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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa €& um microrganismo oportunista e tem a
capacidade de responder a uma variedade de mudancas ambientais, apresentando
alta resisténcia intrinseca a numerosos agentes antimicrobianos. Cefalosporinas,
especialmente ceftazidima e cefepima sédo efetivas contra Pseudomonas
aeruginosa, contudo sua intensa resisténcia tem limitado o uso desses
antimicrobianos. Uma estratégia utilizada para evitar este problema é encapsular
esses antimicrobianos em lipossomas unilamelares. Neste estudo, foi comparada a
capacidade inibitéria de ceftazidima e cefepima encapsuladas em lipossomas com a
dos antibiéticos na forma livre, contra a cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Foram determinados diametro, eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade dos
lipossomas e concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antimicrobianos na forma
livre e encapsulada. A concentracdo bactericida minima (CBM) da ceftazidima e
cefepima livre e encapsuladas em lipossomas unilamelares foram determinadas a 1,
2 ou 4 vezes o CIM. O didametro médio dos lipossomas foi de 131,88 nm, com
eficiéncia de encapsulacdo da cefepima e ceftazidima de 2,29 % e 5,77 %,
respectivamente. A CIM da ceftazidima e da cefepima encapsuladas em lipossomas
foi 50% inferior aquela do farmaco livre. Ceftazidima e cefepima encapsuladas em
lipossomas foram mais eficientes quanto ao efeito bactericida sobre a Pseudomonas
aeruginosa, ndo havendo recuperacao microbiana apds 24 horas de incubacao. Isto
demonstra o potencial destes sistemas transportadores de farmacos para contribuir
na reducdo do aparecimento de resisténcia bacteriana a estes antibibticos.

Palavras Chave: lipossomas, ceftazidima, cefepima, Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic microorganism which is able to
respond to a large variety of environmental changes and exhibits intrinsic resistance
to several antimicrobial agents. Cephalosporins, particularly ceftazidime and
cefepime are effective against Pseudomonas aeruginosa, however, its increasing
resistance has limited the usage of these antibiotics. Encapsulating antimicrobial
drugs into unilamellar liposomes is an approach that has been investigated in order
to overcome microorganism resistance. In this study, antimicrobial activity of
liposomal ceftazidime and cefepime against Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
was investigated and compared to that of the free drugs. Liposomal characterization
included diameter, encapsulation efficiency and stability. Minimal inhibitory
concentration (MIC) was determined for free and liposomal forms of both drugs.
Minimal bactericidal concentration (MBC) was determined at concentrations 1, 2 and
4 times the MIC. Liposome average diameter was 131.88 nm and encapsulation
efficiency for cefepime and ceftazidime were 2.29% e 5.77%, respectively. MIC for
liposomal antibiotics was 50% lower than that for the free drugs. Liposomal
ceftazidime and cefepime exhibited a more efficient bactericidal effect over
Pseudomonas aeruginosa, with no microbial regrowth within 24 hours of incubation.
This demonstrates the ability of these drug delivery systems in contributing for the
reduction of the development of bacterial resistance.

Keywords: liposomes, ceftazidime, cefepime, Pseudomonas aeruginosa.
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1. INTRODUCAO

A descoberta e a utilizacdo 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 das bacterianas.
Assim, a partir da introdugdo da terapéutica da penicilina e das sulfonamidas,
ocorreu um crescente progresso no isolamento e no desenvolvimento de agentes
antimicrobianos que pudessem ser utilizados satisfatoriamente na terapia e na
profilaxia das doencas bacterianas. Todavia, uma das consequéncias mais
importantes do uso indiscriminado de antibioticos tem sido a crescente emergéncia e
selecdo de microrganismos resistentes. Praticamente, para cada novo antibidtico
descoberto, tém sido encontradas bactérias que Ihe sao resistentes, o que limita a
sua utilidade terapéutica. Nesse sentido, o conhecimento e o controle da resisténcia
bacteriana tornam-se essenciais para a administragdo mais racional e coordenada
de antibidticos (SILVA, 2002).

Para um antibidtico ser efetivo, ele deve alcancar seu alvo e ligar-se a ele
interferindo com sua fungdo. Resisténcia bacteriana a um agente antimicrobiano
resulta de trés causas gerais: 1) o farmaco nao alcanca seu alvo; 2) o farmaco nao é
ativo; ou 3) o alvo é alterado (HARDMAN et al., 2001).

As consequéncias do uso indiscriminado de antibiéticos incluem aumento do
risco de efeitos adversos, alto custo do tratamento e alta resisténcia antimicrobiana
dos patégenos. O que diferencia agentes antimicrobianos de outros farmacos é que
cada agente antimicrobiano usado pode ter um potencial significante de efeito sobre
a ecologia microbiana do mundo. Antibidticos afetam tanto os microrganismos
patogénicos como o0s microrganismos da microbiota normal. Na teoria, os
antibidticos podem selecionar cepas resistentes desde que sua concentracéo local
exceda a concentragao inibitéria minima (CIM) para a populagdo bacteriana
sensivel, mas abaixo da CIM para o clone resistente. A ocorréncia dessas variagcoes
depende do espectro de agado do agente, da dose, via de administragao,
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas e inativagdo do agente “in vivo”
(CIZMAN, 2003).

A absorgdo incompleta dos antimicrobianos administrados oralmente pode
influenciar a microbiota intestinal, e a excregdo dos mesmos pela mucosa vaginal ou

intestinal, bile, glandulas salivares ou glandulas sudoriparas, apdcrinas e écrinas, e
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pode interferir com a microbiota normal em diferentes habitats. Como uma das
consequéncias, microrganismos resistentes a antibidticos podem aumentar em
numero, e entdo esses também podem servir de reservatorio para genes resistentes.
Um antibidtico pode desencadear o desenvolvimento de resisténcia a um ou mais
antibioticos estruturalmente relacionados, porque a resisténcia pode ser
geneticamente vinculada via co-selecdo de plasmidios multi-resistentes (SULLIVAN
et al., 2001).

Nos tecidos infectados, os microrganismos sdo protegidos por varias
estruturas biolégicas ao redor do foco da infecgcédo. Além disso, as propriedades de
adesdo da bactéria sdo também expressadas pela secrecdo do glicocalix em
condigbes patologicas ocasionando aumento da protegdo e, portanto aumento na
resisténcia para os agentes antibacterianos (ENG et al., 1995; KAPRELYANTS et
al., 1993).

A atividade do antibiético € dependente de seus parametros farmacocinéticos
e farmacodindmicos (TULKENS, 1991; VAN DEN BROEK, 1989). Um dado
antibidtico tem que satisfazer muitos critérios de selecédo para sua 6tima atividade,
incluindo penetracao, retencao, distribuicdo intracelular, expressao da atividade nos
compartimentos infectados, susceptibilidade da bactéria nos sitios e infecgdo com
atencao para a fase de crescimento. A proporgao entre as concentragdes intracelular
e extracelular (Ci/Ce) é um parametro usado para classificar a habilidade para a
acumulagao intrafagocitica de antibiéticos. Baixa penetragdo dentro das células e
diminui¢do da atividade intracelular sdo as maiores razdes para a limitada atividade
da maioria dos antibidticos (penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos) em
infecgdes intracelulares (SILVERSTEIN, KABBASH,1994).

Na era de crescente resisténcia a multidrogas, a infec¢géo por microrganismos
Gram-negativos, particularmente a Pseudomonas aeruginosa, € um crescente
dilema terapéutico, devido a enorme dificuldade em tratar infecgbes causadas por
este microrganismo patogénico. A emergéncia de resisténcia bacteriana é resultante
de complexos fatores inter-relacionados. Na Pseudomonas aeruginosa, a inativagéo
de antibidticos B-lactamicos (por exemplo, a cefepima) mediada por enzimas via [3-
lactamases e cefalosporinases destroem a integridade estrutural desses agentes,
tornando-os inefetivos. Além disso, alteragcdes na permeabilidade da membrana
externa e sistemas de efluxo podem inibir a atividade desses antibidticos e

drasticamente diminuir a susceptibilidade antibidtica (ONG et al., 2007).
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Embora a resisténcia a multidrogas seja frequentemente atribuida a
associacao de varios mecanismos de resisténcia, pesquisas indicam que a presencga
de bombas de efluxo pode exercer um papel critico na resisténcia antibiética da
Pseudomonas aeruginosa e outras bactérias Gram-negativas (ACSCHLIMANN,
2003).

Ceftazidima e cefepima sao cefalosporinas extensamente utilizadas como
terapia empirica em pacientes gravemente doentes, onde um tratamento antibiético
eficaz é essencial. Cefepima & categorizada como uma cefalosporina de quarta
geragao porque mostra um maior espectro de atividade do que as cefalosporinas de
terceira geracado, como a ceftazidima. Ambas, cefepima e ceftazidima demonstram
atividade contra organismos Gram-positivos e principalmente Gram-negativos
(ROBERTS et al.,, 2007). Entretanto varios microrganismos tém apresentado
resisténcia a esses antimicrobianos. Pesquisas, realizadas pelo Sentry (Antimicrobial
Surveillance Program) sobre a atividade de B-Lactadmicos de amplo espectro contra
cepas de P. aeruginosa mostraram que cerca de 17 a 34% das amostras analisadas
foram resistentes a cefepima e ceftazidima (FERRARA, 2006; PFALLER et al.,2006).

Ao longo dos tempos, a utilizagdo de certos farmacos na terapéutica tem sido
sempre limitada pela impossibilidade de aumento de sua dosagem. O acumulo no
organismo ou degradacdo do agente terapéutico, baixa solubilidade e, em especial,
os efeitos colaterais inerentes a sua utilizagdo em concentragdes elevadas, tornam
muitas vezes dificil a utilizagdo da dosagem necessaria para que esse cumpra com a
sua fung¢ao. Na busca da solucao para esses problemas, durante o século XX, e em
especial no decorrer das ultimas décadas, varias pesquisas foram direcionadas ao
desenvolvimento de sistemas capazes de transportar um composto bioativo
(farmacos, em especial os dirigidos a tumores, antibiéticos, enzimas, hormoénios,
agentes quelantes ou compostos modificadores da célula) até um alvo especifico
(6rgéo, tecido ou célula) (SANTOS, CASTANHO, 2002; TORCHILIN, 2005).

Lipossomas e nanoparticulas, as quais consistem em carregadores
submicroscoépicos, sdo os principais sistemas desenvolvidos para essas estratégias
de liberagdo do farmaco em seu alvo. Quando administrados intravenosamente,
particulas fosfolipidicas e poliméricas localizam-se preferencialmente nos érgéos
com alta atividade fagocitica e em mondcitos circulantes, responsaveis por seu
clearance (ALPHANDARY et al., 2000). Mondcitos circulantes sdo também

responsaveis por atrair significantes quantidades de lipossomas. Nos pulmoes,
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monocitos carregados de lipossomas podem subsequentemente migrar para os
alvéolos para tornarem-se macrofagos alveolares. A captura de lipossomas pelos
macrofagos ocorre por endocitose, sendo seguida por uma extensiva degradagao
intralisossomal de lipideos lipossomais e liberagcdo dos farmacos encapsulados
(BAKKER-WOUDENBERG, ROERDINK, 1986).

No caso de bactérias resistentes devido a baixa permeabilidade da membrana
externa, formulagdes lipossomais de antibidticos estdo sendo desenvolvidas para
aumentar a eficacia bactericida dos antibiéticos. As formas lipossomais promovem a
efetiva interacdo entre a bactéria e o antibidtico, aumentando também o tempo de
vida do antibiodtico encapsulado. Varias formas lipossomais de fluoroquinolonas,
aminoglicosideos e polimixinas B demonstraram redugdo na CIM em comparagéo
com o farmaco livre contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (DRULIS-
KAWA et al., 2006)

A funcao desses transportadores € aumentar o potencial terapéutico de um
farmaco, impedindo que esse se perca no trajeto para um alvo especifico, evitando
simultaneamente a ocorréncia de efeitos secundarios nocivos em outra parte do
organismo (SANTOS, CASTANHO, 2002).

O presente trabalho foi desenvolvido visando a obtengdo e a caracterizagao
de lipossomas contendo ceftazidima e cefepima, bem como para investigar a agéo
desses lipossomas contendo esses antimicrobianos sobre a concentragéo inibitéria
minima (CIM) e sobre a concentragao bactericida minima (CBM) dos antimicrobianos

frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Pseudomonas aeruginosa e resisténcia aos antimicrobianos

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria patogénica oportunista Gram-
negativa, n&o fermentadora de agucares visando obter energia para o
funcionamento celular. Possui flagelo polar e pili, os quais sdo responsaveis pela
motilidade e aderéncia da bactéria as membranas celulares biolégicas sendo
também fatores de viruléncia (JAPONI et al., 2006).

Bactérias ndo fermentadoras sado ubiquas na natureza, particularmente no
solo e na agua, e sobre as superficies em contato com os mesmos. No ambiente
hospitalar, elas podem ser isoladas dos umidificadores, maquinas e acessorios
ventilatorios, colchdes e outros equipamentos, bem como da pele dos profissionais
da saude (McGOWAN, 2006).

A baixa susceptibilidade de Gram-negativos n&do fermentadores a substancias
antimicrobianas é tipicamente devido, tanto a resisténcia intrinseca, quanto aquela
rapidamente adquirida. Resisténcia intrinseca de Gram-negativos nao fermentadores
para antibiéticos comuns, como ampicilina, a maioria das cefalosporinas e
macrolideos, é primariamente devida a relativa impermeabilidade de sua membrana
externa para esses antibiéticos, comparadas com a membrana externa de outras
bactérias Gram-negativas. Por exemplo, a permeabilidade da membrana externa de
bactérias Gram-negativas nao fermentadoras tem sido descrita como sendo
aproximadamente 10 a 100 vezes menor do que a permeabilidade observada na
Escherichia coli (HANCOCK, SPEERT, 2000; HAUSER, SRIRAM, 2005).

A membrana externa das bactérias Gram-negativas € uma estrutura em
bicamada, composta de lipopolissacaridios e fosfolipidios e possui proteinas, em
particular porinas, ancoradas nessa membrana. Os lipopolissacaridios sao
responsaveis em parte, ou na maioria das vezes, pelas caracteristicas de
impermeabilidade para alguns antibiéticos. Entretanto alguns pequenos antibiéticos
hidrofilicos difundem através dos poros aquosos na membrana externa que sao
formados pelas porinas. As porinas tém também um importante papel na
impermeabilidade da membrana externa de bactérias Gram-negativas para

moléculas hidrofilicas. A alteracdo do tamanho do poro ou a perda das porinas tem
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sido implicada em um aumento na resisténcia bacteriana (DENYER, MAILLARD,
2002).

O numero e tamanho dos poros da membrana externa sao variaveis entre as
diferentes bactérias Gram-negativas. Um exemplo é a Pseudomonas aeruginosa, a
qual é intrinsicamente resistente a uma grande variedade de antibiéticos em virtude
da falta de porinas classicas de alta permeabilidade (HARDMAN et al., 2001).

A resisténcia as cefalosporinas pode estar relacionada com a inabilidade que
os antibiéticos tém de alcangar seu sitio de acdo, com a alteragdo nas proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs), que sdo o alvo das cefalosporinas, ou com as
enzimas bacterianas (B-lactamases) que podem hidrolisar o anel B-lactamico e
inativar a cefalosporina. A hidrélise de [-lactamicos por meio de B-lactamases
periplasmicas soma seus efeitos a acdo dos sistemas de efluxo e a baixa
permeabilidade celular. As novas ureidopenicilinas, cefalosporinas de terceira geracéo e
monobactamicos sao indutores fracos e, apesar de serem susceptiveis, permanecem
ativos enquanto a enzima n&o é induzida. No entanto, a desrepressao desta enzima
ocasiona niveis elevados de resisténcia as ureidopenicilinas e a maioria das
cefalosporinas. A quarta geracédo das cefalosporinas, como a cefepima, também é
pobre indutora do tipo | das B-lactamases, sendo menos susceptivel para hidrélise
pelo tipo | das B-lactamase do que a terceira geragdo (HARDMAN et al., 2001)

A resisténcia bacteriana para antibiéticos B-lactamicos é também causada
pelos sistemas de bombas de efluxo que removem o antibiético para fora da
bactéria, expulsando-os da célula antes que eles tenham a oportunidade de alcangar
uma adequada concentragao no sitio de agcdo. Esse € um importante mecanismo de
resisténcia a B-lactamicos na Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Neisseria
gonorrhoeae. Os sistemas de efluxo resultam em mais altas concentragbes
inibitérias minimas contra penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro, tetraciclinas
e fluoroquinolonas (HARDMAN et al., 2001; THOMSON, BONOMO, 2005).

Os sistemas de efluxo a multidrogas da P. aeruginosa sdo compostos de trés
proteinas que estdo estruturalmente e funcionalmente unidas. P. aeruginosa e
outras bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa, cobrindo uma
camada fina de peptidoglicano, sendo constituida de uma estrutura em bicamadas
contendo fosfolipidios, com sua face apolar voltada para dentro, protegida dos meios
aquosos, e a face polar voltada para fora; e uma membrana citoplasmatica, onde os

fosfolipidios sdo semelhantes aos da membrana externa, as quais dividem o espaco
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periplasmico. Os trés componentes do sistema de efluxo sdo exigidos para a efetiva
remocao dos compostos através de ambas as membranas da célula. Esses trés
componentes incluem uma bomba dependente de energia localizada na membrana
citoplasmatica (MexB), uma porina na membrana externa (OprM), e uma proteina
ligando-as (MexA) (NIKAIDO, 1998; TENOVER, 2006)

Os quatro maiores sistemas de efluxo da P. aeruginosa sao MexAB-OprM,
MexXY-OprM, MexCD-OprJ e MexEF-OprN. Os sistemas MexAB-OprM e MexXY-
OprM contribuem para a resisténcia intrinseca a multidrogas, enquanto a expresséo
exacerbada de MexXY-OprM ou MexCD-OprJ tem sido associada com resisténcia
adquirida a multidrogas. O fato de que os sistemas de efluxo podem mediar a
resisténcia para uma variedade de classes de antimicrobianos faz dele o mais
efetivo mecanismo de resisténcia (POOLE, SRIKUMAR, 2001; TENOVER, 2006).

Pseudomonas aeruginosa e outros Gram-negativos nao fermentadores, que
sdo resistentes a uma classe de antibiotico, sdo frequentemente resistentes a outras
classes de antibidticos, resultando em resisténcia a multidrogas, o que tem se
tornado caracteristico dessas bactérias. McGowan (2006), em estudo sobre
pneumonia associada a aparelhos ventilatérios causadas por P. aeruginosa
resistentes ou sensiveis a piperacilina, mostrou que as cepas resistentes a
piperacilina exibiram uma alta prevaléncia de resisténcia a ticarcilina, piperacilina-
tazobactam, ticarcilina-clavulonato, ceftazidima, imipenem, ciprofloxacina e
amicacina. Ao contrario, somente 21,8% e 16,8% de cepas susceptiveis a
piperacilina foram resistentes a ciprofloxacina e ticarcilina, respectivamente
(comparadas com 70,6% e 91,2% das cepas resistentes a piperacilina), e menos de
15% foram resistentes para uma das classes dos outros antibidticos testados.
Ressaltando que em bactérias Gram-negativas nao fermentadoras, resisténcia a
uma classe de antibidticos esta freqientemente associada a resisténcia a outras
classes de antibidticos.

Essa tendéncia de Gram-negativos ndo fermentadores em exibir resisténcia a
multidrogas pode ser causada em parte pela resisténcia cruzada e/ou pela co-
resisténcia. Co-resisténcia refere-se a presenca de varios mecanismos diferentes
que causam resisténcia a uma dada classe de antibidticos em um mesmo
hospedeiro bacteriano. Um mecanismo comum de coresisténcia a multidrogas
envolve a aquisicdo de genes capazes de conferir resisténcia para uma variedade

de classes de antibiéticos. Embora resisténcia cruzada comumente refira-se a
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situagdes nas quais um unico mecanismo bioquimico confira resisténcia para a
maioria dos membros de uma classe de antibiéticos. Quando o mecanismo
bioquimico é o sistema de efluxo, resisténcia cruzada a varias classes de antibiéticos
podem ser observadas. Isso pode ocorrer quando o uso de uma classe de
antibidticos aumenta a probabilidade de mutagdes, o que leva a selegcdo de uma
cepa mutante expressando um sistema de efluxo ativo com amplas especificidades
de substratos, desse modo estabelecendo uma situacdo na qual varias classes de
antibiodticos sdo ativamente removidas da célula (COURVALIN, TRIEU-COUOT,
2001).

Segundo Tenover (2006), resisténcia a multidrogas é cada vez mais
observada em isolados clinicos de P. aeruginosa. Esses isolados apresentam alto
nivel de resisténcia para piperacilina, ceftazidima, cefotaxima, ciprofloxacina,
gentamicina e tobramicina.

