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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 bacterianas. Todavia, uma
das consequiéncias mais importantes do uso indiscriminado de antibidticos tem sido
a crescente emergéncia e selecdo de microrganismos resistentes. Neste sentido, o
conhecimento e o controle da resisténcia bacteriana tornam-se essenciais para a
administracdo mais racional e coordenada de antibioticos (SILVA, 2002). Um dado
antibiético tem que satisfazer muitos critérios de selecdo para sua 6tima atividade,
incluindo entrada, retencao, distribuicdo subcelular, expressdo da atividade nos
compartimentos infectados, susceptibilidade da bactéria nos sitios de infec¢cdo com
atencdo para a sua fase de crescimento. Pobre penetracdo dentro das células e
diminuicdo da atividade intracelular s&o as maiores razdes para a limitada atividade
da maioria dos antibidticos (penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos) em
infecgbes intracelulares (SILVERSTEIN, KABBASH,1994). Uma alternativa
apropriada para a classica distribuicdo de terapia antimicrobiana consiste na
associacdo do farmaco em um carregador submicroscopico e assim deste modo
escondendo e protegendo a molécula da degradacéo e entregando-a para seu alvo
celular inacessivel, de uma maneira controlada. Lipossomas e nanoparticulas séo os
principais carregadores desenvolvidos para estas estratégias de liberacdo do
farmaco em seu alvo. A encapsulacdo de fa&rmacos 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 doenca. Poténcia aumentada de
antibioticos pode ocorrer como consequéncia do natural clearance de lipossomas a
partir das células fagociticas, as quais, sdo freqientemente o sitio onde o0s
patogenos intracelulares se localizam (MAURER, WONG, HOPE, CULLIS,1998). As
véarias preparacoes terapéuticas dos lipossomas tém mostrado resultados positivos,
destacando-se a terapia antimicrobiana de infeccdo por virus, bactérias e
protozoarios; terapia genética; terapia de reposicdo de enzimas em disfuncdes
metabdlicas hereditarias, terapias de reposicdo hormonal, desintoxicacdo de tecidos
com depdsitos metalicos, tratamentos oftdlmicos e dermatologicos, substituto de
sangue em emergéncias, vacinas, etc (GREGORIADIS, 1995; SAPRA, ALLEN,
2003). O objetivo deste trabalho € produzir uma forma farmacéutica estavel de
farmacos antimicrobianos em lipossomas, estabelecendo uma metodologia para a
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC), sensivel e validada as
formas farmacéuticas a serem analisadas e submeter as formas farmacéuticas aos
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métodos acima, frente aos microrganismos previamente definidos como sensiveis
aos farmacos em analise.

2. METODOLOGIA

2.1 - Preparacéo dos Lipossomas: Os lipossomas serao preparados a partir de uma
mistura do fosfolipideo fosfatidilcolina (PC), colesterol e alfa-tocoferol em proporcdes
de 4:1:0,05 (outras propor¢cOes serdo avaliadas para otimizar a encapsulagdo dos
farmacos antimicrobianos). As etapas de preparacdo consistirdo em: formacéao,
hidratacéo e dispersao do filme lipidico (VEMURI, RHODES, 1995; LIMA, 1995).

2.2- Separacdo do Farmaco Livre: A separacdo do farmaco ndo encapsulado nos
lipossomas sera efetuada por cromatografia de exclusao ou filtracdo em gel. Sera
utilizada uma coluna de vidro de 25 cm x 1 cm de diametro interno, empacotada com
5g de Sephadex G50.

2.3 - Determinacdo Quantitativa do Farmaco Encapsulado nos Lipossomas: Esta
etapa consistira na ruptura dos lipossomas para que o farmaco encapsulado seja
liberado na solucdo. Esta ruptura sera feita com etanol ou tensoativo, sendo
adicionado 5 mL do agente adequado para cada 1 mL da preparagdao dos
lipossomas, com posterior homogeneizacdo. A solucdo obtida sera levada ao
espectrofotometro CARY 50 UV e a absorbancia lida em seu comprimento de onda
maximo, de acordo com as especificagcbes das monografias oficiais dos farmacos
utilizados.

