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1. INTRODUGCAO (justificativa e objetivos)

A descoberta e a utilizagdo de farmacos antimicrobianos na medicina humana e
veterinaria contribuiram de forma decisiva para a diminuicdo de taxas de morbidade
e mortalidade das doencas infecciosas, especialmente bacterianas. Todavia, uma
das consequéncias mais importantes do uso indiscriminado de antibiéticos tém sido
a crescente emergéncia e selecdo de microrganismos resistentes. Neste sentido, o
conhecimento e o controle da resisténcia bacteriana tornam-se essenciais para a
administragdo mais racional e coordenada de antibidticos (Silva, 2002). Um dado
antibidtico deve satisfazer diversos critérios de selegcdo para sua 6tima atividade,
incluindo entrada, retencdo, distribuicdo subcelular, expressdo da atividade nos
compartimentos infectados, susceptibilidade da bactéria nos sitios de infeccdo com
atengdo para a sua fase de crescimento. Pobre penetragdo dentro das células e
diminuicdo da atividade intracelular sdo as maiores razdes para a limitada atividade
da maioria dos antibidticos (penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos) em
infecgdes intracelulares (Silverstein, Kabbash,1994).

Pseudomonas aeruginosa € um patégeno oportunista Gram-negativo, causador de
sérias infec¢des nosocomias, incluindo fibrose cistica (Drulis-Kawa, et al., 2006).
Como um microrganismo oportunista, P. aeruginosa exibe varios mecanismos de
resisténcia aos antibiéticos, incluindo inativagdo enzimatica, alteragao do sitio alvo e
sistemas de efluxo aos antibiéticos. Contudo, a baixa permeabilidade da membrana
externa da Pseudomonas aeruginosa é o maior fator que contribui para a resisténcia
aos antibioticos. (Mugabe, et al., 2006).

No caso de cepas resistentes devido a baixa permeabilidade, varias formulagdes de
farmacos em lipossomas foram desenvolvidos para aumentar a eficacia dos
antibidticos. As formas lipossomais promovem uma efetiva interagao entre a bactéria
e o farmaco, aumentando o tempo de vida do antibiético encapsulado, e reduzida
absorcéo sistémica (Drulis-Kawa, et al., 2006).

Lipossomas e nanoparticulas sdo os principais carregadores desenvolvidos para
estas estratégias de liberagcdo do farmaco em seu alvo. A encapsulagao de farmacos
em lipossomas pode ainda reduzir sua toxicidade aguda e resultar em um aumento
da eficacia devido a sua habilidade de acumular-se no sitio da doenga. Poténcia
aumentada de antibiéticos pode ocorrer como consequéncia do natural clearance de
lipossomas a partir das células fagociticas, as quais séo frequentemente o sitio onde
os patdgenos intracelulares se localizam (Maurer et al.,1998). As varias preparagoes
terapéuticas dos lipossomas tém mostrado resultados positivos, destacando-se a
terapia antimicrobiana de infeccdo por virus, bactérias e protozoarios; terapia



genética; terapia de reposicdo de enzimas em disfungbes metabdlicas hereditarias,
terapias de reposicao hormonal, desintoxicagao de tecidos com depdsitos metalicos,
tratamentos oftalmicos e dermatoldgicos, substituto de sangue em emergéncias,
vacinas, etc (Gregoriadis, 1995; Sapra, Allen, 2003). O objetivo deste trabalho foi
produzir uma forma farmacéutica estavel de farmacos antimicrobianos em
lipossomas, estabelecendo uma metodologia para a determinagéo da Concentragao
Inibitéria Minima (MIC), sensivel e validada as formas farmacéuticas a serem
analisadas e submeter as formas farmacéuticas aos métodos acima, frente aos
microrganismos previamente definidos como sensiveis aos farmacos em analise.

2. METODOLOGIA

2.1 - Preparacao dos Lipossomas: Os lipossomas foram preparados a partir de uma
mistura do fosfolipideo fosfatidilcolina (PC), colesterol e alfa-tocoferol em proporgdes
de 4:1:0,05 (outras propor¢des foram avaliadas para otimizar a encapsulagado dos
farmacos antimicrobianos). As etapas de preparagdo consistiram em: formacgéo,
hidratagéo e dispersao do filme lipidico (Vemuri, Rhodes, 1995; Lima, 1998).

2.2 — Determinacdo do diametro dos lipossomas: O diametro dos lipossomas foi
determinado pela técnica de espalhamento de luz, utilizando-se o equipamento
ZetaSizer Nano, Marca Malvern Instruments, UK, Modelo Zeni 600.

2.3 - Separacdo do Farmaco Livre: A separagao do farmaco nao encapsulado nos
lipossomas foi efetuada por cromatografia de exclusdo ou filtragdo em gel. Foi
utilizada uma coluna de vidro de 25 cm x 1 cm de didmetro interno, empacotada com
5g de Sephadex G50.

2.4 - Determinagdo Quantitativa do Farmaco Encapsulado nos Lipossomas: Esta
etapa consistiu na ruptura dos lipossomas para que o farmaco encapsulado fosse
liberado na solucdo. Esta ruptura foi feita com etanol, sendo adicionado 2 mL do
alcool para cada 1 mL da preparacdo dos lipossomas, com posterior
homogeneizagao. A solugao obtida foi levada ao espectrofotdmetro CARY 50 UV e a
absorbancia lida em seu comprimento de onda maximo, sendo de 254nm para
ceftazidima e 255 nm para a cefepima.