Resisténcia a multidrogas frequentemente reflete ndo um, mas uma
combinagdo de mecanismos de resisténcia. As bombas de efluxo frequentemente
trabalham juntas com a limitada permeabilidade da membrana externa da P.
aeruginosa para produzir resisténcia a B-lactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
cloranfenicol e aminoglicosideos (TENOVER, 2006).

Como relatado anteriormente, bactérias Gram-negativas nao fermentadoras
exibem resisténcia intrinseca para macrolideos e muitos [B-lactamicos, devido a
relativa impermeabilidade de sua membrana externa para esses agentes, aliada a
expulsdo do farmaco via bombas de efluxo. Embora bombas de efluxo presentes na
Pseudomonas aeruginosa s&o usualmente insuficientes para produzir resisténcia
para farmacos anti-pseudomonas, a aquisi¢ao ou selegcao de mutantes expressando
bombas de efluxo tem sido implicada na resisténcia da maioria das classes de
farmacos antimicrobianos, incluindo penicilinas e cefalosporinas, fluoroquinolonas,
carbapenemas e aminoglicosideos (HANCOCK, SPEERT, 2000).

Considerando-se a importancia da barreira de penetracdo dos antibiéticos na
resisténcia bacteriana, o desenvolvimento de sistemas coloidais de liberacao
controlada de farmacos, como os lipossomas, poderia ser uma maneira de aumentar
a efetividade dos antibiéticos, ndo somente aumentando a eficacia nos tratamentos
antibidticos de cepas nao resistentes, mas também contribuindo para superar a
resisténcia bacteriana. O aumentado efeito bactericida de antibiéticos encapsulados

em lipossomas pode ser explicado pela liberagdo do antibiético encapsulado
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diretamente ao alvo bacteriano pela interagcdo direta dos lipossomas e bactérias,

provavelmente por um processo de fusdo (BEAULAC et al., 1998).

2.2. Lipossomas

Lipossomas ou vesiculas fosfolipidicas (Figura 1) sdo vesiculas esféricas,
constituidas de uma ou varias bicamadas concéntricas de fosfolipidios, que isolam
um ou varios compartimentos aquosos internos do meio externo (FREZARD et al.,
2005). Varios fosfolipidios naturais e sintéticos podem ser empregados na
preparacdo de lipossomas, os quais, devido a sua estrutura em bicamadas, sao
capazes de encapsular uma grande gama de substancias: farmacos hidrofilicos séo
dissolvidos em regides aquosas e farmacos hidrofébicos sdo associados com as
bicamadas lipidicas. Se um farmaco apresentar carater anfifilico, podera se
acumular em ambas as regides ou ficar parcialmente imerso na bicamada lipidica,
na regiao da interface. Lipossomas sao estruturas uteis para transporte de farmacos,
proteinas, agentes diagndsticos e outros, atuando dessa forma como potenciais
transportadores de varias substancias (GREGORIADIS, 1995; LASIC, 1989).

Segundo Frézard et al. (2005), uma vantagem dos lipossomas, com relagao a
outros sistemas transportadores de farmacos, € a sua elevada biocompatibilidade,
especialmente quando constituidos de lipidios pertencentes as familias de lipidios
naturais. Além disso, sdo sistemas altamente versateis, cujo tamanho, lamelaridade,
superficie, composicado lipidica, volume e composicdo do meio aquoso interno

podem ser manipulados em fung¢ao dos requisitos farmacéuticos e farmacolégicos.
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Figura 1: Lipossomas podem encapsular e transportar substancias soluveis em agua em sua
cavidade hidrofilica e substancias soluveis em 6leo em sua cavidade hidrofébica. Adaptada
de www.elsomresearch.com . Acesso em: 23/04/07.

Os lipossomas apresentam baixa toxicidade e imunogenicidade, séao
biodegradaveis e capazes de proteger os compostos encapsulados da diluigdo e
degradagao no sangue, de forma que, quando alcangam o tecido alvo, podem liberar
doses concentradas de farmaco, aumentando a eficacia do tratamento (AOKI et al.,
1997). Os lipossomas modificam as propriedades farmacocinéticas, o tempo de
transito na circulagdo sanglinea e o metabolismo do farmaco encapsulado (AOKI et
al., 1997; SHARMA E SHARMA, 1997).

Devido a similaridade entre a estrutura da bicamada lipidica e da membrana
celular, lipossomas sao capazes de interagir efetivamente com as células, permitindo
o direcionamento do farmaco ao 6rgao alvo e, portanto, com menor toxicidade que o
farmaco livre (FARRELL, SIRKAR, 1997; McPHAIL et al., 2000).

Além de seu papel na compreensdo de varios fenbmenos bioquimicos e
biofisicos, os lipossomas sao importantes em varias e diferentes areas da ciéncia e
tecnologia. Em pesquisas basicas, biofisicas e em fisico-quimica, os lipossomas séao
usados como sistemas modelo para o estudo de biomembranas e suas
propriedades, tais como: permeabilidade em fungdo da composi¢do quimica da
membrana, presenga de varias moléculas/ions, fusdo de membranas/células, etc.
Em bioquimica, os lipossomas possibilitam aos cientistas reconstituir e investigar
proteinas de membrana em um ambiente bem definido que mimetiza fielmente o

natural. Lipossomas sao também usados como suporte para catalisadores,
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especialmente particulas semi-condutoras e em aplicagbes tais como a foto-
conversao de energia solar (LASIC, 1992).

Entretanto suas maiores aplica¢gdes sao na area da farmacologia, medicina e
biotecnologia, onde os lipossomas servem como veiculo para controlar a
administracdo de farmacos encapsulados, material genético, enzimas e outras
moléculas. Lipossomas também tém sua utilidade nas industrias alimenticia e
cosmética, tornando possivel transformar moléculas nao hidrossoluveis em
formulagcbes a base de agua. No campo das aplicagbes farmacéuticas, varios
produtos estao sob investigacao, incluindo imunomoduladores, agentes diagndsticos
e terapéuticos para cancer, antibidticos, produtos oftalmicos, antiasmaticos,
antifungicos, vacinas e promotores do crescimento capilar (LASIC, 1992;
TORCHILIN, 2005).

Segundo Torchilin (2005), a utilizagdo de lipossomas como transportadores
para a liberagao de farmacos apresenta as seguintes vantagens:

° Podem ser programados para a liberagao controlada de farmacos durante um
periodo prolongado de tempo;

o Tém uma tendéncia natural a ligar-se a determinados tipos de tecidos e
células; sendo pequenos o bastante para escaparem da circulagdo sanguinea para o
tecido no qual o endotélio capilar esteja danificado;

° Sao quimicamente similares a outras células que circulam no sangue, de
modo que sao biologicamente compativeis com outras células e também faceis de
serem metabolizados pelo organismo;

o Quando conjugados com anticorpos se ligam as células alvo com maior
avidez que a forma soluvel desses mesmos anticorpos;

o Se apresentam como um método util para proteger produtos labeis
biologicamente ativos, como proteinas e peptideos, frente a sua inativacdo ou
degradacdo no organismo. Também podem prevenir o efeito téxico de certas
substéancias antes que elas atinjam o sitio de agao;

o Apresentam a possibilidade de direcionar seletivamente os farmacos para
tipos celulares especificos através do emprego de anticorpos, horménios,
carboidratos ou outros ligantes;

o Fornecem uma oportunidade unica para a liberagdo de medicamentos dentro

das células e até dentro de compartimentos intracelulares.
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A encapsulacdo de farmacos em lipossomas pode ainda reduzir sua
toxicidade aguda e pode 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 sédo frequentemente os sitios onde os patdgenos
intracelulares se localizam (MAURER et al.,1998).

As principais desvantagens do ponto de vista farmacologico sdo um possivel
extravasamento, remogao pelas células do sistema reticulo endotelial (no caso de a
captura nao ser favoravel), degradagdo no trato gastrintestinal, estabilidade,
reprodutibilidade e, do ponto de vista tecnoldgico, a produ¢do em larga escala
(LASIC, 1992).

Para a administracdo de medicamentos hidrofilicos em lipossomas é
conveniente escolher lipossomas unilamelares, nos quais a cavidade aquosa é
significantemente maior. Para o transporte de farmacos hidrofobicos, que se incluem
na parede fosfolipidica do lipossoma, a presenga de varias membranas (lipossomas
multilamelares) permite administrar a substancia ativa em maior quantidade (LASIC,
1989).

A aplicagao terapéutica dos lipossomas utiliza quase todas as vias de
administragdo. A mais frequente € a intravenosa. Podem também ser administrados
pelas vias intraarterial, subcutanea, intramuscular, oral, tépica e nasal. (LASIC,
1989).

As varias preparagoes terapéuticas dos lipossomas tém mostrado resultados
positivos, destacando-se as terapias antimicrobianas de infec¢cbes por virus,
bactérias e protozoarios; genética; de reposicdo de enzimas em disfungdes
metabdlicas hereditarias, de reposicdo hormonal, desintoxicacdo de tecidos com
depdsitos metalicos, tratamentos oftalmicos e dermatoldgicos, vacinas, etc
(GREGORIADIS, 1995; SAPRA, ALLEN, 2003).

A interagdo dos lipossomas com células do organismo é a base de sua
aplicagao no transporte de farmacos, que podem ser de quatro tipos: o lipossoma
deve primeiramente adsorver a membrana celular, onde pode liberar alguns de seus
componentes no fluido extracelular, alguns dos quais podem passar através da
membrana, entrando na célula. Alguns sao capturados pelo processo da fagocitose
e entdo degradados pelos lisossomos, liberando seu conteudo no citoplasma. O

conteudo lipossomal pode também entrar na célula diretamente se o lipossoma se
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fundir com a membrana celular e os lipossomas podem ainda intercambiar seus
lipideos com os da membrana celular (LASIC, 1992).

A utilidade dos lipossomas como um eficiente sistema carregador para
liberacdo de farmacos também demonstra sucesso quando usado para aumentar a
atividade de muitos compostos de varias classes de antibidticos contra bactérias
(RAVAOARINORO, TOMA, 1993). As principais razdes para seu uso incluem
continua liberacado do farmaco, redugao da dose, possibilidade de administrar uma
grande dose com toxicidade reduzida e aumento da sensibilidade da bactéria para o

farmaco encapsulado nos lipossomas (OMRI et al., 1994).

2.2.1. Composicao dos lipossomas

Para a formacao dos lipossomas, varios tipos de lipidios e outros compostos
anfifilicos podem ser utilizados. Os fosfolipidios sdo os compostos mais comumente
utilizados, principalmente se as vesiculas sao destinadas a aplicacdes terapéuticas.
Eles podem ser classificados em cinco grupos: fosfolipidios de fontes naturais,
naturais modificados, semi-sintéticos, completamente sintéticos e com grupos
polares modificados. De forma geral, lipossomas podem ser obtidos a partir de
qualquer substancia anfifilica formadora de fase lamelar (CALHEIROS, 2001;
FREZARD et al., 2005; RUKHOLM et al., 2006; SHARMA E SHARMA, 1997;
VEMURI, RHODES, 1995).

A fosfatidilcolina (PC) (Figura 2), também conhecida como lecitina, pode ser
obtida de fontes naturais ou sinteticamente. Esse composto é extraido da gema do
ovo, da soja e, de forma menos comum, do coragdo e da medula espinhal de
bovinos. Como é o principal tipo de fosfolipidio presente em muitas membranas
celulares, a PC ¢é frequentemente empregada como constituinte dos lipossomas. A
PC também ¢é muito utilizada devido a seu custo relativamente baixo quando
comparado a outros fosfolipidios, além de possuir carga liquida neutra em pH
fisiologico e ter baixa reatividade quimica. A lecitina de fontes naturais é na verdade
uma mistura de fosfatidilcolina com cadeias de hidrocarbonetos de diferentes

comprimentos e graus de insaturacao (CALHEIROS, 2001).
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Figura 2: Fosfatidilcolina — Representagcdes esquematicas, formula estrutural e arranjo
espacial. Adaptada de www.colorado.edu . Acesso em: 27/04/07.

Outros tipos de lipidios que podem ser utilizados na preparacao das vesiculas
sao os esterois. Dentro dessa categoria, tem-se o colesterol que esta presente em
grandes quantidades nas membranas celulares de mamiferos. Esse lipidio,
isoladamente, ndo € capaz de se organizar em bicamadas, mas pode ser
incorporado em membranas de fosfolipidios em altas proporcdes (até 50%),
ajustando sua estrutura e propriedades dindmicas, 0 que afeta sua liberdade de
movimento e hidrofobicidade, com o objetivo de melhorar as caracteristicas de
empacotamento da bicamada. Devido a estrutura de sua molécula e as suas
propriedades de lipofilia, o colesterol modula a fluidez da membrana fosfolipidica,
reduz a permeabilidade a partir da bicamada e melhora a estabilidade da membrana
na presenca de fluidos bioldgicos. Lipossomas isentos de colesterol interagem
rapidamente com as proteinas do plasma, como a albumina, m-transferrina e
macroglobulina. Esses componentes tendem a desestabilizar os lipossomas e
reduzir sua utilidade como sistemas de liberacdo de farmacos, pois extraem os
fosfolipidios da membrana dos lipossomas provocando sua instabilidade fisica
(CALHEIROS, 2001; COCERA et al., 2003; VEMURI, RHODES, 1995).

A adicdo de um antioxidante na formulagcdo dos lipossomas visa evitar a
degradagdo oxidativa dos fosfolipidios estruturais, visto que a maioria das

dispersbes de fosfolipidios contém lipidios insaturados como parte da cadeia
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molecular. Esses lipidios insaturados submetem-se a degradagao oxidativa ou
peroxidagao lipidica, que podem ocorrer durante a preparagao, estocagem ou uso.
Estas degradacdes oxidativas podem ser minimizadas por varias maneiras, sendo
mais comum a adicdo de antioxidantes como o alfa-tocoferol (Vitamina E), pois
protege adequadamente os fosfolipidios da oxidagcdo (VEMURI, RHODES, 1995).

2.2.2. Classificagao dos lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados a partir do método de preparacao,
numero de bicamadas presentes na vesicula ou pelo tamanho. Quando os
lipossomas sdo descritos baseados no numero de bicamadas, sao classificados
como vesiculas unilamelares (ULV) ou vesiculas multilamelares (MLV). Quanto ao
método de preparacdo sdo descritos como vesiculas de evaporacido em fase
reversa, vesiculas de injecao de éter (EIV), dentre outros. E quanto ao tamanho, os
lipossomas sao classificados em vesiculas unilamelares grandes (LUV) e vesiculas
unilamelares pequenas (SUV). A descrigdo dos lipossomas através do numero de
lamelas e tamanho é mais comum que a classificacdo pelo método de preparacao
(VEMURI, RHODES, 1995)

Uma definigdo mais detalhada distingue entre vesiculas grandes e pequenas,
no que se pode chamar de classificagdo dos lipossomas (SHARMA E SHARMA,
1997):

o Lipossomas multilamerares (Multilamellar Vesicles: MLV): s&o os
lipossomas formados por varias bicamadas concéntricas, intercaladas por
compartimentos aquosos. Proporcionam maior encapsulacdo de substancias
lipofilicas e sdo mais estaveis por longos tempos de estocagem. Seu didametro é
variavel de acordo com o numero de lamelas, podendo ir de 400 a 3500 nm.

o Lipossomas pequenos unilamelares (Small Unilamellar Vesicles: SUV):
sao 0s menores lipossomas possiveis de serem obtidos, constituidos por apenas
uma bicamada como membrana e um pequeno compartimento aquoso. Sao
termodinamicamente instaveis, susceptiveis de agregacado e fusdo. Seu diametro

varia de 20 a 50 nm.
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o Lipossomas grandes unilamelares (Large Unilamelar Vesicles: LUV):
sdo também constituidos por apenas uma bicamada, com uma grande cavidade
aquosa, util para farmacos hidrofilicos. Seu didmetro varia de 200 a 1000 nm.

O tamanho do lipossoma é um dos principais parametros que determinam a
fracdo capturada pelo sistema fagocitario mononuclear (SFM). Pequenos lipossomas
(£ 0,1ym) séo opsonizados mais lentamente e a uma menor extensédo, quando
comparados com lipossomas grandes (> 0,1um) (SHARMA E SHARMA, 1997).

2.2.3. Mecanismos de formacéao dos lipossomas

Alguns mecanismos de formagédo de vesiculas foram sugeridos por Lasic,
(1988). De acordo com esse autor (Figura 3), com a adi¢do de uma fase aquosa a
um filme lipidico seco, ocorre permeacgao dessa fase através das bicamadas de
lipideos, sendo a hidratagdo da monocamada mais externa maior que a das
camadas internas. Dessa forma, ha formagao de bolhas convexas, uma vez que a
area superficial das cabecas polares cresce com o aumento da hidratacdo. A
transformacao para de ocorrer quanto € atingida uma distancia de equilibrio entre as
bicamadas. Agitando-se o sistema, as bicamadas se fecham, formando vesiculas
multilamelares ovais. Apos algum tempo, essas vesiculas se transformam em
estruturas esféricas que retém volumes maiores e possuem energias de curvaturas
menores.

Lasic (1988) também propés a existéncia de fragmentos de bicamada lipidica
como estruturas intermediarias no processo de formacgao de vesiculas. Quando ha
dissipacdo de energia no sistema, as bicamadas ja existentes sdo rompidas,
havendo formacao de fragmentos de bicamada, que sao instaveis devido ao contato
desfavoravel de suas extremidades apolares com o meio aquoso. O rearranjo das
moléculas hidrofébicas causa um arqueamento da estrutura que acaba se fechando

totalmente, formando vesiculas unilamelares.
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Figura 3: Representacdo esquematica das metodologias de preparagcdo de vesiculas
multilamelares grandes (MLV), vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas
unilamelares grandes (LUV). Adaptado de www.avantilipids.com. Acesso em: 28/04/07.

Os lipossomas também podem ser preparados por varios métodos como o da
microfluidizagado, desidratagao-reidratacéo, congelamento-descongelamento, inje¢cao
de etanol ou de cloroférmio, evaporacao de fase reversa, infusdo de éter e remocgao
de detergente, dentre outros (LIMA, 1995).

Geralmente, as caracteristicas  fisico-quimicas dos  compostos
terapéuticos definem sua localizagcdo nos lipossomas, podendo ser incorporadas
seja no compartimento aquoso interno (substancias hidrossoluveis), seja nas
membranas dos lipossomas (substancias lipofilicas ou anfifilicas). A taxa de
encapsulacdo de uma substancia em lipossomas e a relagdo substancia
encapsulada/lipidio sdo dois parametros importantes que devem ser considerados
na escolha do método de preparacdo, sobretudo quando se procura desenvolver
uma composicao farmacéutica. Estes parametros podem ser otimizados através da
escolha do método de encapsulagéao e da manipulagdo da composicao lipidica da
membrana. A taxa de encapsulacdo devera ser maximizada, pois € inversamente
relacionada a quantidade de substancia ndo encapsulada, que é perdida na maioria

das vezes. A relagao farmaco/lipidio devera também ser maximizada, visto que
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determina a quantidade de lipidio a ser administrada ao paciente. Assim, quanto
menor for a quantidade de lipidio veiculada, menores serdo os riscos de efeitos

colaterais associados aos mesmos (FREZARD et al., 2005).

2.2.3.1. Hidratagao do filme lipidico (HFL)

A preparagao de vesiculas multilamelares por hidratagao de filme lipidico foi
primeiramente descrita por Bangham et al., (1965) consistindo até hoje em um
método basico de preparacdao de lipossomas contendo substancias ativas. Esse
método é baseado no conceito de formagao de lipossomas por dispersdo mecanica.
E o mais simples e amplamente usado para a preparacdo de MLV (Figura 4), no qual
um filme fino de lipidios € depositado nas paredes de um recipiente (baldo de fundo
redondo) apds a evaporagao do solvente organico. As vesiculas sao formadas
quando a fase aquosa a uma temperatura acima da temperatura de transicdo do
lipidio € adicionada em excesso ao sistema, sob agitacdo. O farmaco a ser
encapsulado esta incluido ou no tampao aquoso de hidratagdo (para farmacos
hidrofilicos) ou no filme lipidico (para farmacos lipofilicos). Esse método produz uma
populacdo heterogénea de MLV (1 - 5 ym de didmetro), os quais podem ser
sonicados ou extrusados através de filtros de policarbonato para produzir uma
populagao de pequenos e mais uniformes SUV (SHARMA E SHARMA, 1997).

