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RESUMO 

 

O surgimento e disseminação de bactérias multirresistentes consistem em relevantes 

problemas de saúde pública. Infecções ocasionadas por Staphylococcus aureus resistentes à 

meticilina (MRSA) multirresistente podem apresentar elevada morbimortalidade. 

Considerando que a vancomicina consiste no fármaco referência da terapêutica de infecções 

por MRSA multirresistentes, ela deve ser alvo de estudos que visem a melhoria da sua 

eficácia. Nesse âmbito, moléculas de origem naturais como o ácido úsnico (AU) e a β-

lapachona (β-lap) possuem ação antimicrobiana frente a S. aureus. Por outro lado, a 

encapsulação de fármacos em sistemas nanoestruturados apresenta diversas vantagens 

decorrentes da liberação controlada do fármaco, dentre as quais aumento da eficácia e 

diminuição de toxicidade. O objetivo deste estudo consistiu em formular e caracterizar 

lipossomas contendo vancomicina (VAN-lipo), avaliar a atividade antimicrobiana frente a 

isolados clínicos de MRSA e verificar o sinergismo com AU e β-lap. Os lipossomas contendo 

vancomicina foram obtidos pelo método modificado de desidratação-reidratação. Os ensaios 

de susceptibilidade microbiana foram realizados por microdiluição em caldo de acordo com o 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para avaliar o sinergismo entre as 

moléculas livres e os lipossomas foram utilizados o método checkerboard e o teste 

epsilométrico modificado (E-test). Os VAN-lipo apresentaram tamanho de partícula de 136 ± 

0,246 nm e eficiência de encapsulação de 36,15 %. Os resultados obtidos sugerem que a 

interação in vitro entre VAN e AU é do tipo aditiva (FICI = 0,515), porém, a encapsulação do 

AU em lipossomas (AU-lipo) acarretou em sinergismo com a VAN (FICI = 0,276). A 

interação entre VAN e  β-lap foi sinérgica (FICI = 0,453) e a encapsulação da β-lap em 

lipossomas melhorou o nível da interação com VAN (FICI = 0,358). β-lap e AU também 

apresentaram interação do tipo sinérgica. Os ensaios de sinergismo empregando o método E-

test reproduziram os resultados obtidos com o método checkerboard em cerca de 82% dos 

ensaios. O presente estudo demonstrou que a VAN combinada com AU-lipo ou com β-lap ou 

β-lap-lipo inibe sinergicamente isolados MRSA multirresistentes. Diante disto, conclui-se que 

a β-lap e o AU, assim como os lipossomas contendo estas moléculas, podem ser importantes 

promotores da melhoria da atividade antibacteriana da vancomicina, com potencial aplicação 

na terapêutica de infecções por MRSA multirresistentes.  

 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistente à meticilina. Lipossomas. Vancomicina. 

Sinergismo. Ação antimicrobiana.  



ABSTRACT 

 

The emergence and spread of multidrug-resistant bacteria is a important public health 

problem. In this framework, infections caused by multiresistant methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) may have a high morbidity and mortality. Taking into 

account that vancomycin is the reference drug to MRSA treatment; it should be the target of 

studies aimed at improving its effectiveness. Based on these findings, natural origin molecules 

such as usnic acid (UA) and β-lapachone (β-lap) have antimicrobial activity against S. aureus. 

Moreover, the encapsulation of drugs in nanostructured systems presents several advantages 

such as controlled drug release, increased efficacy and decreased toxicity. The aim of this 

study was thus to formulate and to characterize liposomes containing vancomycin (VAN-

lipo), evaluate the antimicrobial activity against MRSA clinical isolates and, finally and check 

the synergism with AU and β-lap. Liposomes containing vancomycin were obtained using a 

modified dehydration-rehydration method. Microbial susceptibility assays were performed by 

broth microdilution technique according to the Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI). The synergism between vancomycin and molecules pure and encapsulated into 

liposomes was evaluated using the checkerboard method and modified epsilométrico test (E- 

test). VAN-lipo had a mean diameter particle size of 136.4±0.246 nm and a drug 

encapsulation efficiency of 36.15 ± 0.26 %. Results suggest an additive type of interaction 

between VAN and AU  (FICI = 0.515). However, the encapsulation of AU into liposomes 

(AU-lipo) resulted in synergism with VAN (FICI = 0.276). The interaction between VAN and 

β-lap was synergistic (FICI = 0.453) and β-lap-lipo incresed the interaction level with VAN 

(FICI = 0.358). A synergistic interaction type between β-lap and AU was also found. E-test 

reproduced the results obtained with checkerboard method in approximately 82% of the trials. 