2.5 - Testes de estabilidade (extravasamento do farmaco encapsulado): ser&o
realizadas nas temperaturas de 4°C e 30°C, a intervalos iniciais de 24 em 24 horas,:
2.6 - Determinagdo da Concentragao Inibitoria Minima (MIC): As amostras a serem
testadas sao o Farmaco encapsulado em lipossomas, Farmaco livre, e Lipossomas
brancos (sem farmaco), e serao realizadas de acordo com as normas descritas na
NCCLS MO07-A5 (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria
that Grow Aerobically; Approved Standard — Fifth Edition).

3. RESULTADOS PARCIAIS

3.1 — Preparacdo dos lipossomas: os lipossomas foram preparados com uma
mistura de Fosfatidilcolina, Colesterol e Alfa-tocoferol, nas propor¢cdes molares de
4:1:0,05 e 4:2:0,05 pelo método de hidratagao do filme lipidico, onde a hidratagao foi
realizada com solugao salina acrescida de ceftazidima, na concentracédo de 2,4
mg/mL, verificando a otimizagdo de encapsulagdo do farmaco. Os resultados sao
mostrados na Tabela 1. Os lipossomas com cefepima foram preparados também
com uma mistura de Fosfatidilcolina, Colesterol e Alfa-tocoferol, na propor¢gédo molar
de 4:2:0,05 pelo método de hidratagcdo do filme lipidico, onde a hidratacdo foi
realizada com solugcdo salina acrescida de cefepima, na concentracdo de 100



mg/mL, sendo os resultados mostrados na tabela 2. Os resultados dos lipossomas
com ceftazidima indicam que o aumento de colesterol ndo produziu significativo
aumento da percentagem de encapsulacdo do farmaco. Estudos adicionais estao
sendo realizados para verificar se o aumento da quantidade de colesterol produz
uma maior estabilidade quanto ao extravasamento do farmaco através da membrana
fosfolipidica. O fato dos lipossomas de cefepima apresentarem uma menor
porcentagem de encapsulagdo em relagdo ao farmaco total adicionado, deve-se a
quantidade do farmaco adicionado durante a fase de hidratagcdo do filme lipidico,
uma vez que durante o desenvolvimento do mesmo, a maior quantidade
encapsulada deu-se com a concentragdo de 100mg/mL.

Tabela1: Caracterizagdo da encapsulagdo de ceftazidima em lipossomas.

Composicéo do Lipossoma Encapsulagdo em Relacio F4rmaco
(Fosfatidilcolina/Colesterol/Alfa- relacao ao farmaco (m )/ngfoli idio (mg) Tamanho da Vesicula (nm)
tocoferol/ceftazidima 2,4mg/mL) total adicionado(%) 9 P 9
4:1:0,05 8,28% 1,59/240 105nm
4:2:0,05 7,86% 1,51/240 124nm

Tabela 2: Caracterizagdo da encapsulagao de cefepime em lipossomas.

Composigao do Lipossoma Encapsulagdo em Relacao FArmaco
(Fosfatidilcolina/Colesterol/Alfa- relagdo ao farmaco (mg)/Fosfolipidio (mg) Tamanho da Vesicula (nm)
tocoferol/cefepime 100mg/mL total adicionado (%) 9 P 9
4:2:0,05 1,53% 7,9340/240 138 nm

3.2. — Determinagdo do didmetro dos lipossomas: A figura 1 e 2 representa a
distribuicdo das populagdes lipossomais expressa pela medida de intensidade do
espalhamento de luz em relacdo ao didmetro das vesiculas submetidas a diferentes
tempos de sonicagcdo. Estes dados permitem observar que com 3 minutos de
sonicagao as amostras apresentam-se distribuidas em diferentes populagcées, com
predominio de estruturas com elevado tamanho (lipossomas e fragmentos de
bicamada). Entretanto, no decorrer do tempo de sonicagao, a amostra se apresenta
mais homogénea e com vesiculas de menor didmetro.
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Figura 1: Distribuicdo do didmetro dos lipossomas com 3 min de sonicagao.
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Figura 2: Distribuicdo do didametro dos lipossomas com 10 minutos de sonicagéo

3.3. Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (MIC): o antimicrobiano
ceftazidima foi preparado nas concentracdes de 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4ug/mL a
partir de uma solugao estoque com 5120ug/mL. Um mL das concentragdes acima foi
adicionado a um tubo de ensaio e a cada diluigdo foi acrescentado 1 mL do inoculo
de Pseudomonas aeruginosa, onde sua turbidez foi previamente ajustada a de uma
solucado de Mc Farland de 0,5. A concentracao inibitéria minima encontrada para a
Pseudomonas aeruginosa foi de 8 ug/mL.

4. PERSPECTIVAS

Os problemas mais comuns que limitam o uso de antibiéticos sdo muitas vezes os
efeitos colaterais e o aumento da resisténcia bacteriana. Tem sido demonstrado que
a encapsulacao de farmacos dentro de lipossomas, promove uma efetiva interagcao
entre a bactéria e o antimicrobiano, promovendo um aumento do tempo de vida do
antibidtico encapsulado e reduzida absorcédo sistémica. Um sistema que reduz a
toxicidade do farmaco, enquanto aumenta seu indice terapéutico € de grande
interesse, e lipossomas podem providenciar estes beneficios. O projeto proposto
vem ao encontro da necessidade do desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas para agentes antimicrobianos de acdo comprovada, com a intengao
de melhorar a terapéutica através de uma possivel diminuicdo da dose e de uma
melhor agdo antimicrobiana contra os agentes patogénicos, melhorando assim as
opcgoes de terapéutica disponiveis e com impacto positivo sobre a saude publica.
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