Mesmo antes da adicdo da fase aquosa, os lipidios que formam o filme seco
ja estao dispostos de forma a separar as regides hidrofilicas das hidrofébicas, na
mesma conformacgao das bicamadas dos lipossomas. Sob agitagdo, as camadas de
lipidios comegam a inchar e, a medida que sofrem agitagdo, desprendem-se do

suporte ja na forma de vesiculas multilamelares (CALHEIROS, 2001).
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Figura 4: Representagdo da formacao de lipossomas pelo método de hidratagdo do filme
lipidico. Adaptado de www.avantilipidds.com. Acesso em: 28/04/07.

2.2.3.2. Determinacgdo do diametro dos lipossomas

A determinacéo e o controle do diametro dos lipossomas sao importantes por
varias razdes. O raio do lipossoma ou curvatura € conhecido devido a significante
influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas da bicamada lipidica. Em
preparacdes farmacéuticas, a eficiéncia de encapsulacdo de um farmaco e o seu
comportamento in vivo esta diretamente relacionada ao tamanho das vesiculas
(MATSUZAKI et al., 2000).

Varias técnicas para medir lipossomas baseadas em espalhamento de luz
foram introduzidas, mas, na maioria dos casos sao aplicaveis apenas sob condi¢des
bem definidas. Um exemplo amplamente utilizado é o espalhamento de luz

dindmica.
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2.2.3.2.1. Espalhamento de luz (light scattering)

O fenbmeno da difusdo da luz pode ser utilizado para detectar a eluicao de
lipossomas através de uma coluna de cromatografia de excluséo. A difusdo da luz
através das particulas ocorre em fungao do tamanho destas. Assim, a turbidez pode
ser utilizada para uma estimativa do diametro médio de uma preparagdo de
lipossomas. A medi¢cdo do fendmeno sob um ponto de vista dindmico, permite
determinar a distribuicdo de uma preparagdo segundo o tamanho. Essa técnica é
denominada por trés termos diferentes que séo: “Dynamic Light Scattering” (DLS),
“Quasi-elastic Light Scattering” (QELS), ou ainda “Photon Correlation Spectroscopy”
(PCS), e também referida como “Laser Light Scattering” (LIMA, 1995).

Esse método esta baseado na propriedade das particulas em suspensio se
difundirem por todas as diregbes e estarem em movimento permanente (movimento
Browniano), espalhando o feixe de luz quando esse incide sobre elas. A intensidade
do espalhamento de luz detectada esta diretamente relacionada a velocidade de
difusdo das particulas, determinada por seu tamanho, que ocorre tanto mais rapida
quanto menores forem as particulas. Em um dado ponto, a medida da luz difundida
através de uma preparagcdo de vesiculas varia com o tempo, representando na
verdade a soma de numerosas ondulagdes difundidas individualmente através das
particulas. A andlise de tais flutuagdes permite medir o coeficiente de difusdo (D) das
particulas, o qual pode ser utilizado para determinar didmetro hidrodindmico (d(H))
médio considerando-se as vesiculas como esferas perfeitas (ALVES, 2005; Dynamic

Light Scattering, em www.malvern.co.uk; LIMA, 1995).

d(H)=KT/3mD (Equacéo de Stokes-Einstein)
onde:

d(H):Didmetro hidrodinamico;

D: Coeficiente de difusao;

K: constante de Boltzmann;

T: temperatura absoluta;

n: viscosidade do meio
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Essa técnica apresenta certas vantagens como a rapidez, auséncia de
tratamento prévio da amostra e precisdo, uma vez que se pode efetivamente
determinar as caracteristicas médias de uma preparagcéo de lipossomas, como o
didametro ou o volume interno. Entretanto apresenta alguns inconvenientes,
tornando-se menos eficiente a medida que aumenta a heterogeneidade da
preparacdao em estudo. Além disso, em alguns casos € necessario diluir a amostra
antes de leva-la ao feixe de luz. Dependendo do poder do laser, € possivel medir as
particulas cujo didmetro esteja compreendido entre 3 nm e 3 ym, mas nao € possivel
distinguir entre uma vesicula e uma massa floculada de um aglomerado de vesiculas
pequenas, além disso, é necessario remover quaisquer particulas micromeétricas que

estejam na amostra antes da analise (LIMA, 1995).

2.2.3.3. Separacgao do farmaco encapsulado

ApOs a preparacgao dos lipossomas contendo o farmaco, é possivel identificar
a presenga desse ndo sO nos lipossomas (fragcdo encapsulada), mas também
dissolvido na forma livre no meio aquoso (fragdo n&o encapsulada). Para que
possam ser empregados como sistemas de liberagao controlada, na maioria dos
casos, € necessaria a remogao completa do farmaco livre. Varios métodos tém sido
empregados para separagéo da fragao livre do farmaco. Dentre esses, se destacam
a cromatografia de troca ibnica, a ultrafiltragcdo e a cromatografia de exclusédo por
tamanho (VEMURI, RHODES, 1995).

A cromatografia de exclusao por tamanho (Figura 5) € o método mais utilizado
devido a sua simplicidade, adaptabilidade a varios tipos de preparagoes,
reprodutibilidade e aspecto quantitativo. Além disso, como essa técnica nao promove
alteracbes na amostra, permite que as fracdes coletadas possam ser submetidas a
analises posteriores (GRABIELLE-MADELMONT et al.,, 2003). Pode-se também
determinar a fragdo de farmaco encapsulado tratando-se a formulacdo com
detergente capaz de promover a ruptura dos lipossomas e completa liberagdo do
farmaco no meio aquoso circundante, a partir do qual se realiza um ensaio
quantitativo (VEMURI, RHODES, 1995).

A cromatografia de exclusdo por tamanho (ou SEC - Size Exclusion

Chromatography), também denominada permeacao em gel ou filtragdo em gel, € um
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tipo de cromatografia liquida que ao contrario dos demais, espera-se que nao haja
nenhum tipo de interagdo do farmaco com a fase estacionaria, ou pelo menos que
essa interagdo seja a menor possivel para que ndo atrapalhe o processo de
exclusdo. O elemento que governa a separagdo na cromatografia por excluséo é a
diferenca de massa molecular que os compostos apresentam (SKOOG et al., 2002).

Durante o processo cromatografico, as moléculas maiores que os poros do
polimero ndo sd&o capazes de penetra-los e acabam passando por fora das
particulas, sendo eluidas mais rapidamente. J&4 as moléculas de tamanho inferior
aos poros penetram neles e percorrem em caminho mais longo e demorado e por

isso acabam ficando atrasadas em relagao as demais (SKOOG et al., 2002).
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Figura 5: Cromatografia por exclusdo. Adaptado de www.dbs.umt.edu . Acesso em:
29/04/07.

Existe um grande numero de resinas para a cromatografia por exclusdo. Eles
variam de acordo com a sua rigidez e com o intervalo de tamanho dentro do qual
sdo uteis, isso €, o material a ser utilizado na coluna dependera do tamanho efetivo
das moléculas que devem ser separadas. Os materiais utilizados na cromatografia
por exclusdo classica sdo os chamados materiais fracos (ndo rigidos), constituidos

de géis de polidextrano (Sephadex), poliacrilamidas (Bio-Gel P) e poliagaroses
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(Sepharose e Bio-Gel A), usados quase sempre com fases mdveis aquosas. Sua
capacidade é elevada, mas eles nao resistem a pressdes superiores a 3 bar
(COLLINS, BRAGA, 1988).

Alguns fatores sdo determinantes na cromatografia de exclusdo, dentre eles o
volume da amostra, a razdo do volume da amostra e da coluna, as dimensdes da
coluna, o tamanho dos poros das particulas, o fluxo, a viscosidade da amostra e o
tampéao utilizado (SKOOG et al.,, 2002). O volume da amostra € um dos mais
importantes parametros da cromatografia de exclusdo, sendo expresso como uma
percentagem do volume total da coluna. O emprego de pequenos volumes ajuda a
evitar sobreposicao dos picos de separagao, sendo indicado para boa resolugdo um
volume de amostra de 0,5-5% do volume total da coluna (Gel Filtration, em

www.chromatography.amershambiosciences.com).

Para a obtencdo de uma separacao adequada é de vital importancia observar
as caracteristicas dos materiais de exclusdo. Cada tipo de material apresenta um
limite minimo de tamanho molecular capaz de ser selecionado, chamado limite de
exclusdo. Todos os compostos com massas moleculares menores que o limite de
exclusdo serao capazes de penetrar nos poros com a mesma facilidade e, portanto,
nao serao separados. De forma semelhante, os compostos ndo podem apresentar
massa superior a um limite maximo de massa chamado limite de permeacéo. Caso
esse limite ndo seja respeitado, os compostos néo terdo capacidade de adentrar nos
poros e todos passarao pela porcao externa das particulas inviabilizando a
separacgao. Portanto existe a chamada regido de permeacéao seletiva que representa
uma faixa de massa onde a faixa estacionaria € capaz de separar adequadamente
os compostos em funcédo das diferengas de suas massas moleculares (SKOOG et
al., 2002).
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2.3. Cefalosporinas

2.3.1. Historico

A histéria da descoberta das cefalosporinas teve inicio durante a Segunda
Guerra Mundial, quando o professor Giuseppe Brotzu, do Instituto de Higiene da
Universidade de Cagliari, na ltalia, desenvolvia um estudo a procura de fungos que,
a semelhangca do Penicillium, fossem dotados da capacidade de produzir
substancias antibacterianas. Em 1945, apds experimentar centenas de
microrganismos, Brotzu isolou das aguas maritimas da costa da Sardenha, proximo
a desembocadura de um cano de esgoto, um fungo identificado depois como
Cephalosporium acremonium. Os extratos de culturas desse fungo apresentaram
propriedades antibacterianas e foram até mesmo usadas no tratamento de infecgcdes
estafilocdcicas e da febre tifoide (HARDMAN et al., 2001; TAVARES, 2001).

Os estudos publicados por Brotzu, em 1948, ndo conseguiram interessar a
industria farmacéutica italiana. Trabalhando com uma amostra de cultura do
Cephalosporium acremonium enviada por Brotzu, Florey, juntamente com Abraham
e Newton, confirmaram a atividade antibiética do fungo, sendo verificado, em
seguida, que o cogumelo produzia cerca de seis substéncias com propriedades
antibacterianas, das quais foram isoladas trés: cefalosporina P, cefalosporina N e
cefalosporina C. A primeira era um esterdide com espectro de agdo muito limitado, e
a segunda foi identificada como sinematina B, uma penicilina descoberta em 1951, e
que tinha atividade inferior a das demais penicilinas. A cefalosporina C foi
descoberta por Newton e Abraham em 1953, mostrando-se um antibiético de baixa
acao antibacteriana; contudo, essa substancia apresentava um espectro de acao
amplo e ndo era afetada pela acado da penicilinase estafilocécica, revelando ser um
antibiotico completamente novo (HARDMAN et al., 2001; TAVARES, 2001).

As propriedades da cefalosporina C despertaram o interesse dos cientistas,
resultando na descoberta de seu nucleo central, o 4cido 7-aminocefalosporanico (7-
ACA), em 1961 por Lorder e colaboradores. A partir dai, modificagdes nas cadeias
laterais do 7-ACA possibilitaram a descoberta de derivados semi-sintéticos, tendo os
laboratérios de pesquisa e farmacéuticos se dedicado aqueles que apresentaram
espectro de acdo amplo, resisténcia as B-lactamases, absorcdo por via oral e
parenteral e menor toxicidade ao homem (HARDMAN et al., 2001; TAVARES, 2001).
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As cefalosporinas sao, portanto, antibiéticos semi-sintéticos derivados do 7-
ACA, distinguindo-se entre si pelas cadeias laterais da molécula basica. Em geral,
modificagbes na cadeia lateral ligada ao carbono 3 do 7-ACA afetam as
caracteristicas farmacoldgicas do antibiético, ao passo que substituicdes no anel -
lactdmico, ou proximas dele, levam a uma maior ou menor resisténcia as [3-
lactamases bacterianas; modificagdes mais distantes do nucleo, na cadeia ligada ao
carbono 7, tendem a alterar tanto as caracteristicas farmacologicas quanto as
antibacterianas (HARDMAN et al., 2001; SILVA, 2002; TAVARES, 2001).

2.3.2. Classificacado das cefalosporinas

Embora as cefalosporinas possam ser classificadas pela sua estrutura
quimica, farmacologia clinica, resisténcia a (-lactamase, ou espectro de atividade, o
sistema de classificacdo pelas geragdes € muito usado, contudo evidentemente um
tanto arbitrario. Essa classificacdo € baseada nas caracteristicas da atividade
terapéutica (HARDMAN et al., 2001).

A primeira geracdo de cefalosporinas inclui a cefalotina, cefazolina,
cefaloridina, cefapirina, cefacetrila, cefanona, cefazaflur, ceftezol e cefazedoran, as
quais sao administradas por via parenteral; e a cefalexina, cefadroxila, cefradina e
cefroxadina, que s&o administradas por via oral. Possuem boa atividade contra
bactérias Gram-positivas e atividade reduzida contra microrganismos Gram-
negativos. A maioria dos cocos Gram-positivos (com excegao de enterococos,
estafilococos resistentes a meticilina e S. epidermides) € susceptivel. A maioria dos
anaerobios da cavidade oral é sensivel, mas o grupo do Bacteroides fragilis é
resistente (HARDMAN et al., 2001; USP DI, 1998).

A segunda geracédo de cefalosporinas apresenta um aumento na atividade
contra Gram-negativos, mas € muito menos ativa do que as de terceira geragao. A
segunda geragao de cefalosporinas inclui cefaclor, cefamandol, cefmetazol,
cefonicida, cefofetam, cefoxitina, cefprozila e cefuroxima. Um subconjunto dos
agentes de segunda geragao (cefoxitina, cefofetam e cefmetazol) também é ativo
contra o grupo do Bacteroides fragilis (USP DI, 1998).

A terceira geracdo de cefalosporinas € menos ativa do que agentes da

primeira geragcdo contra cocos Gram-positivos, mas sao mais ativas contra
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Enterobacteriaceae, incluindo cepas produtoras de [-lactamases. Na terceira
geracao, estdo incluidas a cefixima, cefoperazona, cefotaxima, cefpodoxima,
ceftazidima, ceftizoxima e ceftriaxona. Ceftazidima e cefoperazona, também sao
ativas contra Pseudomonas aeruginosa, mas também menos ativas do que outros
agentes de terceira geragao contra cocos Gram-positivos (HARDMAN et al., 2001;
USP DI, 1998).

A quarta geragado de cefalosporinas, da qual faz parte a cefepima, tem um
amplo espectro de atividade comparado a terceira geragdo, incluindo a grande
maioria de bacilos Gram-negativos, incluindo Pseudomonas aeruginosa e € estavel a
hidrolise por muitas das previamente identificadas B-lactamases codificadas por
plasmidios. E pobre indutora e relativamente resistente as B-lactamases do tipo |,
codificadas cromossomicamente e algumas [-lactamases de amplo espectro.
Agentes da quarta geragao tém acao terapéutica contra muitas Enterobacteriaceae
que sao resistentes a outras cefalosporinas via indugao do tipo | de B-lactamases,
mas permanecem susceptiveis a muitas bactérias expressando B-lactamases de
amplo espectro mediada por plasmidios (HARDMAN et al., 2001; JAWETZ et al.,
1998).

A reacado adversa mais comum as cefalosporinas é a irritacdo no local de
aplicacdo e suas consequéncias. Dor local apds a injecdo intramuscular € comum,
sendo menor com o uso de cefalizona e cefaloridina; flebite € um achado comum
apos o uso intravenoso prolongado de uma cefalosporina. Desconforto epigastrico,
nauseas e diarréia podem ocorrer apés uso oral. A nefrotoxicidade tem sido
amplamente documentada com o uso de cefaloridina, relacionada com a dose do
produto (SILVA, 2002).

Depois da absorgao gastrintestinal ou infusdo intravenosa, elas rapidamente
alcangam picos de niveis no soro e entdo rapidamente difundem-se para varios
tecidos no corpo. As cefalosporinas sdo excretadas primariamente pelos rins. Entao
o ajuste da dose necessita ser individualizado para pacientes com disfun¢des renais.
As cefalosporinas atravessam a placenta e sdo encontradas em altas concentracoes
nos fluidos sinoviais e pericardial. A penetragdo no humor aquoso dos olhos é
razoavelmente eficiente depois da administragcdo sistémica de agentes da terceira
geragdo, mas a penetracdo no humor vitreo é pobre. Concentragbes na bile
geralmente sdo altas, sendo altos niveis encontrados com a cefoperazona
(HARDMAN et al., 2001).
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2.3.3. Cefalosporinas com acao contra Pseudomonas aeruginosa

A ceftazidima (Figura 6, pag. 53), uma cefalosporina de terceira geragao, é
uma aminotiazolil-cefalosporina semi-sintética que apresenta um grupamento
carboxipropil-oximino em lugar do grupamento metoximino das demais
cefalosporinas modernas. Além disso, tem um radical piridino na posicdo 3. Essa
estrutura quimica provoca alguma perda de atividade contra os microrganismos
Gram-positivos e anaerobios, mas aumenta a atividade contra os Gram-negativos,
em particular contra a Pseudomonas aeruginosa. Apresenta notavel estabilidade
frente as [(-lactamases produzidas pelos microrganismos Gram-negativos,
entretanto, é cada vez mais freqiente o isolamento de Klebsiella, Pseudomonas,
Enterobacter, Citrobacter e Serratia que se mostram resistentes a esses antibiéticos
por produzirem [-lactamases que os inativam. Essa resisténcia pode ser
desenvolvida durante o tratamento devido a expressao de B-lactamases codificadas
cromossomicamente. A ceftazidima tem pequena capacidade indutora da produgao
de pB-lactamases pelos microrganismos Gram-negativos, sendo que essa
propriedade s6 se manifesta quando empregada em altas concentracdes. E
apresentada sob a forma de ceftazidima penta-hidratada associada ao carbonato de
sédio para facilitar sua dissolugdo (MARTINDALE, 2007; TAVARES, 2001).

Até recentemente, a ceftazidima era o mais potente antibidtico B-lactamico
contra a Pseudomonas aeruginosa. Sua atividade contra esse microrganismo pode
ser aumentada pelos aminoglicosideos, e o antagonismo in vitro tem sido relatado
entre ceftazidima e cloranfenicol. Sua concentracio inibitoria minima situa-se entre 8
e 12 ug/mL, superando a agao de penicilinas, monobactamicos, carbapemenas e
outras cefaloporinas. Entretanto, essa atividade hoje em dia € menor, sobretudo em
hospitais terciarios de grandes cidades, onde a resisténcia dos bacilos Gram-
negativos pode atingir mais de 30% das amostras isoladas (TAVARES, 2001).

A ceftazidima é administrada por injegdo como sal sédico ou em solugédo com
arginina. Concentragdes de picos plasmaticos médios entre 17 e 39 pg/mL tém sido
relatadas aproximadamente uma hora depois da administragao intramuscular de 0,5
e 1 g de ceftazidima, respectivamente. Cinco minutos depois da administracéo
intravenosa de 0,5, 1 e 2 g de ceftazidima, concentragdes médias no plasma de 45,

90 e 170 ug/mL, respectivamente, tém sido relatadas. A meia vida plasmatica € de
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cerca de 2 horas, mas esse tempo é prolongado em pacientes com problemas renais
e em neonatos (MARTINDALE, 2007).

A ceftazidima é extensamente distribuida nos tecidos e fluidos do corpo;
concentracdes terapéuticas sdo encontradas no liquido cérebro espinhal quando as
meninges estdo inflamadas. Ela atravessa a placenta, sendo ainda excretada no
leite materno e pela bile, embora somente uma pequena proporgao seja eliminada
por essa rota. A principal via de excrecao é renal, quase exclusivamente por filtracdo
glomerular. Cerca de 80 a 90% da droga inalterada é recuperada na urina dentro de
24 horas, sendo removida por hemodialise e dialise peritoneal (MARTINDALE,
2007).

A cefepima (Figura 7, pag. 54) € uma aminotiazolil-metoximino-cefalosporina
ativa contra enterobactérias, Pseudomonas e bactérias Gram-positivas, por
apresentar em seu carbono 3 do nucleo cefém um radical metilpirrolidino. O farmaco
€ ativo sobre microrganismos produtores de B-lactamases, tanto as de origem
plasmidial como cromossémica. Ndo tem praticamente atividade indutora de [3-
lactamases. Constitui-se no segundo representante das cefalosporinas da quarta
geragcdo. Foi desenvolvida pelo laboratério Bristol-Myers, EUA, tendo sido
introduzida em 1984 por Khan e colaboradores sob o codigo BMY-28142. A acéo da
cefepima contra a P. aeruginosa in vitro € comparavel a da ceftazidima, sendo
substancialmente maior do que a da cefotaxima e ceftriaxona, apresentando CIM
igual ou inferior a 8 ug/mL para a maioria das amostras. Contudo, sua atividade in
vitro contra Streptococcus e Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina, € maior
do que a da ceftazidima e comparavel a da cefotaxima (RYBAK, 1996; TAVARES,
2001).

