de coeficiente de difusdo de D (3,63x10°m?s? e 0,2 x101°m?s!) respectivamente. 1sso
se da pelo fato da molécula de OXA apresentar uma estrutura menor, o qual gera uma difusdo mais rapida
em relacdo ao lipossoma. A analise do espectro do complexo OXA/LF (Figura 2) demonstra que a difusdo do
OXA em sua forma complexada sofreu uma pequena redugdo comparada a sua forma livre (3,56x10-°m?s?)
evidenciando a formacdo de um fraco complexo de inclusdo (fracdo complexada 2 9%). Esse resultado
corrobora com os pequenos valores de eficiéncia de encapsulagao de 31%.

Figura 2 - Figura 1 - Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D20/ referéncia H»O residual em 4,7 ppm) da OXA
em Lipossomas D= 3,56 m?s1 1010
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O método 2 foi usado o DOPG, assim deixando o lipossoma com carga negativa, com isso foi analisada
apenas a eficiéncia de encapsulacdo, potencial zeta e o tamanho da particula. Os métodos 3, 4 e 5, sdo
variagBes do método 2, sendo na mudanca da suspensdo do filme lipidico. As eficiéncias de encapsulacao é
4,56%, 0%, 1,21%, 88,9% respectivamente.

Feito as analises de tamanho de particulas dos lipossomas, teve-se um tamanho médio de 246,5 + 22,1

nm (PDI 26%), e o potencial Zeta de -29,6 + 1,0 mV.

5 CONCLUSOES

Apbs os resultados obtidos, concluiu-se que usar 0 DOPG, deixando o lipossoma com carga negativa,
teve maior interacdo com o farmaco, assim tendo uma maior eficiéncia de encapsula¢do. Também o uso de
método de sonicacgdo foi 0 que melhor proporcionou resultados de efeito de maior encapsulagéo.
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