The present study demonstrated that VAN combined with AU-lipo or β-lap and β-lap-lipo 

synergistically inhibited multiresistant MRSA clinical isolates. In view of this, it is concluded 

that β-lap and the AU, as well as liposomes containing these molecules, may be important in 

promoting improved antibacterial activity of vancomycin, with potential application in 

multiresistant MRSA infections treatment. 

 

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Liposome. Vancomycin. Synergism. 

Antimicrobial action. 
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1. INTRODUÇÃO 

Desde sua introdução na prática clínica, os antibióticos tem salvado uma quantidade 

enorme de vidas. Apesar disto, as doenças infecciosas continuam sendo um dos maiores 

desafios da área da saúde em todo o mundo, em virtude do desenvolvimento de resistência por 

parte dos microrganismos aos agentes antimicrobianos atualmente disponíveis, o qual tem 

limitado as possibilidades terapêuticas das infecções (LAUTERWEIN et al. 1995; DRULIS-

KAWA; DOROTKIEWICZ-JACH, 2010; HUH; KWON, 2011). Apesar dos esforços 

contrários por parte da comunidade científica, a multiplicação e disseminação de bactérias 

multirresistentes estão aumentando (ZIZOVIC et al., 2012).  

Diante disto, diversos pesquisadores tem empreendido esforços para desenvolver ou 

descobrir novas substâncias com atividade antimocrobiana, especialmente a partir de produtos 

de origem natural empregados na medicina tradicional, como o acido úsnico (AU) e a β-

lapachona (β-lap) (LAUTERWEIN et al., 1995; INGÓLFSDÓTTIR et al., 2002; MACEDO 

et al., 2013). Outros estudos, no entanto, focam outra vertente: melhorar antibióticos 

atualmente disponíveis na clínica, alterando, por exemplo, sua apresentação. Os 

nanocarreadores, devido às suas características físico-químicas peculiares, tem se destacado 

como potenciais ferramentas para melhoria de algumas propriedades de fármacos já 

conhecidos. Em diversos casos se tem observado que o uso de carreadores em escala 

nanométrica tem tanto possibilitado o aumento da atividade de antibióticos, quanto melhorado 

as propriedades farmacocinéticas destes fármacos, além de minimizar seus efeitos adversos. 

Apesar disto, estudos no campo da nanotecnologia aplicada a antimicrobianos são ainda 

relativamente recentes e restritos, devendo ser mais explorados (DRULIS-KAWA; 

DOROTKIEWICZ-JACH, 2010; HUH; KWON, 2011; CHAKRABORTY et al., 2012).  

Staphylococcus aureus é um dos principais patógenos humanos e atualmente grande 

parte dos isolados de S. aureus são resistentes a diversas classes de antibióticos 

(YAMACHIKA et al., 2012). Deste modo, em decorrência da sua relevância clínica como 

principal antibiótico utilizado no tratamento de infecções por Staphylococcus aureus 

Resistentes à Meticilina (MRSA) multirresistentes, a vancomicina (VAN) tem sido alvo de 

diversos estudos que visam a melhoria da sua atividade antimicrobiana – inclusive utilizando 

nanocarreadores (PUMERANTZ et al., 2011; SANDE et al., 2012).  

Dentre os problemas relacionados à VAN estão reações adversas associadas ao seu 

uso, bem como o surgimento de cepas com resistência intermediária ou total a este antibiótico 

(CEVHER et al., 2006; HOWDEN et al., 2010; HOWDEN; PELEG; STINEAR, 2014). 

Adicionalmente, de acordo com Giandalia et al. (2001), em virtude deste glicopeptídeo na sua 
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forma de cloridrato apresentar boa solubilidade em água, a administração única de soluções 

aquosas deste antibiótico resultaria em flutuações da sua concentração; consequentemente, é 

necessário administrar o fármaco de modo mais frequente.  