Cefepima €& uma das cefalosporinas que foram desenvolvidas com as
caracteristicas de amplo espectro de acgao, estabilidade frente as [(-lactamases e
favoravel perfil de seguranga (NEU, 1996). Cefepima parece ser adequada para
monoterapia empirica para pacientes hospitalizados com moderada ou grave
pneumonia, incluindo aqueles com bacteriemia simultdnea, infeccdoes complicadas
do sistema renal e da pele. Sua excelente atividade contra microrganismos Gram-
negativos resistentes as cefalosporinas parece estar relacionada a um aumento da
penetracdo através da membrana externa, quando comparada as da terceira
geracgao (SINGH, ARRIETA, 1999).
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A absorcdo da cefepima € realizada somente por via parenteral. Apos a
administracao de 1 g por via intravenosa (IV) é alcangado o nivel sérico médio de 70
pMg/mL, caindo lentamente para cerca de 4 pg/mL ao final de 12 horas. Por via
intramuscular, sua absorcdo permite manter niveis terapéuticos por tempo
semelhante. Sua meia-vida sérica € de duas horas e sua ligagdo protéica é
pequena, por volta de 15%. A cefepima mantém concentracdo terapéutica nos
liquidos e tecidos organicos, sendo ativa contra a maioria dos microrganismos
sensiveis, por 10 a 12 horas. Atinge a concentragdo terapéutica no liquor em
pacientes com meningite, sendo requeridos niveis liquéricos 55 a 95 vezes
superiores a concentragcao inibitéria minima ativa contra os microrganismos mais
frequentemente causadores de meningites (hemofilos, pneumococos, menigococos
e E. coli). Sua eliminagao € por via renal, por filtragdo glomerular, na maior parte,
sem sofrer metabolizacdo (somente 10% s&o metabolizados). Em pacientes com
insuficiéncia renal moderada, com clearance da creatinina (CC) entre 10 e 30
mL/min, é sugerida a dose, em adultos, de 500 mg uma vez ao dia; nos pacientes
com insuficiéncia renal grave, com CC inferior a 10 mL/min é recomendada a dose
diaria de 250 mg por dia. A cefepima é retirada em 70% por hemodialise e somente
26% por dialise peritoneal (TAVARES, 2001).

Segundo Neu (1996), cefepima causa minimos efeitos adversos, sendo
comparavel a ceftazidima. Reagdes alérgicas de hipersensibilidade s&o
extremamente raras e as hematopoéticas de natureza séria ndo ocorrem. Embora
granulocitopenia possa ocorrer, ela é reversivel e ndo frequentemente observada
nas terapias com cefalosporinas. Efeito toxico pulmonar, hepatico, cardiovascular ou

renal ndo foi notado.

2.3.4. Mecanismo de acéao

As bactérias, assim como as leveduras, apresentam um envoltério externo a
membrana citoplasmatica denominado parede celular. Essa estrutura é que Ihes da
forma e rigidez e, mais importante que isso, mantém a hipertonicidade do meio
interno. A parede celular € uma barreira osmaotica que permite as bactérias reter
nutrientes, proteinas e acidos nucléicos em seu interior e manter certas moléculas

em seu exterior. A parede celular tem constituigao diferente conforme a bactéria seja
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Gram-positiva ou um bacilo Gram-negativo. Todas apresentam em comum um
mucopeptideo, o peptidoglicano, um polimero mucocomplexo rigido, constituido por
mondmeros formados pelos agucares aminados N-acetilglicosamina e acido N-
acetilmuramico, ligados por pontes de aminoacidos (TAVARES, 2001).

A sintese do peptidoglicano transcorre em trés etapas. A primeira realiza-se
no citoplasma bacteriano, resultando na formagcao de monémeros compostos de um
dissacarideo formado pelo acido muramico e a N-acetilglucosamina ligado a um
pentapeptideo; a segunda ocorre na membrana citoplasmatica, onde, gragas a um
transportador fosfolipidico, as moléculas de aminoagucares-pentapeptideo sao
tranportadas para o meio externo; a terceira etapa realiza-se no espaco periplasmico
(ou correspondente espago extracelular nos microrganismos Gram-positivos),
sucedendo a polimerizacdo, onde os pares de aminoagucares-pentapeptideos sao
ligados entre si, originando-se longas cadeias polissacaridicas, formando-se o
polimero peptidoglicano que ira compor a parede e o septo da bactéria em diviséo
(HARDMAN et al., 2001).

Sendo o peptidoglicano o principal elemento que configura a rigidez da
parede, responsavel pela manutencdo da maior pressao interna nas bactérias, as
substancias que interferem na sintese desse elemento, certamente causardao um
efeito destrutivo sobre a bactéria. E o que ocorre com as penicilinas, cefalosporinas,
a fosfomicina, vancomicina e outros glicopeptideos, que inibem a sintese da parede
celular por agirem em varias etapas da formagdo do mucopeptideo (TAVARES,
2001).

As cefalosporinas, da mesma forma que as penicilinas, inibem a formagao do
peptidoglicano ao se ligarem de maneira irreversivel as proteinas ligadoras de
penicilinas (PBPs) numeros 1b e 3, inibindo sua acado. Essas PBPs séo proteinas
situadas na face externa da membrana citoplasmatica, que tem atividade enzimatica
de transpeptidases e de carboxipeptidases, participando de maneira fundamental na
terceira etapa da biossintese das novas moléculas de peptidoglicano e sua
incorporagdo no peptidoglicano preexistente na parede celular da bactéria em
divisdo. Embora estes antibiéticos atuem em diferentes fases da sintese, o resultado
sera o mesmo, havendo auséncia da parede celular ou formagdo de uma fragil
parede defeituosa ou auséncia de formacao dos septos que dividem as células em
multiplicagdo. Como consequéncia, a bactéria ndo conseguira sobreviver, pois,

devido a hipertonicidade intracelular, entrara agua do meio externo para o meio
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interno e por fim ocorrera a lise bacteriana (HARDMAN et al., 2001, TAVARES,
2001).
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro os efeitos da encapsulagéo da
ceftazidima e da cefepima individualmente em lipossomas unilamelares quanto a
atividade antimicrobiana do farmaco sobre a Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

3.2. Especificos

- Obter e caracterizar dispersdes coloidais de lipossomas unilamelares
contendo a ceftazidima e a cefepima encapsuladas individualmente;

- Determinar a eficiéncia de encapsulacdo da ceftazidima e cefepima
nesses lipossomas unilamelares;

- Avaliar a acado antimicrobiana da ceftazidima e cefepima livres e
encapsuladas em lipossomas unilamelares, através da determinagdo da
concentragdo inibitéria minima e da concentragdo bactericida minima,
frente as metodologias estabelecidas pelo CLSI/NCCLS (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2005).
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Material

4.1.1. Substancias e reagentes

- Fosfatidilcolina de soja (Lipoid, Gmb);

- Colesterol (Avanti Polar Lipids, lote CH-33);

- Alfa-tocoferol (Sigma, lote 45H1047);

- Cloroférmio, etanol (grau analitico);

- Sephadex G-50 Fine (Amersham Bioscience);

- Metanol, acetonitrila (grau HPLC);

- Membrana de acetato de celulose (CelluSep), MWCO: 12.000-14.000;
- Agua ultra pura Milli-Q;

- Solugao de NaCl 0,9%;

- Caldo Miller-Hinton e agar Miller-Hinton (Merck);
- Agar Casoy e Caldo Casoy (Merck);

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;

- Bateria de Corantes para Gram.

4.1.2. Equipamentos

- Processador ultrassénico, marca Misonix, modelo XL 2020;

- Espectrofotdmetro Ultravioleta-Visivel (UV-VIS), marca Varian, modelo Cary
50;

- Cromatografo liquido acoplado a detectores de massas, marca Varian,
modelo 1200 L triplo quadruplo;

- Zetasizer Nano S, marca Malvern Instruments, UK, modelo ZEN1600;

- Centrifuga, marca Sigma, modelo 3-18 K;

- Balanga Analitica, Marca Gehaka, modelo AG-200;

- pHmetro, marca Gehaka, modelo PG1000;

- Agitador magnético, marca Tecnal, modelo TE-085;

- Agitador tipo vértex, marca Phoenix, modelo AP-56;



- Lavadora ultra-sénica, marca Unique, modelo USC1400;
- Geladeira;

- Freezer,;

- Banho-maria termostatizado;

- Estufas Incubadoras;

- Cabine de Segurancga Bioldgica Classe Il — Tipo A2;

- Autoclave.

4 .1.3. Vidrarias e utensilios diversos

- Placas de Petri;

- Tubos de ensaio;

- Baldo de fundo redondo de 50 mL;

- Baldes volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 1000 mL;
- Pipetas volumétricas e graduadas de 1, 2, 3, 5 e 10 mL;
- Alca de platina;

- Espatulas de inox;

- Erlenmeyers;

- Macrocontroladores;

- Pipetas automaticas;

- Garras;

- Colunas cromatograficas de vidro.
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4 2. Substancias teste
4.2.1. Antimicrobianos

Ceftazidima (Figura 6): pd cristalino branco ou quase branco, sendo
livremente soluvel em agua e praticamente insoluvel em alcool (ADVAN PHARMA
CHEM CO.,LTD, China, lote 6117CJ81J-A). Apresentando formula molecular
C22H22NsO07S,05H,0, peso molecular de 636,65 g/mol, teor de umidade de 12,0%,
carbonato de sédio 118 mg/1g de ceftazidima (10,56%) e teor de ceftazidima ativa
de 72,38%.
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Figura 6: Formula estrutural da ceftazidima
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Cefepima (Figura 7); pé branco ou levemente amarelado e altamente soluvel
em agua (Alembic- lote 10016867). Apresentando férmula molecular
C19H25CINgO5S,0HCleH,O e peso molecular de 571,5 g/mol, teor de umidade de
4,0%, teor de L-arginina de 725 mg/1g de cefepima (42%) e teor de cefepima ativa
de 54%.
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Figura 7: Formula estrutural da cefepima

4.2.2. Padrdes primarios

Ceftazidima: Official Chemical Reference Standard Ceftazidime - Lot n°1b —
European Pharmacopoeia Chemical Reference Substance (Ph. Eur. CRS), contendo

85,5% de ceftazidima sobre a base anidra.

Cefepima (Cloridrato de cefepima): Official Chemical Reference Standard
1097636 Cefepime Hydrochloride: LOT GOD116 — United States Pharmacopeia
(USP), contendo 860 pg de cefepima por mg de cloridrato de cefepima sobre a base

anidra.



55

4.3. Métodos

4.3.1. Preparacao do filme lipidico

Os lipossomas foram preparados empregando a metodologia de hidratagao
do filme lipidico (BANGHAM et al., 1965).

Na preparagdo dos lipossomas, foi utilizada fosfatidilcolina de soja na
concentragdo de 40 mM, colesterol na concentracdo de 10 mM e 20 mM e a-
tocoferol na concentracao de 0,04 mM.

Os filmes lipidicos secos para a obtengao dos lipossomas foram preparados
da seguinte maneira: a fase organica, constituida da fosfatidilcolina de soja,
colesterol e alfa-tocoferol dissolvidos em cloroférmio, foi colocada em um balédo de
fundo redondo, onde se formou um filme por evaporagcao do cloroférmio induzida por

atmosfera de nitrogénio.

4.3.2. Preparacao de lipossomas com ceftazidima e cefepima (BANGHAM et al.,
1965)

Foram preparadas solugdes de ceftazidima e cefepima em solugdo de NaCl a
0,9% em concentragdes decrescentes para se determinar em qual concentragao se
obtinha melhores eficiéncias de encapsulagao (Tabelas 1 e 2). Apds a hidratagéo
por 30 minutos, os balées foram levados ao agitador tipo vértex, obtendo-se uma
disperséo leitosa formada por uma mistura heterogénea de vesiculas multilamelares
(MLV) e fragmentos de bicamadas que, ap6és 10 minutos de sonicacdo em
processador ultrassbénico resultou em uma preparacao semitransparente contendo
vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) de tamanho uniforme.

AplOs a sonicagdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 05
minutos, para promover a remogao de qualquer vestigio de titdnio oriundo da sonda

de sonicacgao.
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Tabela 1: Perfil da concentragédo da ceftazidima utilizada na preparacao dos lipossomas (PC

fosfatidilcolina de soja).

Componentes
Ceftazidima
Formulag&o Ceftazidima PC Colesterol Solugéo de
mg ativa (mM) (mM) NaCl 0,9%
(72,38%)
1 300 217,14 40 10 4 mL
2 300 217,14 40 20 4 mL
3 200 144,76 40 10 4 mL
4 200 144,76 40 20 4 mL
5 120 86,86 40 10 4 mL
6 120 86,86 40 20 4 mL
7 80 57,90 40 10 4 mL
8 80 57,90 40 20 4 mL

Tabela 2: Perfil da concentracdo da cefepima utilizada na preparagao dos lipossomas (PC

fosfatidilcolina de soja).

Componentes
_ Cefepima _
Formulacéao PC Colesterol Solugéao de
Cefepima
mg (mM) (mM) NaCl 0,9%
Ativa (54,0%)

1 500 270 40 20 4 mL

2 400 216 40 20 4 mL

3 320 172,8 40 20 4 mL

4 160 86,4 40 20 4 mL

4.3.3. Medida do diametro dos lipossomas

A determinagao do tamanho das vesiculas foi realizada empregando a técnica

de espalhamento de luz em equipamento ZetaSizer Nano, técnica nao invasiva, que

permite a analise da distribuicdo e medida do tamanho das vesiculas formadas neste

processo de interagao (Dynamic Light Scattering, em www.malvern.co.uk; LIMA,

1995).

Uma aliquota (1,5 mL) de cada amostra foi introduzida na cubeta do

equipamento e analisada a 25°C. Em cada leitura, foi obtido o didametro médio, que
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corresponde ao diametro meédio aproximado dos lipossomas. A distribuicdo do
tamanho das vesiculas foi determinada utilizando o indice de polidispersibilidade, o
qual € medido pela extensao da distribuicdo do tamanho das vesiculas na amostra
(MULLER et al., 2004).

4.3.4. Determinagao dos parametros analiticos para a ceftazidima e cefepima

4.3.4.1. Determinagao do comprimento de onda de absor¢gdo maxima da ceftazidima

e cefepima por espectrofotometria

Foram realizadas varreduras de espectros de absor¢cdo no intervalo de
comprimento de onda de 200 a 450 nm de solugdes de ceftazidima e de cefepima

(individualmente) em NaCl a 0,9% na concentragdo de 0,005 mg/mL.

4.3.4.2. Determinagao da curva de calibracdo da ceftazidima e da cefepima por

espectrofotometria

Foram preparadas solugdes estoques individuais de ceftazidima (Ph. Eur.
CRS), e cefepima padrao USP nas concentracées de 1,0 mg/mL em solugao de
NaCl a 0,9%. Estas solugdes foram diluidas sequencialmente, obtendo-se as
concentragdes de 100 ug/mL; 50 ug/mL; 10 yg/mL; 5 yg/mL e 1 pg/mL. A leitura no
espectrofotdmetro foi realizada separadamente e em duplicata no comprimento de

onda de 254 nm para a ceftazidima e de 255 nm para a cefepima.

4.3.4.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise cromatografica em CLAE foi realizada em equipamento Varian
modelo ProStar 240, com injetor automatico e detector UV/VIS. A coluna utilizada
para a ceftazidima e cefepima foi a C18 250 x 4,6 mm, sendo que a fase mével para
a ceftazidima foi constituida de 2% de acetonitrila e 98% de agua Milli-Q, com fluxo

de 1mL/minuto e o detector a 254 nm, e a fase moével para a cefepima foi constituida
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de 10% de acetonitrila e 90% de agua Milli-Q, com fluxo de 1mL/minuto e o detector
a 255 nm.

4.3.4.4. Determinacao da curva de calibracdo da ceftazidima e da cefepima por
CLAE

Foram preparadas solugdes estoque individuais de ceftazidima (Ph. Eur.
CRS), e cefepima (padrao USP) nas concentragdes de 1,0 mg/mL em NaCl a 0,9%.
Estas solugbes foram diluidas sequencialmente, obtendo-se as seguintes
concentragdes: 100 ug/mL; 50 pg/mL; 10 yg/mL; 5 pg/mL e 1 ug/mL, as quais foram
injetadas separadamente, de modo isocratico e em duplicata, conforme as condigbes

descritas em 4.3.4.3.

4.3.5. Determinagao da eficiéncia de encapsulagdo da ceftazidima e cefepima em

lipossomas unilamelares

4.3.5.1. Separagéao do farmaco livre

A separagdo do farmaco nao encapsulado nos lipossomas (ceftazidima e
cefepima) foi efetuada por cromatografia de exclusdo por tamanho (GABRIELLE-
MADELMONT et al., 2003). Foi utilizada uma coluna de vidro de 25 cm x 1 cm de
didmetro interno, empacotada com 5 g de Sephadex G50.

Quinhentos microlitros das preparagdes lipossomais foram aplicadas sobre a
coluna de sephadex, e a eluigéo foi promovida pela solugédo de NaCl 0,9%. Apds a
aplicagao, fracbes de aproximadamente 1,0 mL foram coletadas e cada fracao foi
submetida a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro para monitoramento da
eluicdo dos lipossomas e do farmaco. A quantidade do farmaco livre foi calculada

com base na curva de calibracao feita previamente.

4.3.5.2. Calculo da eficiéncia de encapsulacao

A quantificacdo da ceftazidima e da cefepima encapsuladas foi efetuada pelas

técnicas de espectrofotometria e por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os
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calculos foram efetuados com base nas respectivas curvas de calibragdo, através
das leituras das amostras resultantes do rompimento dos lipossomas presentes nas
fragbes contendo o farmaco encapsulado.

Para a determinacao espectrofotométrica, o rompimento dos lipossomas foi
realizado com etanol, sendo adicionados 2 mL de etanol para cada 1 mL da fracao
de lipossomas eluida da coluna de Sephadex, com posterior homogeneizagdo. A
solugdo obtida foi levada ao espectrofotbmetro e a absorbancia lida em seu
comprimento de onda de maxima absor¢ao, sendo o branco constituido de 2 mL de
etanol e 1 mL de solugao de NaCl a 0,9%.

Para a determinagdo cromatografica, a amostra foi injetada diretamente no
cromatégrafo nas condigbes especificadas anteriormente.

A eficiéncia de encapsulacédo (EC) foi determinada em fungédo da quantidade
total de ceftazidima e cefepima adicionadas na preparagao dos lipossomas, como
também pela razdo da quantidade de farmaco encapsulado por miligrama de

fosfatidilcolina.

4.3.6. Estudo da estabilidade das preparacbes de ceftazidima e cefepima

encapsuladas em lipossomas

4.3.6.1. Perda do farmaco encapsulado (vazamento) durante o armazenamento

Para verificar possivel perda do material encapsulado, a preparacdo de
lipossomas foi avaliada quanto a sua eficiéncia de encapsulacéo para a ceftazidima
e para a cefepima, imediatamente apds a preparacao e apos 24, 48, 72 e 96 horas
de acondicionamento a 4°C. A eficiéncia de encapsulacao foi determinada por
CLAE.
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4.3.7. Determinagao da concentragao inibitéria minima (RUKHOLM et al., 2006)

4.3.7.1. Preparacgao do inoculo

A bactéria utilizada foi a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, preconizada
pelo NCCLS M7-A6 (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for
Bacteria that Grow Aerobically; Approved Standard — Sixth Edition, 2003), a qual foi
repicada em agar caseina-soja inclinado e incubado a 35°C por 24 horas. Algumas
colénias, desenvolvidas em agar caseina-soja, foram transferidas para salina estéril
até a obtencdo da uma turbidez éptica comparavel a metade da escala 1,0 de
McFarland, as quais foram observadas contra um cartdo de fundo branco e linhas

contrastantes pretas.

4.3.7.2. Padronizacao do indculo

A fim de se verificar que a concentracao final do inéculo obtida rotineiramente
no teste de macrodiluigdo em caldo, para a determinagcéo da CIM e CBM, foi de 5 x
10° UFC/mL, e no teste de difusdo em agar foi de 5 x 108UFC/mL, foram realizadas
anteriormente a realizacdo dos ensaios e a cada ensaio, a partir da suspensao
padronizada a metade da escala 1,0 de McFarland, diluicbes seriadas até a 10‘8, as
quais foram semeadas e enumeradas pela técnica de semeadura em profundidade,
utilizando-se o agar caseina-soja, com incubagdo a 35°C por 24 horas, as quais

estao descritas na Tabela 3 e demonstradas na Figura 8.