2.4 - Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (MIC): As amostras a serem
testadas serdo o Farmaco encapsulado em lipossomas, Farmaco livre, e Lipossoma
sem o farmaco, e serdo realizadas de acordo com as normas descritas na NCCLS
MOQ7-A5 (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that
Grow Aerobically; Approved Standard — Fifth Edition).

3. RESULTADOS PARCIAIS

3.1 — Preparacdo dos lipossomas: os lipossomas foram preparados com uma
mistura de Fosfatidilcolina, Colesterol e Alfa-tocoferol, nas propor¢cées de 4:1:0,05 e
4:2:0,05 pelo método de hidratacdo do filme lipidico, onde a hidratacdo foi realizada
com solucdo salina acrescida de ceftazidima, na concentracdo de 2,4 mg/mL,
verificando a otimizacdo de encapsulacdo do farmaco. Os resultados sdo mostrados
na Tabela 1. Esses resultados indicam que o aumento de colesterol ndo produziu
significativo aumento da percentagem de encapsulacdo do farmaco. Estudos
adicionais estdo sendo realizados para verificar se o0 aumento da quantidade de
colesterol produz uma maior estabilidade quanto ao extravasamento do farmaco
através da membrana fosfolipidica.
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Tabelal: Caracterizacdo da encapsulacéo de ceftazidima em lipossomas.

Composicéo do Lipossoma Relacéo
(Fosfatidilcolina/Colesterol/ | Encapsulacd | Farmaco Tamanho da Vesicula (nm)
Alfa-tocoferol/ceftazidima 0 (%) (mg)/Fosfolip
2,4mg/mL) idio (mg)
4:1:0,05 8,28% 1,59/240 105nm
4:2:0,05 7,86% 1,51/240 124nm

4. PERSPECTIVAS

Os problemas mais comuns que limitam o uso de antibiéticos sdo muitas vezes 0s
efeitos colaterais e 0 aumento da resisténcia bacteriana. Tem sido demonstrado que
a encapsulacédo de farmacos dentro de lipossomas, devido as suas propriedades de
direcionamento intracelular dos farmacos, aumenta a eficacia do farmaco ao mesmo
tempo em que reduz sua toxicidade. O projeto proposto vem ao encontro da
necessidade do desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para agentes
antimicrobianos de ac¢do comprovada, com a intencdo de melhorar a terapéutica
através de uma possivel diminuicdo da dose e de uma melhor acdo antimicrobiana
contra 0s agentes patogénicos, melhorando assim as opclOes de terapéutica
disponiveis e com impacto positivo sobre a saude publica.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

GREGORIADIS, G. Engineering liposomes for drug delivery: progress and problems.
Tibtech December, v.13, p.527-537, 1995.

LIMA, E. M. Estudos da encapsulacdo do diclofenaco sodico em lipossomas
unilamelares e avaliacdo da toxicidade tissular apds a administracdo intramuscular.
Séao Paulo, 1998. 233 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 1998.

MAURER, N., WONG,K. F., HOPE, M. J., CULLIS, P. R. Anomalous solubility
behavior of the antibiotic ciprofloxacin encapsulated in liposomes : a *H-NMR study.
Bioch. Et Bioph. Acta, v. 1374, p.9-20, 1998.

SAPRA, P.; ALLEN, T.M. Ligand-targettes liposomal anticancer drugs. Progress in
Lipid Research. v.42, p.439-462,2003.

SILVA, P. , Farmacologia. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2002, 1374p.
SILVERSTEIN, S.C., KABBASH, C. Penetration, retention, intracellular localization,
and antimicrobial activity of antibiotics within phagocytes. Curr. Opin. Hematol. v.1,
p.85-91, 1994.

VEMURI, S.; RHODES, C.T. Preparation and characterization of liposomes as
therapeutic delivery systems: a review. Pharm. Acta Helv, v.70, p.95-111,1995.

FONTE DE FINANCIAMENTO — CNPq — FINEP

*Aluna de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude — Convénio UNB/UFG/UFMS, iedamst@terra.com.br
2 Orientadora/Lab. Tecnologia Farmacéutica/Faculdade de Farméacia/lUFG, emlima@farmacia.ufg.br

220