Deste modo, visando aumentar a segurança e eficácia do uso da VAN, torna-se 

necessário o desenvolvimento de uma formulação que atenue ou anule seus efeitos adversos e, 

ao mesmo tempo, aprimore suas propriedades farmacocinéticas e sua atividade antimicrobiana 

contra MRSA multirresistente, limitando, consequentemente, um possível surgimento de 

novos isolados resistentes à VAN. 

Além disso, a associação de substâncias com propriedades antimicrobianas consiste 

em outra importante ferramenta para a prevenção/tratamento de infecções por bactérias 

resistentes, uma vez que a terapia combinada pode ajudar a prevenir a seleção de isolados 

resistentes, além de elevar o espectro de ação dos antimicrobianos e promover sinergismo 

entre estes (JACKSON et al., 2009; SILVA et al., 2009). Assim, existem relatos na literatura 

de estudos relacionados à verificação do tipo de interação in vitro existente entre AU ou β-lap 

e antibióticos disponíveis comercialmente frente a MRSA. Em alguns estudos foi observado 

sinergismo entre as referidas substâncias ativas (SILVA et al., 2009; SEGATORE et al., 

2012;  MACEDO et al., 2013). No entanto, ainda não há relatos na literatura da avaliação da 

interação in vitro da VAN com AU ou β-lap. 

Diante do exposto, o objetivo principal deste estudo consistiu em avaliar a atividade 

antimicrobiana da vancomicina, bem como do ácido úsnico, livres e encapsulados em 

lipossomas, frente a isolados clínicos de MRSA.  Posteriormente, verificou-se o tipo de 

interação in vitro existente entre vancomicina e ácido úsnico ou β-lapachona, livres e 

encapsulados. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Staphylococcus aureus  

 

Nas últimas décadas, a incidência de infecção por Staphylococcus aureus têm 

aumentado e a resistência à meticilina entre os isolados de S. aureus tem se apresentado como 

um problema crescente, onde tanto MRSA multirresistentes associados a hospitais (HA) 

quanto à comunidade (CA) tem se tornado prevalentes (KANAFANI; FOWLER, 2008; 

HUANG et al., 2013).  

Quanto às infecções nosocomiais, S. aureus é a principal causa de infecção de feridas 

pós-operatória, e a segunda causa mais frequente de pneumonia e bacteremia nosocomiais 

(KANAFANI; FOWLER, 2008; HUANG et al., 2013). Estes índices de prevalência estão 

relacionados com a eficiente transmissibilidade por contato apresentada por espécie baceriana 

(LUTZ, 2003). Infecções hospitalares por MRSA parecem implicar em maior mortalidade, 

hospitalizações mais longas e custos mais elevados quando comparadas às infecções causadas 

por S. aureus sensível à meticilina (MSSA), tornando os MRSA-HA um dos mais 

preocupantes problemas no âmbito das infecções hospitalares (COSGROVE et al., 2005; 

LODISE; McKINNON, 2005; KANG et al., 2010).  

Desde 1961, quando surgiu, até o final do século XX, MRSA foi predominantemente 

um patógeno nosocomial. No entanto, este cenário se alterou e atualmente infecções por S. 

aureus, incluindo MRSA, são comumente adquiridas fora de hospitais, particularmente entre 

indivíduos colonizados e incluindo pessoas que não são de risco (KANAFANI; FOWLER, 

2008; IVANOVIC et al., 2013). MRSA-CA está tanto relacionado a doenças de pele 

relativamente simples quanto à infecções invasivas graves, como septicemia, endocardite, 

síndrome de choque tóxico e pneumonia necrosante (CHAMBERS, 2005; HUANG et al., 

2013).  

 

2.1.2 CARACTERÍSTICAS  

O termo “Staphylococcus” foi inicialmente empregado em 1881 para denominar 

células bacterianas cocóides em arranjos semelhantes a cachos de uva observados em um 

abscesso. Anos depois, Rosenbach descreveu adequadamente o gênero Staphylococcus. Até 

1999 este gênero pertencia à Família Micrococcaceae, contudo posteriormente ele foi 

relocado para a Família Bacillacea (LUTZ, 2003). Este gênero é composto por trinta e cinco 

espécies, muitas das quais fazem parte da microbiota de mamíferos, e, destas, dezessete 
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podem ser isoladas de materiais clínicos humanos, sendo Staphylococcus aureus a espécie 

mais importante como patógeno humano (LUTZ, 2003; AFONSO et al., 2008).  