Tabela 3: Parametros da padronizagado da suspensao bacteriana de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853

Contagens o
Média
Média das Diluicbes
(10 'a 107
3,1x10°
5,1x 10°
4,7 x 10° 4,7 x 10°
5,8 x 10°
4,8 x 10°
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Figura 8: Padronizagéo da suspensao bacteriana da Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(a) Plaqueamento da suspens&o bacteriana na diluigdo a 10

(b) Plaqueamento da suspens&o bacteriana na diluigdo a 10™

(c) Plaqueamento da suspensao bacteriana na diluigdo a 10°
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4.3.7.3. Preparo dos antimicrobianos ceftazidima e cefepima

Os antimicrobianos ceftazidima e cefepima foram pesados individualmente e
diluidos em solucédo de NaCl a 0,9% e quantificados por espectrofotometria para que
se encontrasse concentragao de 5120 ug/mL, as quais foram filtradas em membrana
de 0,22 um, e transferidas para tubo de ensaio estéril. A partir desta solugao estoque
foram realizadas, assepticamente, diluicdes em caldo Mueller-Hinton, as quais

apresentaram as concentragdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 yg/mL.

4.3.7.4. Preparo dos lipossomas de ceftazidima e cefepima para o ensaio

microbiolégico

As suspensodes dos lipossomas de ceftazidima e cefepima foram filtradas em
membrana de 0,22 pm e transferidas para tubo de ensaio estéril. Foram
quantificadas por espectrofotometria e entdo diluidas assepticamente em caldo
Mueller-Hinton para que apresentassem as concentragdes de 32, 16, 8,4,2,1,0,5¢
0,25 pg/mL.

4.3.7.5. Determinagdo da concentragao inibitoria minima dos antimicrobianos

ceftazidima e cefepima livres pelo teste de macrodiluigdo em caldo

Volumes correspondentes a um mililitro das diluigdes dos antimicrobianos
ceftazidima e cefepima em caldo Mueller-Hinton, com as concentragdes de 512, 256,
128, 64, 32, 16, 8 e 4 uyg/mL, foi transferido para tubos de ensaio estéreis de 13 x
100 mm, onde foi acrescentado 1 mL da suspensao bacteriana padronizada para se
obter uma concentragdo final de 5 x 10° UFC/mL. Apds a adicdo da suspens&o
bacteriana, cada tubo resultou em uma diluicdo de 1:2 de cada agente
antimicrobiano. Foram utilizados também um tubo controle positivo, contendo
somente o caldo e a suspensdo bacteriana, e um tubo controle negativo contendo

somente o caldo Mueller-Hinton.
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4.3.7.6. Determinagdo da concentragao inibitéria minima dos lipossomas
unilamelares encapsulados com ceftazidima e cefepima pelo teste de macrodiluigao

em caldo

Volumes correspondentes a um mililitro das diluicbes dos lipossomas
contendo ceftazidima e cefepima em caldo Mueller-Hinton, com as concentracées de
32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 pg/mL, foi transferido para tubos de ensaio estéreis de
13 x 100mm, aos quais foram acrescentadas 1 mL da suspensdo bacteriana
padronizada para se obter uma concentragdo final de 5 x 10° UFC/mL. Apds a
adicdo da suspensao bacteriana, cada tubo resultou em uma diluicado de 1:2 de cada
agente antimicrobiano. Foram utilizados também um tubo controle positivo,
contendo somente o caldo e a suspensdo bacteriana, e um tubo controle negativo

contendo somente o caldo Mueller-Hinton.

4.3.7.7. Incubacao dos tubos e interpretacao dos resultados
Os tubos foram incubados a 35°C por 18 a 24 horas, nos quais foi verificada a

menor concentracao, tanto dos padrdes primarios, quanto dos lipossomas contendo

os antimicrobianos, capazes de inibir o crescimento bacteriano.

4.3.8. Determinagéo da concentragao bactericida minima (RUKHOLM et al., 2006)

4.3.8.1. Preparacao do in6culo
Foi preparado como descrito em 4.3.7.1
4.3.8.2. Padronizagao do indculo

Foi padronizado como descrito em 4.3.7.2.
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4.3.8.3. Preparo dos antimicrobianos ceftazidima e cefepima

Foram preparados como descrito em 4.3.7.3.

4.3.8.4. Preparo dos lipossomas de ceftazidima e cefepima para o ensaio

microbiolégico

As suspensoes dos lipossomas de ceftazidima e cefepima, apds quantificacéo
por espectrofotometria, foram filtradas em membrana de 0,22 uym e transferidas para
tubo de ensaio estéril. Foram entdo diluidas assepticamente em caldo Mueller-

Hinton para que apresentassem as concentragdes de 32, 16, 8 ug/mL.

4.3.8.5. Determinagcao da concentragao bactericida minima dos antimicrobianos

ceftazidima e cefepima livres pelo teste de macrodiluicdo em caldo

Volumes correspondes a um mililitro das diluicdes dos antimicrobianos
ceftazidima e cefepima em caldo Mueller-Hinton, com as concentragdes de 2 vezes
a CIM, 4 vezes a CIM e 8 vezes a CIM, foi transferido para tubos de ensaio estéreis
de 13 x 100 mm, onde foi acrescentado 1 mL da suspensao bacteriana padronizada
para se obter uma concentragao final de 5 x 10° UFC/mL. A adigcdo da suspens&o
bacteriana cada tubo resultou em uma diluicdo de 1:2 de cada agente
antimicrobiano, correspondendo as concentragdes finais de 1 vez a CIM, 2 vezes a
CIM e 4 vezes a CIM de ambos os antibidticos. Foram utilizados também um tubo
controle positivo, contendo somente o caldo e a suspensao bacteriana, e um tubo

controle negativo contendo somente o caldo Mueller-Hinton.
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4.3.8.6. Determinacdo da concentragdao bactericida minima dos lipossomas
unilamelares encapsulados com ceftazidima e cefepima pelo teste de macrodiluigao

em caldo

Volumes correspondentes a um mililitro das diluicbes dos lipossomas
contendo ceftazidima e cefepima em caldo Mueller-Hinton, com as concentracées de
2 vezes a CIM, 4 vezes a CIM e 8 vezes a CIM, foi transferido para tubos de ensaio
estéreis de 13 x 100 mm, aos quais foi acrescentado 1 mL da suspensao bacteriana
padronizada para se obter uma concentragdo final de 5 x 10° UFC/mL. Apds a
adicdo da suspensao bacteriana cada tubo resultou em uma diluicado de 1:2 de cada
agente antimicrobiano. Foram utilizados também um tubo controle positivo,
contendo somente o caldo e a suspensdo bacteriana, e um tubo controle negativo

contendo somente o caldo Mueller-Hinton.

4.3.8.7. Incubacgao dos tubos e interpretagao dos resultados

Os tubos foram incubados a 35°C, e nos intervalos de 2, 6 e 24 horas de
incubacgao, foi retirado 1 mL de cada uma das concentracdes e realizada diluicdo até
10®° com posterior plaquemento em duplicata pela técnica de semeadura em
profundidade, a fim de se determinar qual concentragcdo e em que tempo, tanto dos
antimicrobianos livres, quanto dos lipossomas contendo os antimicrobianos, haveria

a reducao dos microrganismos inoculados em 99,9%.

4.3.9. Determinagdo da concentragdo inibitéria minima dos antimicrobianos

ceftazidima e cefepima livres pelo teste de difusdo em agar

4.3.9.1. Preparagao do indculo

Foi preparado como descrito em 4.3.7.1.
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4.3.9.2. Padronizagao do inéculo

Foi padronizado como descrito em 4.3.7.2.

4.3.9.3. Preparacédo do Agar Mueller-Hinton

O agar Mueller-Hinton foi preparado a partir de uma base desidratada
disponivel comercialmente conforme as instrugdes do fabricante. Imediatamente
apos autoclavagao, o mesmo foi resfriado em banho-maria entre 45 e 50°C, e cerca
de 25 a 30 mL foram distribuidos em placas de Petri de 100 mm de didmetro. O meio
foi resfriado em capela de fluxo laminar. As placas foram testadas quanto a sua
esterilidade, incubando-se uma amostra representativa do lote manipulado em estufa
bacteriologica entre 30 e 35°C por 24 horas. As placas nao utilizadas no mesmo dia
foram armazenadas em geladeira (de 2 a 8°C), e foram utilizadas somente até sete

dias ap0s a sua preparagao.

4.3.9.4. Inoculagao das placas de teste

Um swab de algodédo estéril foi mergulhado na suspensdo microbiana
padronizada, e a seguir pressionado na parede interna do tubo, acima do nivel do
liquido, retirando-se assim o excesso do liquido. A superficie do agar Mueller-Hinton
foi inoculada com o microrganismo pela fricgdo do swab em varias.

A tampa da placa foi deixada entreaberta de trés a cinco minutos, permitindo
assim que qualquer excesso de umidade fosse absorvido antes de se aplicar os

cilindros com os antimicrobianos.

4.3.9.5. Aplicagdo dos cilindros de inox com os antimicrobianos livres e

encapsulados em lipossomas unilamelares

Os cilindros de inox, previamente esterilizados, foram colocados sobre o agar

inoculado, sendo respeitado um numero maximo de 5 cilindros por placa de Petri
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com 100 mm de didmetro. Apds o posicionamento dos cilindros, foram colocados 0,2
mL das solugdes dos antimicrobianos ceftazidima e cefepima livres com a
concentragéo de 30 e 15 pg e 0,2 mL dos lipossomas de ceftazidima e cefepima
com as concentragdes de 30, 15, 8, 4 pg. Foram também adicionados cilindros de
inox com lipossomas sem os farmacos, sendo que todas as amostras foram

previamente filtradas em membrana de 0,22 um.

4.3.9.6. Incubacao das placas e interpretagao dos resultados

As placas foram incubadas a 35°C por 16 a 18 horas. Os didametros das zonas
de completa inibicado foram medidos, incluindo o didmetro dos cilindros de inox.

As concentragdes da ceftazidima e de cefepima livres e encapsuladas em
lipossomas que apresentaram diametros dos halos de inibigdo =218mm, conforme
preconizado pelo NCCLS M7-A6 (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility
Tests for Bacteria that Grow Aerobically; Approved Standard — Sixth Edition, 2003),

foram consideradas como apresentando atividade antimicrobiana satisfatoria.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencéao dos lipossomas

Os resultados mostrados nas Figuras 9 a 11 representam a distribuicdo de
tamanho das populagdes lipossomais expressos pela medida de intensidade do
espalhamento de luz em relacdo ao didametro das vesiculas submetidas a diferentes
tempos de sonicagao. Estes resultados permitem observar, através da média do
tamanho dos lipossomas (didametro médio) e da polidispersibilidade (PDI) que, com
dois minutos de sonicagido, as amostras apresentam-se distribuidas em diferentes
populacdes, com predominio de vesiculas multilamelares com elevado tamanho
(lipossomas e fragmentos de bicamada). Entretanto, com o tempo de sonicagéo, a

amostra se apresenta mais homogénea e com vesiculas de menor tamanho.

Distribuicdo de tamanho por intensidade
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Figura 9: Intensidade do espalhamento de luz das amostras de lipossomas sem farmaco em
2, 3 e 4 minutos de sonicagao
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Distribuicdo de tamanho por intensidade
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Figura 10: Intensidade do espalhamento de luz das amostras de lipossomas sem farmaco
em 5, 6 e 7 minutos de sonicacao.
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Figura 11: Intensidade do espalhamento de luz das amostras de lipossomas sem farmaco
em 8, 9 e 10 minutos de sonicagao.



70

A Tabela 4 permite observar a diminuigdo do didmetro dos lipossomas frente
ao processo de sonicagao, mostrando como este processo leva a obtencdo de
lipossomas de tamanho bastante reduzido, bem como a obtencdo de uma
suspensao coloidal de lipossomas mais homogénea, comprovado pela baixa
polidispersibilidade. Por meio da Figura 12 foi possivel verificar claramente esta

evolucéo.

Tabela 4: Perfil do tamanho dos lipossomas pela técnica de espalhamento de luz.

L Diametro medio dos
Tempo de Sonicagao

lipossomas Polidispersibilidade
(minutos)

(nm)
1 1400 1,000
2 840 0,828
3 549 0,693
4 521 0,667
5 417 0,559
6 379 0,543
7 359 0,500
8 353 0,506
9 324 0,509
10 234 0,472

10 (pbs-coluna de

148 0,207

cromatografia por excluséo)
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Figura 12: Perfil de formagao de lipossomas pela técnica de espalhamento de luz frente ao
tempo de sonicagao: tamanho dos lipossomas e polidispersibilidade.

Na Figura 13, observa-se que a técnica de cromatografia por exclusédo
contribui para a obtencdo de uma populacédo de lipossomas mais homogénea,
comprovada pela baixa polidispersibilidade detectada pelo método de medida de
intensidade de espalhamento de luz. Portanto, o método de hidratagdo do filme
lipidico, seguido de sonicacdo da dispersdo aquosa de fosfolipidios auto-
organizados em vesiculas, permitiu obter lipossomas unilamelares de pequeno

didmetro que se aproxima de 100 nm e de distribuicdo bastante homogénea.
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Distribuicao de tamanho por intensidade

Intensidade (%)
o

Tamanho (nm)

Lipossomas com 10 min de sonicacac pos coluna de cromatografia por exclusao

Figura 13: Intensidade do espalhamento de luz das amostras de lipossomas sem farmaco

com 10 minutos de sonicagao pos-coluna de cromatografia por exclusao.

5.2. Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo da ceftazidima e cefepima em
lipossomas unilamelares

5.2.1. Determinacao dos parametros analiticos para a ceftazidima

5.2.1.1. Determinagcdo do comprimento de onda de absorgdo maxima da ceftazidima
por espectrofotometria

Apos a realizagcdo da varredura de espectros de absor¢cdo no intervalo de
comprimento de onda de 200 a 450 nm de uma solugao de ceftazidima em NaCl a
0,9% na concentracdo de 0,005 mg/mL, a absor¢cdo maxima exibida para a
ceftazidima foi no comprimento de onda de 254 nm (Figura 14), a qual foi utilizada

nas analises espectrofotométricas posteriores.
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Figura 14: Varredura do espectro de absorgdo da ceftazidima padrdo Ph. Eur. CRS na
regido do ultravioleta.

5.2.1.2. Determinagao da curva de calibracdo da ceftazidima por espectrofotometria

Apos a leitura realizada por espectrofotometria no comprimento de onda de
254 nm, das solucdes de padrao primario Ph. Eur. CRS de ceftazidima, conforme
descrito em 4.3.4.2, obteve-se pela regresséo linear da curva, o coeficiente de

correlacao de 0,99989 (Figura 15), expressa pela equagao:

y = 31,61936 x concentragao — 0,00334
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Figura 15: Curva de calibragdo da ceftazidima padrdo Ph. Eur. CRS, em NaCl a 0,9% por
espectrofotometria.

5.2.1.3. Determinacgao da Curva de Calibragao da Ceftazidima por CLAE

ApoOs injecao das solugdes de ceftazidima padréao Ph. Eur. CRS, conforme
descrito em 4.3.4.4 (Figura 16), e em duplicata no equipamento Varian modelo
ProStar 240, obteve-se a regressao linear da curva (Figura 17), a qual gerou o
coeficiente de correlacao de 0,999861, expressa pela equacgao:

y =+ 1.040552e + 007x
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Figura 16: Cromatograma da ceftazidima padrao Ph. Eur. CRS

Condigbes cromatograficas: coluna C18 250 x 4,6 mm, fase movel constituida de 2% de acetonitrila e
98% de agua Milli-Q, com fluxo de 1mL/minuto e o detector UV a 254 nm.



76

1200000 +

1000000 -
2
E 800000 -
3
o 600000 -
(@)
©
§ 400000 -
<L

200000 - y = + 1.040552e + 007x

R? = 0,999861
0 - ! : ‘ ‘ | |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentragao (mg/mL)

Figura 17: Curva de calibragédo da ceftazidima padrao Ph. Eur. CRS em NaCl a 0,9% por
CLAE.

5.2.2. Determinacao dos paradmetros analiticos para a cefepima

5.2.2.1. Determinacdo do comprimento de onda de absor¢ao maxima da cefepima

por espectrofotometria

Apos a realizacdo da varredura de espectros de absorcdo no intervalo de
comprimento de onda de 200 a 450 nm de uma solugao de cefepima em solugao de
NaCl a 0,9% na concentragdo de 0,005 mg/mL, a absor¢ado maxima exibida para a
cefepima foi no comprimento de onda de 255 nm (Figura 18), o qual foi utilizado nas

analises espectrofotométricas posteriores.
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Figura 18: Varredura do espectro de absor¢cdo da cefepima padrao USP na regido do

ultravioleta

5.2.2.2. Determinagao da curva de calibracdo da cefepima por espectrofotometria

Apos a leitura realizada por espectrofotometria no comprimento de onda de
255 nm das solugdes de cefepima padrao USP, conforme descrito em 4.3.4.2,
obteve-se, pela regressédo linear da curva, o coeficiente de correlagdo de 0,99991
(Figura 19), expressa pela equagao:

y = 31,26178 x concentragao + 0,01480
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Figura 19: Curva de calibragdo da cefepima Padréo USP em NaCl a 0,9% por
espectrofotometria.

5.2.2.3. Determinagao da Curva de Calibragdo da Cefepima por CLAE

Apoés injecdo utilizando as solugdes de cefepima padrdo USP, conforme
descrito em 4.3.4.4 (Figura 20), e em duplicata no equipamento Varian modelo
ProStar 240, obteve-se a regressao linear da curva (Figura 21), a qual gerou o

coeficiente de correlacédo de 0,999994, expressa pela equacéo:

y = +8,513701e + 006x + 6,232648e +002
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Figura 20: Cromatograma da cefepima padrao USP

Condigbes Cromatograficas: coluna C18 250 x 4,6 mm, fase moével constituida de 10% de acetonitrila
e 90% de agua Milli-Q, com fluxo de 1mL/minuto e o detector UV a 255 nm.
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Figura 21: Curva de calibragao da cefepima Padrao USP em NaCl a 0,9% por CLAE.

5.3. Separagao do Farmaco Livre

Para determinar o perfil de eluicdo dos lipossomas através da coluna de
separacao Sephadex G 50, foram aplicados 2,0 mL da amostra contendo lipossomas
vazios e promovida sua eluicdo com o auxilio da solugdo de NaCl a 0,9%. Foram
coletadas fragdes de 1,5 mL, as quais foram analisadas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 410 nm. O perfil de eluigdo dos lipossomas esta

representado na Figura 22.
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Figura 22: Perfil de eluicdo dos lipossomas em coluna de Sephadex G-50 determinado por
espectrofotometria em 410 nm.

Conforme demonstrado, a presenca de lipossomas na amostra promove o
aumento da absorgao da luz visivel (410 nm) medida em espectrofotdbmetro. Desta
maneira, a leitura de cada fracao eluida permitiu observar que os lipossomas deixam
a coluna de separacao nas fragbes de 7 a 11.

A separacido das fracbes de lipossomas contendo ceftazidima ou cefepima
podem ser observadas nas Figuras 23 e 24, respectivamente. As leituras realizadas
em 254 nm, que corresponde ao comprimento de onda de maior absor¢céo para a
ceftazidima, e 255 nm para cefepima, permitem observar a eluicdo tanto dos
lipossomas quanto do farmaco livre. A eluicdo da ceftazidima encapsulada nos
lipossomas ocorreu nas fracbes de 7 a 11 e, do farmaco livre, nas fracbes de 22 a
26. Para a cefepima encapsulada nos lipossomas, a eluicdo ocorreu também nas
fracbes de 7 a 11 e da cefepima livre ocorreu nas fragdes de 20 a 24. Esta
separagao ocorre devido ao tamanho dos componentes da amostra, uma vez que 0s
lipossomas contendo o farmaco encapsulado apresentam didmetro (e massa
molecular) muitas vezes superior ao do farmaco em sua forma livre, o que resulta
em uma eluicdo mais rapida pela coluna enquanto que o farmaco livre sofre retardo

na sua elui¢ao, ficando temporariamente retido nos poros da coluna.
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Figura 23: Perfil de eluigdo em Sephadex G 50 das fragbes de lipossomas contendo a
ceftazidima encapsulada (7-11) e livre (22-26)

- Lipossomas com cefepima

Cefepima Livre (ndo encapsulada)

Absorbancia 255nm

Fragées eluidas

Figura 24: Perfil de eluicdo em Sephadex G 50 das fragbes de lipossomas contendo a
cefepima encapsulada (7-11) e livre (20-24)



83

A técnica de cromatografia de exclusdo por tamanho, além de possibilitar a
separagao do farmaco encapsulado em lipossomas, permite comprovar a
homogeneidade da preparacdo lipossomal, uma vez que promove a separagao por
grupos de estruturas de tamanho semelhante. Apos a eluicdo pela coluna
cromatografica, as fragcbes contendo lipossomas com ceftazidima ou cefepima
encapsuladas foram homogeneizadas (separadamente) e reanalisadas por
espalhamento de luz. Os resultados desta analise estdo representados nas Figuras
25 e 26 respectivamente, demonstrando a existéncia de uma unica populacdo de

vesiculas.

Distribuicéo de tamanho por intensidade

Intensidade (%)

Tamanho (d.nm)

Lipozsomas de ceftazidima pré cromatografia por exclusdo
Lipoz=omas de ceftazidima pos cromatografia por exclusdo

Figura 25: Intensidade de espalhamento de luz das amostras de lipossomas com
ceftazidima pela técnica de espalhamento de luz.
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Distribuicdo de tamanho por intensidade

Intensidade (%)
m
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Tamanho (d.nm)

Lippg=omas de cefepima pré cromatografia por excluséo
Lippssomas de cefepima pos cromatografia por exclusdo

Figura 26: Intensidade de espalhamento de luz das amostras de lipossomas com cefepima
pela técnica de espalhamento de luz.

5.4. Calculo da eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulagao foi calculada para as amostras de lipossomas
preparadas com diferentes concentragcdes de ceftazidima e cefepima, conforme
descrito em 4.3.2.

Para realizar a quantificacdo do farmaco encapsulado nas fracbes separadas
pela cromatografia de excluséo, as vesiculas foram rompidas empregando-se etanol
na proporcao de 1:2, conforme descrito anteriormente. Portanto, 3 mL das fragbes
de SUV reunidas foram adicionadas a 6 mL de etanol, sendo realizada a leitura em
espectrofotobmetro. Para exemplificar esta analise, os dados apresentados a seguir
referem-se a preparacgéao utilizando 19,2 mg de ceftazidima.

Pela equagao da curva padrdao Ph. Eur. CRS de ceftazidima determinada
espectrofotometricamente (Figura 15), foi calculada a concentragdo de ceftazidima
de 0,006 mg/mL encontrada no volume de 9 mL, formados por 3 mL das fragcdes de
lipossomas coletadas na coluna, mais 6 mL de etanol. Logo, a concentragdo de
ceftazidima nas fragdes de lipossomas foi calculada multiplicando-se este valor por 9
e dividindo-o por 3. Sendo assim, foi encontrada a concentragéo de 0,018 mg em 1
mL da fragdo de lipossomas contendo ceftazidima. A quantidade total de ceftazidima

que eluiu da coluna foi 0,018 x 21,0 mL = 0,378 mg de ceftazidima, que corresponde
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a quantidade de ceftazidima que eluiu da coluna na forma encapsulada em
lipossomas apos a aplicagado de 2 mL da amostra. Multiplicando-se este valor por 4,
foi encontrada a quantidade de ceftazidima encapsulada nos 8 mL de lipossomas
preparados inicialmente: 0,378 x 4 = 1,512 mg de ceftazidima.

Calcula-se a eficiéncia de encapsulagao pelas seguintes férmulas:

EC (%) = Total de farmaco encapsulado (ceftazidima g) x 100

Total de farmaco adicionado (ceftazidima a)

Ceftazidima g= 1,512 mg
Ceftazidima o = 19,2 mg

EC=78%

Razao Ceftazidimag/PC = Total de farmaco encapsulado (ceftazidima g)

Total de fosfatidilcolina nos lipossomas
Ceftazidima g = 1,512 mg
PC total = 240 mg

Razao Ceftazidimag/PC =0,0063

Raz&o Molar Ceftazidimag/PC = Concentracéo Molar de farmaco encapsulado (ceftazidima g)

Concentragédo Molar de fosfatidilcolina nos lipossomas
Ceftazidima g = 1,512 mg = 0,34 mM (PM = 546,58 g/mol)
PC total = 240 mg = 40mM

Raz&do Molar Ceftazidimag/PC ~ 1:10°

Para a obtencdo de dispersbes coloidais de lipossomas com maxima
eficiéncia de encapsulagcdo, foram utilizadas concentragdes individuais e
decrescentes dos antimicrobianos ceftazidima e cefepima. Nas preparagdoes de
ceftazidima com 217,14 mg/4 mL e da cefepima com 270 mg/4mL n&o se conseguiu
separar pela técnica de cromatografia por exclusao, o farmaco livre do encapsulado

devido a grande concentragdo dos antimicrobianos na solugédo. Portanto, tanto para



86

a ceftazidima como para a cefepima, foram utilizadas concentragdes inferiores,
conforme 4.3.2.

Os resultados apresentados na Tabelas 5 e 6 para ceftazidima s&o referentes
as preparacgdes dos lipossomas com diferentes concentragdes desse antimicrobiano.
Como a encapsulagao da ceftazidima ocorre no interior das vesiculas, no meio
hidrofilico encapsulado, o colesterol (10 e 20 mM) foi empregado para aumentar a
rigidez da bicamada, reduzindo assim a tendéncia de perda do material encapsulado
por vazamento através da membrana lipidica. Pode ser observado que quando o
dobro da concentragdo molar de colesterol (20 mM) foi utilizado, o didametro médio
das vesiculas foi aumentado, o que também ocasionou o aumento da quantidade de
farmaco encapsulado — devido ao maior volume interno das vesiculas formadas com
esta concentracio de colesterol.

A maior eficiéncia de encapsulacdo por mL da dispersdao coloidal de
lipossomas foi encontrada para a preparacdo contendo 20 mM de colesterol e
144,76 mg de ceftazidima na preparagdo, sendo esta preparagao utilizada nos

ensaios microbiologicos.

Tabela 5: Parametros de tamanho das vesiculas e eficiéncia de encapsulacdo da
ceftazidima em lipossomas constituidos por fosfatidilcolina de soja 40 mM, colesterol 10 mM
e alfa-tocoferol 0,04 mM, preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico, com
sonicagao de 10 minutos. (EC - Eficiéncia de Encapsulacdo Ceftazya — ceftazidima
adicionada a preparacao; Ceftazg — ceftazidima encapsulada; PDI — polidispersibilidade;
DPR - Desvio Padrao Relativo)

Eficiéncia de Encapsulacéao

Diametro
Ceftaza EC Razao o Média
Ceftaze Ceftaze o Médio PDI DPR

(mg) (mg) (%) L. Ceftazidima (nm) n=12

m mg/m nm

9 J /PC
57,90 2,72 4,70 0,027 0,02268 120 0,350 0,023 15,72
86,86 4,48 5,09 0,045 0.0516 117 0,389 0,041 8,015

144,76 7,80 5,39 0,081 0,065 119 0,375 0,075 4,27
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Tabela 6: Parametros de tamanho das vesiculas e eficiéncia de encapsulacdo da
ceftazidima em lipossomas constituidos por fosfatidilcolina de soja 40 mM, colesterol 20 mM
e alfa-tocoferol 0,04 mM, preparados pelo método de hidratacido do filme lipidico, com
sonicagao de 10 minutos. (EC — Eficiéncia de Encapsulagédo; Ceftaza — ceftazidima
adicionada a preparacdo; Ceftazg — ceftazidima encapsulada; PDI — polidispersibilidade;
DPR - Desvio Padréo Relativo)

Eficiéncia de Encapsulacéao

Diametro _
Ceftaza Razao o Média
Ceftaze Ceftaze o Medio PDI DPR
(mg) (ma) L. Ceftazidima (nm) n=12
m mg/m nm
9 J /PC
57,90 3,12 5,38 0,030 0,0260 130 0,282 0,026 10,66
86,86 4,692 5,40 0,051 0,0391 135 0,279 0,046 8,63
144,76 8,36 5,77 0,150 0,0697 131 0,258 0,142 3,68

Conforme os resultados apresentados na Tabela 7, os quais representam as
eficiéncias de encapsulacido nos lipossomas de cefepima, também preparados com
diferentes concentragcdes do farmaco, mas somente com a concentragédo de 20 mM
de colesterol, a maior porcentagem de eficiéncia de encapsulagdo em relagdo ao
total de farmaco adicionado, foi encontrada com a concentragao de 172,8 mg. Por
outro lado, a maior concentragao de cefepima por mL de preparacao lipossomal foi
encontrada na preparagdo com 432 mg de cefepima. Isto se deve ao fato de que
quando a eficiéncia de encapsulagao € calculada em porcentagem e em relagéo ao
total de farmaco adicionado a preparagao; quanto menor a quantidade de farmaco
acrescentada a preparagdo, maior sera a porcentagem de eficiéncia de
encapsulacdo, uma vez que as quantidades de farmaco encapsuladas nio diferem
muito de uma concentragdo para a outra, uma vez atingido o limite de encapsulagao
para os lipossomas. A eficiéncia de encapsulagdo de 0,150 mg/mL para a
ceftazidima e de 0,132 mg/mL para a cefepima, demonstra ser uma preparagdo com

grandes potenciais para aplicagao farmacéutica.
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Tabela 7: Parametros de tamanho das vesiculas e eficiéncia de encapsulagdo da cefepima
em lipossomas constituidos por fosfatidilcolina de soja 40 mM, colesterol 20 mM e alfa-
tocoferol 0,04 mM, preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico, com sonicagao
de 10 minutos. (EC — Eficiéncia de Encapsulacdo; Cefep, — cefepima adicionada a
preparacao; Cefepg — cefepima encapsulada; PDI — polidispersibilidade; DPR — Desvio
Padrao Relativo).

Eficiéncia de Encapsulacéao

Diametro
Cefepa EC Razao ] Média
Cefepe Cefepe Médio PDI DPR
(mg) (%) Cefepima/ n=12
(mg) mg/mL (nm)
PC
172,8 6,3648 3,68 0,078 0,0265 151 0,267 0,069 7,52
345,6 6,864 1,98 0,126 0,0286 128 0,278 0,115 5,36
432 90,8784 2,29 0,132 0,0411 150 0,323 0,118 4,76

A encapsulagdo de antimicrobianos hidrossoluveis vem sendo estudada por
varios pesquisadores e os resultados obtidos neste trabalho, que apresentaram
eficiéncias de encapsulacdo entre 2,29 a 5,77% concordam com aqueles
apresentados por Antos et al. (1995); Omri, Ravaoarinoro (1996), os quais
demonstraram eficiéncias de encapsulacdo com fosfatidilcolina de soja e com
fosfatidilcolina de ovo variando de 3,0 a 5,3%, respectivamente. indices semelhantes
(3,7% e 4,51%) de encapsulagao foram obtidos por Omri et al. (2002) e Rukholm et
al. (2006) ao encapsularam polimixina B e gentamicina em lipossomas de 1,2-
dipalmitoil-sn-glycero-3-fosfatidilcolina (DPPC)/chol (2:1) e 1,2-dimiristoil-sn-glicero-
3-fosfatidilcolina (DMPC)/chol (2:1).

Ainda, Drulis-Kawa et al. (2006), encapsularam meropenem, um
antimicrobiano hidrossoluvel, em lipossomas com varias composicdes lipidicas,
incluindo fosfofolipidios sintéticos, naturais e também lipossomas com ambos os
fosfolipidios e obtiveram eficiéncias de encapsulagéo variando entre 3,7 e 7,2%,
mostrando que a eficiéncia de encapsulacdo para farmacos hidrossoluveis nao
difere muito em relagdo a sua composigao lipidica.

Entretanto, todos os resultados citados acima diferem bastante daqueles
descritos por Park et al. (2003), os quais demonstram uma eficiéncia de
encapsulacao para a cefoxitina de 75,4%. Estes autores obtiveram lipossomas com
diametro superior a 600 nm, os quais, embora possuindo maior diametro interno e

em consequéncia, maior volume para a encapsulacdo do material hidrossoluvel,
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representam um sistema mais instavel, uma vez que vesiculas unilamelares grandes
tém grande tendéncia a fusdo, aglomeramento e ocasionando perda do material

encapsulado.

5.5. Estudo da estabilidade das preparagcdes de ceftazidima e da cefepima

encapsuladas em lipossomas unilamelares

5.5.1 Perda do farmaco encapsulado - vazamento durante o armazenamento

Os ensaios realizados a partir dos lipossomas preparados pelo método de
hidratag&do do filme lipidico com 40 mM de PC, 20 mM e 10 mM de colesterol e 0,04
mM de alfa-tocoferol e hidratados com solugdes de ceftazidima em NaCl a 0,9% na
concentragao de 36,19 mg/mL e de cefepima em NaCl a 0,9% na concentragao de
54 mg/mL, para verificar possivel perda do farmaco encapsulado durante o
armazenamento, mostraram um valor significativo tanto da ceftazidima quanto da
cefepima encapsulada. Os dados mostrados na Tabela 8 e 9 foram calculados
respectivamente, pela equacao da curva de calibracdo da ceftazidima e da cefepima

determinada por CLAE (Figura 17 e 21, respectivamente). Conforme demonstrado

pela sobreposicédo dos cromatogramas da ceftazidima e da cefepima padrao e dos
lipossomas desses antimicrobianos (Figuras 27 e 28, respectivamente), a técnica de
CLAE utilizada pode ser empregada satisfatoriamente para a analise quantitativa

tanto da ceftazidima quanto da cefepima encapsulada em lipossomas.
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Tabela 8: Parametros da estabilidade (perda do farmaco encapsulado) dos lipossomas de
ceftazidima constituidos por fosfatidilcolina de soja 40mM, colesterol 20 mM e 10 mM e alfa-
tocoferol 0,04 mM, preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico e sonicados por

10 minutos (Ceftazde — ceftazidima encapsulada; PDI — polidispersibilidade; ndf — n&o
detectado farmaco).

Diametro
Ceftazde Perda
Médio PDI
Tempo (mg/mL) (%)
(nm)
(horas)
10 mM 20 mM M0mM 20 mM M0mM 20 mM 10mM 20 mM
colest. colest. colest. colest. colest. colest. colest. colest.
0 0,080 0,150 117 136 0,329 0,291 - -
24 0,0014 0,055 118 138 0,318 0,295 98,25 63,25
48 ndf 0,0028 - 135 - 0,301 ndf 98,10
72 ndf ndf - - - - ndf ndf

Tabela 9: Parametros da estabilidade (perda do farmaco encapsulado) dos lipossomas de
cefepima constituidos por fosfatidilcolina de soja 40mM, colesterol 20 mM e 10 mM e alfa-
tocoferol 0,04 mM, preparados pelo método de hidratagao do filme lipidico e sonicados por

10 minutos (Cefepe — cefepima encapsulada; PDI — polidispersibilidade; ndf — ndo detectado
farmaco).

Diametro
Cef (mg/mL) Médi PDI Perda
efe mg/m édio
Tempo Pe (M9 (%)
(nm)
(horas)
10mM 20 mM OmM 20mM 1O0mM 20mM 10mM 20 mM
colest. colest. colest. colest. colest. colest. colest. colest.
0 0,0748 0,1002 126 151 0,278 0,313 - -
24 0,0021 0,0552 128 150 0,240 0,319 97,19 44 .91
48 - 0,0028 - 158 - 0,330 ndf 97,20
72 - - - - -

- - ndf
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Figura 27: Cromatogramas da ceftazidima padrdao Ph. Eur. CRS (vermelho) e da
ceftazidima encapsulada em lipossomas (preto)

Condi¢cbes cromatograficas: coluna C18 250 x 4,6 mm, e a fase médvel constituida de 2% de
acetonitrila e 98% de agua Milli-Q, com fluxo de 1mL/minuto e o detector UV a 254 nm.
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Figura 28: Cromatogramas da cefepima padrdao USP e da cefepima encapsulada em

lipossomas
Condi¢des Cromatograficas: coluna C18 250 x 4,6 mm, fase movel constituida de 10% de acetonitrila
e 90% de agua Milli-Q, com fluxo de 1mL/minuto e o detector UV a 255 nm.

Tanto a ceftazidima, quanto a cefepima sdo farmacos altamente
hidrossoluveis e provavelmente a acentuada perda da ceftazidima (98,25%) e da
cefepima (97,19%) na formulagdo com 10 mM de colesterol, contra 63,25% para a
ceftazidima e 44,91% para a cefepima da preparacédo com 20 mM de colesterol, se
deva a maior fluidez da membrana lipossomal na amostra contendo 10 mM de
colesterol, pois o colesterol reduz a fluidez da membrana lipidica e a permeabilidade
de moléculas soluveis em agua (VEMURI, RHODES, 1995).

Segundo Sharma e Sharma (1997), os lipideos tém como caracteristica a
temperatura de transigcdo de fases (Tc), existindo em diferentes estados fisicos
acima e abaixo da Tc. Os lipidios estdo em uma organizagao rigida bem ordenada
abaixo da Tc e em uma fase liquida cristalina (fluida) acima da Tc. Na presenca de
lipidios de alta Tc (> 37°C), a membrana lipossomal torna-se menos fluida a
temperatura fisiologica e menos permeavel. Em contraste, lipossomas formados com
lipidios de baixa Tc (< 30°C) sdo mais susceptiveis as perdas de farmacos

encapsulados em seu cerne aquoso. Altas concentragbes de colesterol (> 30 molar
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%), podem eliminar totalmente a fase de transi¢cao e diminuir a fluidez da membrana.
Neste trabalho, os melhores resultados de eficiéncia de encapsulagdo e manutengao
do material encapsulado foram obtidos com a formulagdo contento 40 mM de PC e
20 mM de colesterol, ou seja, razdo molar de 50% entre PC e colesterol.

A perda dos farmacos encapsulados evidenciadas neste trabalho foi maior do
que os resultados reportados por Drulis-Kawa et al. (2006) e Mugabe et al. (2005),
0s quais demonstraram a perda de 24% do meropenem encapsulado em lipossomas
compostos com lipidios naturais e sintéticos e incubados a 37°C por 24 horas, e de
10,4% da gentamicina encapsulada em lipossomas compostos por DMPC, DPPC e
1,2-distearoil- sn-glycero-3-fosfatidilcolina (DSPC) e incubados a 4°C por 48 horas e
de 19,4% quando incubados a 37°C, respectivamente. Entretanto, ambos os
farmacos meropenem e gentamicina sdo menos hidrossoluveis do que as
cefalosporinas utilizadas neste trabalho. A maior hidrofobicidade da molécula
favorece sua localizagdo na bicamada lipidica, ou mesmo na regidao da interface
lipideo-agua, o que reduz a tendéncia de vazamento destes farmacos em razéo de

seu coeficiente de partigao.

5.6. Determinag&o da concentraggo inibitéria minima (CIM)

5.6.1. Determinagdo da concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos

ceftazidima e cefepima livres

Os ensaios realizados para a determinagado da concentragao inibitéria minima
dos antimicrobianos ceftazidima (Figura 29) e cefepima livres, nas quais foram
utilizadas as concentragdes de 128, 64, 32, 16, 8 e 4 pg/mL, preparados conforme
4.3.7.3 e os testes realizados conforme 4.3.7.5, mostraram que a menor
concentracdo de inibiu o crescimento bacteriano foi a de 8 ug/mL, tanto para a
ceftazidima como para a cefepima. Estes resultados confirmam os dados descritos
no NCCLS M7-A6 (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria
that Grow Aerobically; Approved Standard — Sixth Edition, 2003), provavelmente em
razao de que, neste trabalho, foi utilizada cepa padrdo com sensibilidade conhecida

aos antimicrobianos testados.
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Figura 29: Concentracéo Inibitéria Minima da Ceftazidima Livre
(1) 128 pg/mL; (2) 64 pg/mL; (3) 32 pug/mL; (4) 16 ug/mL; (5) 8 yg/mL; (6) 4 pg/mL

5.6.2. Determinagéo da concentragao inibitéria minima da ceftazidima e da cefepima

encapsulada em lipossomas unilamelares

Os ensaios realizados para a determinacado da concentragao inibitéria minima
da ceftazidima e da cefepima encapsulada em lipossomas unilamelares (Figura 30),
nos quais foram utilizadas as concentragdes 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 pgmL,
preparados conforme 4.3.7.4 e os testes realizados conforme 4.3.7.6, mostraram
que a menor concentragdo que inibiu o crescimento bacteriano tanto para a
ceftazidima como para a cefepima foi a de 4 pg/mL. Esta redugdo de 50% da
concentragao inibitéria minima de ambos os antimicrobianos encapsulados em
lipossomas unilamelares provavelmente se deva a fusdao da membrana lipossomal
com a membrana externa das bactérias Gram-negativas (BEAULAC et al., 1998),
aumentando o aporte intracelular do farmaco, ou ainda reduzindo a capacidade do

microrganismo em utilizar seus mecanismos de resisténcia ao antimicrobiano.
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Os resultados encontrados nesse trabalho vém ao encontro dos resultados
publicados por Drulis-Kawa et al. (2006), Mugabe et al. (2005), Omri, Ravaoarinoro
(1996), Rukholm et al. (2006), os quais também demonstraram significativa reducao
na CIM de antibiéticos encapsulados em lipossomas, entretanto utilizando outras

classe de antimicrobianos.
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Figura 30: Concentragao inibitéria minima da cefepima encapsulada em lipossomas unilamelares.
(1) 16 pg/mL;  (2) 8 pg/mL; (3)4 pg/mL;  (4) 2 ug/mL;  (5) 1 pg/mL;  (6) 0,5 pg/mL;
(7) 0,250 pg/mL; (8) 0,125 pg/mL

No trabalho realizado por Omri, Ravaoarinoro (1996), redugdes na CIM foram
encontradas ao encapsularem amicacina, netilmicina e tobramicina em lipossomas
compostos de fosfatidilcolina de ovo e colesterol na proporgdo molar de 7:1. Os
resultados encontrados quando se encapsularam amicacina foi de uma reducéao de 4
vezes a CIM para o S. aureus ATCC 29213 e E. coli ATCC 25922 e em 8 vezes para
o Enterococcus faecalis ATCC 29212, ao passo que ao testarem estes lipossomas
contra P. aeruginosa ATCC 27853 obtiveram uma diminuicdo da sensibilidade em 8
vezes. Com os lipossomas de netilmicina conseguiram a redugcédo da concentragao
inibitéria minima quando comparados com o farmaco livre em 2 vezes para a P.
aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922; para uma cepa clinica de
Xanthomonas maltophilia; em 8 vezes para outra cepa clinica de X. maltophilia e de
16 vezes para o E. faecalis ATCC 29212, sendo que frente ao S. aureus ATCC
29213 obtiveram um aumento da CIM em 2 vezes. A tobramicina encapsulada

nestes lipossomas apresentou uma reducado da CIM em duas vezes frente as trés
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cepas clinicas de X. maltophilia e de E. faecalis ATCC 29212 e um aumento da
sensibilidade em 2, 4 e 8 vezes a sua CIM, respectivamente frente a E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 29213 e P. aeruginosa ATCC 27853.

Redugbes na CIM também foram encontradas quando gentamicina foi
encapsulada em lipossomas com diferentes composicdes lipidicas (DMPC, DPPC e
DSPC) e colesterol na média molar de 2:1. Significantes redu¢des na CIM, variando
entre 2 e 256 vezes, foram encontradas frente a todas as cepas resistentes
mucoides e ndo mucodides de P. aeruginosa (cepas de isolamento clinico). Essas
formulagbes aumentaram a susceptibilidade destes microrganismos passando-os de
altamente resistentes a resistentes intermediarios ou susceptiveis (MUGABE et al.,
2005).

Estudos realizados por Rukholm et al. (2006) também demonstraram
significativa redugédo na CIM de gentamicina encapsulada em lipossomas de DMPC
e colesterol, na média 2:1. Nesse trabalho os autores conseguiram uma redugao da
CIM em 4 vezes frente a cepa padrao de Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,
duas vezes frente a uma cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa denominada PA-
1 e em 16 vezes em relagdo a também cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa
PA-136411.

Drulis-Kawa et al. (2006), testaram doze formulagdes lipidicas para
encapsular meropem, as quais foram utilizadas frente a seis cepas sensiveis e a
duas cepas resistentes de P. aeruginosa, isoladas de infec¢des traqueais, a fim de
se determinar sua atividade antibacteriana. Nesse trabalho, os lipossomas catidnicos
foram mais efetivos do que lipossomas anidnicos contra os isolados sensiveis, uma
vez que a CIM para essas formulagdes foram 2 a 4 vezes mais baixas do que para o
farmaco livre. As formulagdes anibnicas mostraram mais baixa atividade
antibacteriana do que as catidnicas, pois a CIM para o meropenem encapsulado em
formulagbes anidnicas foram iguais ou mais altos do que a CIM do farmaco livre.
Nenhuma das formas lipossomais de meropenem apresentou atividade bactericida
contra os isolados que eram resistentes ao farmaco devido a baixa permeabilidade.

Mugabe et al. (2006) demonstraram significativas diferengcas na CIM entre
antibiéticos na forma livre e encapsulados em lipossomas compostos de DPPC e
colesterol. A CIM dos aminoglicosidios (amicacina, tobramicina e gentamicina)
encapsulados em lipossomas contra cepas de Pseudomonas aeruginosa mucoides,

ndao mucodides e uma cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 foi
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significantemente mais baixo do que aquele correspondente aos antibidticos livres.
Esses autores relataram que uma cepa de Pseudomonas aeruginosa nao mucoéide,
que foi altamente resistente a amicacina (CIM, 256 pg/mL) e tobramicina (CIM, 64
pMg/mL) mostrou-se sensivel aos antibidticos citados anteriormente, quando
encapsulados em lipossomas, mostrando reducdo na CIM em ambas as cepas de 32
vezes, ao passo que esta mesma cepa frente ao aminoglicosideo tobramicina
apresentou uma reducdo na CIM de 8 vezes. A redugao de 50% da CIM da cepa
padrdo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 frente aos aminoglicosideos
testados vem ao encontro dos resultados obtidos nesse trabalho. Varias hipoteses,
incluindo reduzida repulsdo eletrostatica de antibidticos encapsulados em
lipossomas, protecdo dos farmacos frente as enzimas bacterianas ou fuséo entre os
lipossomas e a célula bacteriana, podem explicar o mecanismo de aumento da
atividade antibacteriana de formulacgdes lipossomais.

Beaulac et al. (1998) também conseguiram importantes redug¢des da CIM da
tobramicina encapsulada em lipossomas compostos de DPPC e DMPG. Segundo
estes autores formulacgées lipossomais que incluem colesterol t€ém uma Tc mais alta
e sdo ao mesmo tempo mais rigidos e mais estaveis. Afirmam ainda que farmacos
encapsulados nesses lipossomas sdo mais efetivos do que os farmacos livres in
Vivo, e que apresentam baixa atividade bactericida contra bactérias extracelulares in
vitro. Essa afirmagdo pode ser contestada pelos resultados encontrados nesse
trabalho, uma vez que foi encontrada uma reducéao de 2 vezes a CIM em lipossomas
compostos de fosfatidilcolina de soja e colesterol na proporcdo de 2:1, ou seja
denominados lipossomas rigidos, no experimento in vitro.

Omri et al. (2002), encapsularam polimixina B em lipossomas de DPPC e
colesterol na proporgdo de 2:1 e também conseguiram diminuicdo da CIM em 4
vezes frente a Bordetella bronchiseptica ATCC 10580, P. aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922 e P. aeruginosa W 22539. Esses autores também
testaram a eficacia terapéutica de lipossomas de polimixina B através da
administragao intratecal de polimixina livre e encapsulada nos lipossomas para os
pulmbes dos ratos infectados com P. aeruginosa. Apds 24 horas do término do
tratamento, os animais foram sacrificados e foi realizada a contagem bacteriana dos
microrganismos sobreviventes, sendo que obtiveram o logaritmo da contagem

bacteriana de 5,1 quando se utilizou a polimixina livre e de 3,7 para a polimixina
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encapsulada em lipossomas, demonstrando também uma maior eficacia terapéutica

quando a polimixina estava encapsulada em lipossomas.

5.7. Determinagao da concentragéo bactericida minima

5.7.1. Determinagado da concentragao bactericida minima da ceftazidima e cefepima

livres

Os testes para a determinacédo da concentragdo bactericida minima, tanto da
ceftazidima como da cefepima livres, foram realizados por trés vezes e em triplicata
(Apéndices A e C). Apesar do numero de unidades formadoras de col6nias
inicialmente adicionadas ao teste ndo ser a mesma em todas as repeti¢des, o desvio
padrao e o desvio padrao relativo apresentaram valores baixos, comprovando a
reprodutibilidade dos ensaios. Nos ensaios realizados para a determinagdo da CBM
da ceftazidima livre, o maior desvio padrao relativo entre as repeti¢cdes foi de 1,99,
encontrado na concentracdo de 32 pg/mL e no tempo de 2 horas. Quando se
determinou a CBM para a cefepima livre 0 maior desvio padrao relativo foi de 1,14,
na concentracéo de 16 pg/mL, e também no tempo de 2 horas de ensaio.

Os ensaios realizados para a determinagdo da concentragdo bactericida
minima da ceftazidima e da cefepima livres, nas quais se utilizaram as
concentragdes de 8, 16 e 32 ug/mL, representando respectivamente, 1 vez a CIM, 2
vezes a CIM e 4 vezes a CIM, conforme resultados descritos em 5.6.2, mostraram
uma significativa redugcéo da contagem de UFC originalmente adicionada ao teste.
Os resultados desta analise estdo demonstrados, respectivamente, nas Tabelas 10 e
11, os quais mostram a porcentagem de redugcdo dos microrganismos, levando-se
em consideracdo a concentragao dos antimicrobianos e o tempo de contato com o

mesmo.
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Tabela 10: Parametros da redugao do numero de UFC frente as concentracdes de 8, 16 e
32 ug/mL de ceftazidima livre, nos intervalos de tempos de 0, 2, 6 e 24 horas de incubagao

Concentracao da Ceftazidima (ug/ml)

Tempo 8 16 32
(horas) Contagem Redugcdo Contagem Reducdo Contagem Reducéao
de UFC (%) de UFC (%) de UFC (%)
57 x10° - 5,7 x 10° - 57 x10° -
9,0 x 10* 84,21 49x10* 91,40 9,12x10° 98,4
3,9 x 10* 93,15 2,50x10* 95,61 3,1x10° 99,46
24 2,3x 10* 9596  2,25x10* 96,05 2,7 x10° 99,52

Resultados das médias das triplicatas de uma das trés repeticbes realizadas.

Os resultados apresentados na Tabela 10, referentes as curvas de morte da
P. aeruginosa ATTC 27853, mostram que a ceftazidima em nenhuma das
concentragdes utilizadas conseguiu eliminar 99,9% dos microrganismos inoculados
inicialmente. As concentragdes de 8 e 16 ug/mL mostraram uma redugao constante
do numero de microrganismos inoculados, onde se conseguiu eliminar
respectivamente, 95,96 e 96,05% mantendo este percentual de redugdo da
contagem até o final do ensaio. A concentracdo de 32 pg/mL ao final de 6 horas
conseguiu eliminar 99,46% dos microrganismos inicialmente inoculados, sendo que
ao final das 24 horas, em todos os trés ensaios realizados, o efeito antimicrobiano
manteve-se praticamente o mesmo, com discretos aumentos no percentual de
redugdo dos microrganismos inicialmente inoculados.

Os resultados apresentados na Tabela 11 mostram que a concentracédo de 32
pMg/mL é a concentragao bactericida minima para a amostra de cefepima livre, pois
foi a Uunica que conseguiu manter a reducéao de 99,9% nas 24 horas de incubacéo,
além de também ter eliminado a maior parte dos microrganismos nas primeiras duas
horas de incubacgdo. A concentragdo de 16 yg/mL em 6 horas de incubagéo também
conseguiu eliminar 99,97% dos microrganismos inoculados, mas houve recuperagéo
dos mesmos em 24 horas de contato. Estes resultados também confirmam os dados
descritos no NCCLS M2-A8 (Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests; Approved Standard — Eighth Edition, 2003), uma vez que a
concentragdo de 30 pg/mL é a concentragao utilizada nos testes de Determinagéo

da concentracéo inibitéria minima pelo método de difusdo em agar, onde é possivel
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obter um halo com limites definidos quando o microrganismo utilizado é considerado
sensivel para aquele agente antimicrobiano.

O fato de somente a cefepima livre ter efeito bactericida minimo com a
concentragdo de 32 ug/mL, e a ceftazidima nao ter apresentado esse efeito, pode
ser explicado pelo fato de que a ceftazidima é uma cefalosporina de terceira
geracgao, enquanto que a cefepima € uma cefalosporina de quarta geracdo. Ambas
sdo compostos estruturalmente similares, exceto para o grupo metil-pirrolidino, que
da a molécula de cefepima uma configuragdo zwitterionic, oferecendo uma
vantagem quimica de aumentada atividade bactericida, pela aumentada
permeabilidade através da membrana externa da P. aeruginosa (JONES et al., 2007;
ROBERTS et al., 2007).

Tabela 11: Parametros da redugdo do numero de UFC frente as concentracdes de 8, 16 e
32 ug/mL de cefepima livre, nos intervalos de tempos de 0, 2, 6 e 24 horas de incubagao

Concentracao da Cefepima (ug/ml)

Tempo 8 16 32
(horas) Contagem Redugdo Contagem Redugdo Contagem Reducéao
de UFC (%) de UFC (%) de UFC (%)
0 9,65 x 10° - 9,65 x 10° - 9,65 x 10° -
2 4,55 x 10* 9528 2,68 x10* 97,22 1,04 x 10* 98,92
6 1,7 x 10° 99,82  2,89x10° 99,97 1,8 x 10° 99,98
24 3,45x 10* 96,42 6,17 x10° 99,36 9,65 x 10° 99,90

Resultados da média das triplicatas de uma das trés repeticdes realizadas.

5.7.2. Determinacdo da concentragao bactericida minima da ceftazidima e cefepima

encapsulada em lipossomas unilamelares

Os testes para a determinagao da concentragao bactericida minima, tanto da
ceftazidima como da cefepima encapsuladas em lipossomas, foram realizados por
trés vezes e em triplicata (Apéndices B e D). Apesar do numero de unidades
formadoras de colbnias inicialmente adicionadas ao teste ndo ser a mesma em todas
as repetigcdes, o desvio padrao e o desvio padrao relativo apresentaram valores
baixos, comprovando a reprodutibilidade dos ensaios. Nos ensaios realizados para a

determinacado da CBM da ceftazidima encapsulada em lipossomas, o maior desvio
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padrao relativo entre as repeticdes foi de 0,68, encontrado na concentragao de 4
pMg/mL e no tempo de 24 horas. Quando se determinou a CBM para a cefepima
encapsulada em lipossomas, o maior desvio padrao relativo foi de 1,78, na
concentragao de 4 ug/mL, e no tempo de 6 horas de ensaio.

Os ensaios realizados para a determinagdo da concentragdo bactericida
minima da ceftazidima e da cefepima encapsuladas em lipossomas unilamelares,
nos quais se utilizaram as concentracbes de 4, 8 e 16 pg/mL, representando
respectivamente 1 vez a CIM, 2 vezes a CIM e 4 vezes a CIM, conforme resultados
descritos em 5.6.3, mostraram uma significativa redugdo da contagem de UFC
originalmente adicionada ao teste. Os resultados desta analise estdo demonstrados
nas Tabelas 12 e 13, os quais mostram a porcentagem de redugdo dos
microrganismos, levando-se em consideragcdo a concentragdo dos antimicrobianos
ceftazidima e cefepima encapsulados individualmente em lipossomas e o tempo de
contato com o mesmo. As Figuras 31 e 32 nos mostram, respectivamente, a redugao
dos microrganismos frente as diferentes concentragées da ceftazidima livre e
encapsulada em lipossomas e da cefepima livre e encapsulada em lipossomas e a
diferentes tempos de contato com os mesmos.

A ceftazidima encapsulada em lipossomas unilamelares, assim como a
ceftazidima livre, em nenhuma das concentragdes utilizadas conseguiu eliminar
99,9% dos microrganismos inicialmente adicionados. Apesar disso, a ceftazidima
encapsulada em lipossomas unilamelares a 4 x CIM (16 pg/mL) apdés 24 horas de
ensaio, conseguiu eliminar 99,83% (média dos trés ensaios realizados) dos
microrganismos inoculados, ao passo que essa mesma concentragado desse farmaco
livre, ou seja 16 ug/mL, mostrou uma redugao de 96,05% apos 24 horas de contato.

A forma lipossomal de ceftazidima em todas as concentragdes utilizadas, ou
seja 4 yg/mL, 8 uyg/mL e 16 pg/mL, apresentou uma redugdo maior do numero de
microrganismos inicialmente inoculados, quando comparadas com a ceftazidima em
sua forma livre, chegando praticamente aos 99,9% quando se utilizou 16 ug/mL, ou
seja uma reducao de 50% em relagcdo ao mesmo antimicrobiano na sua forma livre,

demonstrando melhor atividade bacteriana da ceftazidima em sua forma lipossomal.
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Tabela 12: Parametros da redugéo do numero de UFC frente as concentracdes de 4, 8 e 16
pMg/mL de ceftazidima encapsulada em lipossomas unilamelares, nos intervalos de tempos

de 0, 2, 6 e 24 horas de incubacao

Concentracao da ceftazidima encapsulada em lipossomas (ug/ml)

Tempo 4 8 16
(horas) Contagem Redugdo Contagem Redugdo Contagem Reducgéo
de UFC (%) de UFC (%) de UFC (%)
42x10° - 42x10° - 42x10° -
1,58 x 10* 96,23 7,73x10° 98,16 1,68 x 10° 99,6
1,65 x 10* 96,05 4,41 x10° 98,95 8,40 x 10? 99,8
24 1,39 x 10* 96,68 3,95x 10° 99,06 8,40 x 10? 99,8
Resultados da média das triplicatas de uma das trés repeticdes realizadas
_ B9 m - 8 pgimlL deceftazifiimaliyre
18 —— L ezt
Ceftazidima g o] 16 pgimL de ceftazidima lipossomal
16 - livre § 0]
14 - =
24 :_‘___‘_‘_‘_-
_‘(GD_)‘ 12 B U ’ 1E|Tempu (hwuﬁras) : “
[
q>_) 16 pg/mL de
S 10 - ceftazidima
Qo livre
S
wn 8 |
()
©
© 6 - 4ug/mL de
o ceftazidima
lipossomal
4 - 8 pg/mL de
ceftazidima 32 ug/mL de
lipossomal 16 ug/mL de  ceftazidima
2 - ceftazidima |jvyre
lipossomal
0 _|
1 2 3 4 5 6
B 2 horas B 6 horas B 24 horas

Figura 31: Perfil da reducdo de microrganismos frente a diferentes concentragbes da

ceftazidima
incubacao.

livre e encapsulada em lipossomas unilamelares e a diferentes tempos de
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A concentracao bactericida minima da cefepima encapsulada em lipossomas
unilamelares também apresentou reducédo de 50% (16 pg/mL) em relacdo ao
farmaco livre no tempo de 24 horas, enquanto a cefepima livre apresentou efeito
bactericida na concentracao de 32 pug/mL no tempo de 6 horas. Entretanto, como
mostrado nas Tabelas 11 e 13, na forma encapsulada n&o houve recuperagao
bacteriana em nenhuma das concentracdes utilizadas e em nenhum dos tempos de
incubacdo, indicando a prolongada atividade antibacteriana da cefepima

encapsulada em lipossomas.

Tabela 13: Parametros da reducdo do numero de UFC frente as concentracdes de 4, 8 e 16
pMg/mL de cefepima encapsulada em lipossomas unilamelares, nos intervalos de tempos de
0, 2, 6 e 24 horas de incubagao

Concentracao da cefepima encapsulada em lipossomas (ug/ml)

Tempo 4 8 16
(horas) Contagem Redugdo Contagem Redugdo Contagem Reducao
de UFC (%) de UFC (%) de UFC (%)
3,0x 10° - 3,0x 10° - 3,0x10° -
5,6 x 10* 81,33 1,95 x 10* 93,50 8,7 x 10° 97,10
1,92 x 10* 9360 6,51x10° 97,83 5,7 x 10° 98,09
24 1,19 x 10* 96,03  3,12x10° 98,96 1,8 x 10° 99,94

Resultados da média das triplicatas de uma das trés repeti¢cdes realizadas.
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20 | ﬁ ug/mL del Cefepima 7 —— 8 pgimL de cefepima livre
possomal . 5 —— 16 pgimL de cefepimalivre
] —— 8 pg/imL de cefepima lipossomal
18 - el —B- 16 pg/mL de cefepima lipossomal
16 ] g EE
n 14 - T §
(0] 0 .
E T T T T T
02) 12 ) Tempa (horas)
o
= 10
o]
o 8 ug/mL de
2 8 cefepima
S 8 ug/mL de lipossomal
X 6 - cefepima
livre
16 pg/mL de 16 pg/mL de
4 - cefepima cefepima
li li I
vre Ipossomal 32 ug/mL del
cefepima
2 livre
0 _
1 2 3 4 5 6
B 2 horas B 6 horas B 24 horas

Figura 32: Perfil da reducdo de microrganismos frente a diferentes concentragbes da
cefepima livre e encapsulada em lipossomas unilamelares e a diferentes tempos de
incubacao.

Esses dados vém ao encontro dos resultados de Beaulac et al. (1998), Drulis-
Kawa et al. (2006); Mugabe et al. (2006) e Rukholm et al. (2006) onde as curvas de
morte confirmaram uma mais alta agao antimicrobiana em formulacdes lipossomais
do que dos antibidticos livres.

Cepas de Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia e
Burkholderia cepacia, isoladas de pacientes com fibrose cistica e uma cepa de
Staphylococcus aureus, também proveniente de isolamento clinico, foram
submetidas a determinacdo de suas curvas de morte, com concentragdes de
tobramicina livre e encapsulada em lipossomas compostos de DPPC/DMPG (15:1)
abaixo de sua CIM. Depois de trés horas de tratamento com o antibiético
encapsulado nos lipossomas, as culturas de B. cepacia, E. coli e S. aureus

apresentaram uma redugao na contagem respectivamente de 129, 84 e 566 vezes
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maiores do que as culturas tratadas com o antibiético livre. A cepa de Pseudomonas
aeruginosa também mostrou uma maior redugao nas contagens, quando as mesmas
foram tratadas com a tobramicina encapsulada em lipossomas. Esses autores
sugerem que o fato de que concentragdes inferiores a CIM de antibidticos
encapsulados em lipossomas reduzam o crescimento bacteriano em 35 a 10° vezes
em comparagao com os antibidticos livres se deva ao fato da interagao direta dos
lipossomas com as bactérias. Comentam, ainda, que provavelmente isto se deva ao
fato da aumentada fluidez e plasticidade dos lipossomas constituidos de
DPPC/DMPG (BEAULAC et al., 1998)

Drulis-Kawa et al. (2006) verificaram que o meropenem livre a 0,5 pg/mL (1 x
CIM) e a 2 pg/mL (4 x CIM) mostrou uma melhor atividade bactericida depois de 6
horas de incubacdo, do que a forma lipossomal composta por PC/DOTAP/Chol
(5:2:3). Depois de 18 horas de incubagao as diminui¢des das contagens bacterianas
em 1 x CIM e 4 x CIM foram praticamente a mesma, ao se avaliar as curvas de
morte da Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Entretanto, quando expostas a
uma concentracao inferior a CIM (0,125 pg/mL), o farmaco livre teve maior eficacia
bactericida depois de 3 e 6 horas de incubagdo, mas apds 18 horas houve um
aumento no numero de células bacterianas, similar ao inicio, ao passo que o
meropenem encapsulado em lipossomas mostrou uma significante inibicdo do
crescimento bacteriano apds essas 18 horas de incubagdo, mostrando que a
encapsulacdo do meropenem € necessaria para aumentar sua atividade bactericida.

Para confirmar os dados encontrados nos testes da concentragao inibitoria
minima Mugabe et al. (2006) realizaram testes de curvas de morte para averiguar a
habilidade de aminoglicosideos encapsulados em lipossomas em eliminar 4 cepas
de P. aeruginosa, sendo uma laboratorial (ATCC 10145) e trés cepas de isolamento
clinico. Esses antibidticos encapsulados em lipossomas foram significantemente
mais efetivos do que antibidticos livres em eliminar a cepa ndo mucoide de P.
aeruginosa. Amicacina e gentamicina na sua forma lipossomal a 2 x CIM quase
erradicaram o crescimento bacteriano em 24 horas. Embora os antibidticos livres a 2
x CIM terem uma acao inicial de matar os microrganismos, eles ndo conseguiram
eliminar todo o crescimento bacteriano. A 4 x CIM, ambas as formas lipossomal e
livre dos antimicrobianos erradicaram essa cepa, respectivamente, em 2 e 4 horas. A
cepa laboratorial incubada com tobramicina livre a 1 e 2 x CIM demonstraram uma

diminuicao inicial em UFC depois de 6 horas, mas houve recuperacdo a sua
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concentracdo inicial depois de 24 horas, enquanto a forma lipossomal de
tobramicina a 1 x CIM eliminou completamente a bactéria em 6 horas. A 4 x CIM,
ambas as formas lipossomais e livres de tobramicina eliminaram a cepa laboratorial
de P. aeruginosa, respectivamente, em 2 e 4 horas. Esses resultados confirmam a
alta poténcia desses aminoglicosideos encapsulados em lipossomas quando
comparados com esses antibidticos livres.

Rukholm et al. (2006) também demonstraram maiores redug¢des da contagem
bacteriana quando testaram a gentamicina livre e encapsulada em lipossomas
compostos de DMPC/Chol (2:1) frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa, sendo
uma cepa de laboratério e duas de isolamento clinico, na qual uma apresentava
moderada resisténcia e a outra alta resisténcia a este antimicrobiano. Concluiram
gue no caso da cepa moderamente resistente a gentamicina, ambas as formas do
antimicrobiano a altas concentragdes inibiram o crescimento bacteriano.
Subsequente aumento do numero de células viaveis foi encontrado quando se
utilizou gentamicina livre a 1 x CIM, ao passo que este aumento foi diminuido pela
forma lipossomal, com uma contagem menor de células viaveis depois de 24 horas.
Diante da cepa de P. aeruginosa altamente resistente a gentamicina, a forma
lipossomal de gentamicina mostrou uma prolongada atividade antibacteriana e
melhores tempos de morte. A 1 x CIM, a gentamicina na sua forma livre e lipossomal
mostrou um padrdo similar, onde o crescimento bacteriano foi inibido, mas nao
ocorreu nenhuma diminuigao notavel. A 2 x CIM, ambas as formas da gentamicina
mostraram uma grande diminuicdo nas contagens depois de 6 horas, sendo que
essa diminuigdo s6 continuou no meio onde continha a forma lipossomal, indicando
sua prolongada atividade antibacteriana. A forma lipossomal a 4 x CIM demonstrou a
completa erradicagdo das bactérias a 6 horas, contra 24 horas da gentamicina em

sua forma livre.

5.8. Determinacdo da concentracao inibitéria minima da ceftazidima e cefepima

livres e encapsuladas em lipossomas unilamelares pelo teste de difusdo em agar

Os ensaios realizados para a determinagao da concentragao inibitéria minima
da ceftazidima e da cefepima livres e encapsuladas em lipossomas unilamelares

pelo método de difusdo em agar conforme os resultados descritos, respectivamente,
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nas Tabelas 14 e 15 e demonstrados nas Figuras 33 e 34 indicam que as
concentragdes utilizadas tanto para a ceftazidima e cefepima livres apresentaram
halos de inibicdo que caracterizam a cepa de Pseudomonas aeruginosa ATTC
27853 sensivel a esses dois antimicrobianos, conforme os dados descritos nas
tabelas do CLSI/NCCLS M100-S15 (Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; fifteenth Informational Supplement, 2005).

Tabela 14: Diadmetro dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano da Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 frente a ceftazidima e cefepima livres nas concentragdes de 30, 15 e
8 ug/0,2 mL - Ceftaz. (Ceftazidima) — Cefep. (Cefepima)

Média do Didmetro dos
Desvio Padrao

Concentracdo Halos de Inibicao (mm) Desvio Padrao
Relativo
(ug/0,2 mL) n=9
Ceftaz. Cefep. Ceftaz. Cefep. Ceftaz. Cefep.
30 21,91 24,94 0,3100 0,8083 1,41 3,24
15 21,74 24,02 0,7430 0,7385 3,14 3,07
8 19,51 22,99 1,2757 0,4087 6,53 1,77

Figura 33: Halos de inibicao do crescimento da Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

frente a ceftazidima (a) e cefepima (b) na sua forma livre
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Esses mesmos antimicrobianos encapsulados em lipossomas unilamelares,
com as mesmas concentragdes utilizadas com o farmaco livre, apresentaram halos
de inibicdo que caracterizam a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 resistente a
ceftazidima e cefepima. Como os ensaios foram realizados com a mesma cepa de
microrganismo, essas observagdes indicam uma resisténcia que ndo corresponde a
realidade, sendo devidos provavelmente ao fato de que os lipossomas, por serem
materiais particulados, ndo se difundem no meio Agar.

Como mostrado nos resultados dos testes de estabilidade dos lipossomas de
ceftazidima e cefepima, apds 24 horas somente 63,25% da ceftazidima e 44,91% da
cefepima foram liberadas, ndo havendo tempo e concentragcido suficiente para o
farmaco liberado a partir dos lipossomas, inibirem o crescimento bacteriano nesta
técnica por difusdo em agar, e como os lipossomas nao difundiram, ndo foi possivel
verificar a elevada agao antimicrobiana da ceftazidima e cefepima encapsuladas nos
lipossomas, como se verificou nos testes de concentragdo inibitéria minima por
diluicdo em caldo. Os resultados dessa técnica, provavelmente poderiam ser

maximizados com a utilizagdo de um gel mais poroso, como a agarose.

Tabela 15: Diametro dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano da Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 frente a ceftazidima e cefepima encapsuladas em lipossomas
unilamelares nas concentragdes de 30, 15, 8 e 4 ug/0,2 mL - (Lipos. Ceftaz = Lipossoma
com Ceftazidima; Lipos. Cefep.= Lipossoma com Cefepima; nhi = ndo houve inibigao)

Média do Didmetro dos Desvio Padrio

Halos derI]n;blggéo (mm) Desvio Padrao Relativo
Concentracao
(kg/0.2 ml) Lipos. Lipos. Lipos. Lipos. Lipos. Lipos.
Ceftaz. Cefep. Ceftaz. Cefep. Ceftaz. Cefep.
30 8,18 9,157 0,7967 0,4968 9,73 5,42
15 5,02 5,92 0,4023 0,5361 8,01 9,05
8 nhi nhi - - - -

4 nhi nhi - - - -




109

Figura 34: Halos de inibicdo do crescimento da Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
frente a cefepima (a) e ceftazidima (b) encapsuladas em lipossomas unilamelares

Os dados apresentados acima sao corroborados pelas observacbes de
pesquisadores que utilizam a técnica de difusdo em agar para determinar a
concentracdo dos antimicrobianos incorporados dentro dos lipossomas, onde as
amostras sdo colocadas em pequenos pogos perfurados na superficie do agar.
Esses autores, antes de adicionar as amostras dos antimicrobianos encapsulados
em lipossomas, utilizam normalmente, solugbes com 1% de Triton X-100 para
romper os lipossomas e liberar os antimicrobianos encapsulados, para que os
mesmos possam se difundir no agar e promover a formagao de halos de inibigao
(RUKHOLM et al., 2006).

Varios pesquisadores utilizam a técnica de diluigio em caldo, como
recomendado pelo CLSI (anteriormente NCCLS) para determinar a Concentragéao
Inibitéria Minima de antimicrobianos encapsulados em lipossomas. Nesta técnica os
lipossomas contendo os antimicrobianos podem, devido ao meio liquido, entrar em
contado com o microrganismo e assim exercer sua elevada agao antimicrobiana
frente aos microrganismos pré-estabelecidos (DRULIS-KAWA et al. 2006; MUGABE
et al. 2006; RUKHOLM et al. 2006).

O efeito antimicrobiano da ceftazidima e da cefepima encapsuladas em
lipossomas contra a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 foi comprovadamente
superior quando comparado ao efeito dos farmacos livres, demonstrando que o
emprego de lipossomas como sistemas carreadores de antimicrobianos pode ser

estendido as cefalosporinas testadas neste trabalho.
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6. CONCLUSOES

O meétodo de hidratagao do filme lipidico, seguido de sonicagao permitiu obter
lipossomas unilamelares de pequeno diametro, capazes de encapsular tanto
ceftazidima quanto cefepima. Ao se utilizar 20 mM de colesterol na preparagao dos
lipossomas (razao molar 2:1 - PC:colesterol), foram obtidas melhores eficiéncias de
encapsulacéo da ceftazidima e cefepima, devido ao aumento do diametro médio das
vesiculas com maior volume interno. Essa concentracido de colesterol também
permitiu diminuir a perda do farmaco encapsulado para a ceftazidima em 35,0% e
em 52,28% para a cefepima, em um periodo de 24 horas, devido a maior fluidez na
membrana quando preparada com menores quantidades de colesterol.

A encapsulagcdo da ceftazidima e cefepima em lipossomas unilamelares
permitiu reduzir em 50% a CIM desses antimicrobianos frente a Pseudomonas
aeruginosa, como também proporcionou melhor efeito bactericida, ndo havendo
recuperagdo dos microrganismos inicialmente adicionados durante as 24 horas de
ensaio. A técnica de difusdo em agar ndo permite a determinagdo da concentragéo
inibitéria minima dos farmacos encapsulados em lipossomas por nao permitir a
difusdo das vesiculas pelo agar.

O efeito antimicrobiano da ceftazidima e da cefepima encapsuladas em
lipossomas contra a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 foi comprovadamente
superior quando comparado ao efeito dos farmacos livres, demonstrando que o
emprego de lipossomas como sistemas carreadores de antimicrobianos pode ser

estendido as cefalosporinas testadas nesse trabalho.
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7. PERSPECTIVAS

Novos estudos in vitro com cepas de microrganismos resistentes poderao
fornecer indicadores da utilizagdo dos lipossomas como um sistema de liberagao
coadjuvante na terapia desses processos. Além disso, o desenvolvimento de
formulagbes com maior estabilidade via novos processos tecnoldgicos (como a
liofilizagdo de vesiculas crioprotegidas), poderao viabilizar a realizagdo de estudos
mais amplos.

Os resultados encontrados neste trabalho abrem perspectivas para futuras
investigacdes pré-clinicas (in vivo) e clinicas da utilizacdo de cefalosporinas
encapsuladas em lipossomas na terapéutica de infecgbes causadas por

microrganismos sensiveis, ou mesmo resistentes a estes antimicrobianos.
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Apéndice A - Parametros da redugao do numero de UFC frente as concentragdes de 8, 16 e
32 ug/mL de ceftazidima livre, nos intervalos de tempos de 0, 2, 6 e 24 horas de incubacgao,
referentes & media das triplicatas dos trés ensaios realizados. (Cont. de UFC — Contagem
de Unidades Formadoras de Coldnias; DP — Desvio Padrao; DPR — Desvio Padrao Relativo)

8 pg/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Reducgao Redugéao Redugéao Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 5,7x10° - 7,0x10° - 7,4x10° - - - -
2 9,0x10* 84,21 1,2x10° 82,85 1.31x10° 82,29 83,12 0,806 0,969
6 3,9x10* 93,15 7,5x10* 89,28 6,2x10* 91,57 91,33 1,589 1,740
24 2,3x10* 95,96 3,1x10* 95,47 4,8x10* 93,51 94,98 1,058 1,114
16 pg/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Reducao Redugéao Redugéao Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 5,7x10° - 7,0x10° - 7,4x10° - - - -
2 4,9x10" 91,40 7,2x10* 89,71 5,8x10* 92,16 91,09 1,023 1,124
6 2,5x10* 95,60 4,9x10* 92,88 4,2x10* 94,20 9422 1,110 1,178
24 2,2x10* 96,05 4,0x10* 94,20 2,9x10* 96,05 9543 0,872 0,913
32 pg/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Reducao Redugéao Redugéao Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 5,7x10° - 7,0x10° - 7,4x10° - - - -
2 9,1x10° 98,40 4,2x10* 93,94 1,8x10" 97,47 96,60 1,921 1,988
6 3,0x10° 99,46 7,7x10° 98,90 6,9x10° 99,06 99,14 0,235 0,237
24 2,7x10° 99,52 7,7x10° 98,90 6,5x10° 99,12 99,18 0,256 0,258
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Apéndice B - Parametros da reducido do numero de UFC frente as concentracdes de 4, 8 e
16 pg/mL de ceftazidima encapsulada em lipossomas unilamelares, nos intervalos de
tempos de 0, 2, 6 e 24 horas de incubacao, referentes a media das ftriplicatas dos trés
ensaios realizados. (Cont. de UFC — Contagem de Unidades Formadoras de Colénias; DP —

Desvio Padrao; DPR — Desvio Padrao Relativo)

4 pg/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Reducao Redugéao Redugéao Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 5,6x10° - 4,2x10° - 3,6x10° - - - -
2 1,6x10" 97,00 1,56x10* 96,23 1,0x10* 97,14 96,79 0,400 0,413
6 1,4x10* 97,44 1,6x10* 96,05 1,0x10* 97,09 96,86 0,590 0,609
24 1,1x10* 98,00 1,3x10* 96,68 1,2x10* 96,52 97,06 0,663 0,683
8 pug/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Redugao Redugao Reducdao  Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 5,6x10° - 4,2x10° - 3,6x10° - - - -
2 1,2x10* 97,84 7,7x10° 98,16 6,9x10° 98,08 98,02 0,136 0,138
6 6,1x10° 98,90 4,4x10° 98,95 2,3x10° 99,35 99,06 0,201 0,203
24 5,7x10° 98,97 3,9x10° 99,06 2,1x10° 99,40 99,14 0,185 0,186
16 pg/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Redugao Redugao Redugcdo  Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 5,6x10° - 4,2x10° - 3,6x10° - - - -
2 2,6x10° 99,53 1,7x10° 99,6 1,8x10° 99,50 99,54 0,041 0,042
6 2,0x10° 99,63 8,4x10? 99,80 4,1x10° 98,86 99,76 0,409 0,411
24 1,1x10° 99,80 8,4x10? 99,80 3,9x102 99,89 99,83 0,042 0,042
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Apéndice C - Parametros da redug¢ao do niumero de UFC frente as concentracdes de 8, 16 e
32 ug/mL de cefepima livre, nos intervalos de tempos de 0, 2, 6 e 24 horas de incubacao,
referentes a media das triplicatas dos trés ensaios realizados. (Cont. de UFC — Contagem
de Unidades Formadoras de Colbdnias; DP — Desvio Padrao; DPR — Desvio Padréo Relativo)

8 pug/mL
Tempo Cont. de Cont. Cont. de
Reducgao Reducgao Reducdo  Média DP DPR
UFC de UFC UFC
0 9,65x10° - 5,7x10° - 5,3x10° - - - -
2 4,5x10" 9528  3,6x10* 93,63 3,7x10* 93,01 93,97 0,958 1,019
6 1,7x10° 99,82  2,8x10° 99,50 2,3x10° 99,57 99,63 0,137 0,138
24 3,4x10* 96,42  2,8x10* 95,08 2,1x10* 96,07 95,86 0,567 0,592
16 pg/mL
Tempo Cont. de Cont. Cont. de
Redugao Redugéao Redugéao Média DP DPR
UFC de UFC UFC
0 9,65x10° - 5,7x10° - 5,3x10° - - - -
2 2,7x10* 97,22  4,5x10° 99,21 1,8x10* 96,61 9768 1,110 1,136
6 2,9x10? 99,97  4,5x10? 99,92 4,7x10° 99,91 99,93 0,026 0,026
24 6,2x10° 99,36  4,7x10° 99,18 4,8x10° 99,09 9921 0,112 0,113
32 pg/mL
Tempo Cont. de Cont. Cont. de
Redugao Redugéao Redugéao Média DP DPR
UFC de UFC UFC
0 9,65x10° - 5,7x10° - 5,3x10° - - - -
2 1,0x10* 98,92 1,7x10° 99,70 4,7x10° 99,10 99,24 0,333 0,336
6 1,9x10? 99,98  2,3x10? 99,96 3,2x102 99,94 99,96 0,163 0,016
24 9,6x102 99,9 2,8x10? 99,95 5,4x102 99,898 99,91 0,024 0,024
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Apéndice D - Parametros da redugao do numero de UFC frente as concentragoes de 4, 8 e
16 yg/mL de cefepima encapsulada em lipossomas unilamelares, nos intervalos de tempos
de 0, 2, 6 e 24 horas de incubagao, referentes a media das triplicatas dos trés ensaios
realizados. (Cont. de UFC — Contagem de Unidades Formadoras de Colénias; DP — Desvio

Padrao; DPR — Desvio Padrao Relativo)

4 pg/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Reducao Redugéao Redugéao Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 3,0x10° - 5,2x10° - 2,84x10° - - - -
2 5,6x10* 81,33 1,1x10° 79,61 5,2x10* 81,58 80,84 0,875 1,08
6 1,9x10* 93,6 4,7x10* 90,82 1,4x10* 94,78 93,07 1,660 1,78
24 1,2x10* 96,03 2,7x10* 94,81 9,5x10° 96,64 9583 0,760 0,794
8 pug/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Redugao Redugao Reducdao  Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 3,0x10° - 5,2x10° - 2,84x10° - - - -
2 1,9x10* 93,5 3,0x10* 94,23 1,8x10" 93,52 93,75 0,339 0,362
6 6,5x10° 97,83 3,1x10* 93,98 9,1x10° 96,77 96,19 1,623 1,688
24 3,1x10° 98,96 1,3x10* 97,42 2,8x10° 99,01 98,46 0,738 0,749
16 pg/mL
Tempo Cont. Cont. Cont. de
Redugao Redugao Redugcdo  Média DP DPR
de UFC de UFC UFC
0 3,0x10° - 5,2x10° - 2,84x10° - - - -
2 8,7x10° 97,10 1,6x10% 96,78 5,6x10° 98,03 97,30 0,530 0,545
6 5,7x10° 98,08 2,4x10* 95,22 4,4x10° 98,45 97,25 1,443 1,484
24 1,8x10? 99,94 4,6x10° 99,91 1,4x10? 99,95 99,93 0,017 0,017