Quanto à etiologia da palavra S. aureus, este termo foi utilizado em virtude da 

coloração amarelada decorrente da produção de um pigmento amarelo ouro (aureus, em 

latim) que suas colônicas podem apresentar - em virtude da presença de carotenóides na 

membrana citoplasmática (KANAFANI; FOWLER, 2008). Esta espécie consiste em cocos 

Gram-positivos que podem ocorrer isoladamente, em pares, cadeias curtas ou em arranjo 

similar a cachos de uva, e não são móveis, tampouco formam esporos. Apesar de ser uma 

bactéria anaeróbia facultativa, S. aureus cresce melhor em ambiente aeróbico (AFONSO et 

al., 2008; KANAFANI; FOWLER, 2008).  

A parede celular dos estafilococos tem como componente básico o peptideoglicano, 

cuja estrutura básica é constituída por polissacarídeos. Cadeias laterais compostas de 

pentapeptídeos do ácido murâmico formam pontes de pentaglicina, que ligam a L-lisina de 

uma cadeia com a D-alanina da outra cadeia pentapeptídica. Esta ligação entre os 

pentapeptideos é específica do S. aureus. Ligados à matriz de peptideoglicano estão o ácido 

teicóico e o ácido lipoteicóico, os quais auxiliam na estabilidade da parede celular e 

participam da aderência e da interação com mucosas e outras superfícies (LUTZ, 2003). 

 

2.1.3 PATOGENIA  

Os resultados das infecções associadas a S. aureus podem ser dependentes de fatores 

associados ao paciente (condições subjacentes, gravidade destas etc), ao tratamento 

(antibióticos empregados, retardo no início da terapia apropriada e remoção de focos de 

infecção, dentre outros) e ao microrganismo (como virulência e resistência a antibióticos) 

(KANG et al., 2010).  

S. aureus é um patógeno oportunista, podendo colonizar intermitentemente (30 a 70%) 

ou permanentemente (10 a 40%) as pessoas sadias, habitando praticamene qualquer região do 

corpo humano, principalmente a nasofaringe e a pele, sem causar doenças.  Porém, em 

pacientes suscetíveis, frequentemente essa colonização precede infecções. Estas infecções 

podem se desenvolver localmente ou, havendo ruptura das barreiras cutâneo-mucosas, S. 

aureus pode se evadir dos mecanismos de proteção naturais do homem e ter acesso a tecidos 

profundos. Nas situações mais graves, o microrganismo pode atingir a corrente sanguínea e se 

disseminar. Pode-se dizer que praticamente qualquer órgão é susceptível à infecção por S. 

aureus, sendo comuns infecções de pele, tecidos moles, osteomielite, artrite séptica, abscesso 

epidural, abscesso cerebral, endocardites, pneumonia e bacteremia (HIRAMATSU et al., 
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2004; KANAFANI; FOWLER, 2006; KANG et al., 2010). Em outros casos, o microrganismo 

pode permanecer relativamente localizado, mas a produção de toxinas pode ocasionar efeitos 

sistêmicos, como a síndrome do choque tóxico e a gastroenterite alimentar (LUTZ, 2003; 

KANAFANI; FOWLER, 2008; HUANG et al., 2013). 

A virulência do S. aureus está associada a fatores celulares e extracelulares, os quais 

consistem na base da sua patogenicidade. Dentre estes fatores se destacam: cápsula 

(exopolissacarídeo), peptideoglicano, ácido teicóico, proteína A, enzimas catalase, coagulase 

livre, coagulase ligada, fibrinolisina, toxinas estafilocócicas e as exoproteínas. Estes fatores 

podem ou não estar envolvidos na evasão da resposta imune do homem (LUTZ, 2003; LUTZ, 

BARTH, 2003; ZECCONI et al., 2006).  

 

2.1.4 TERAPÊUTICA  

Apesar de ainda estarem disponíveis outros fármacos anti-MRSA, como oxazolidina 

(linezolida), glicilciclina (tigeciclina) e quinupristina–dalfopristina, a diminuição da 

sensibilidade de cepas de S. aureus ao fármaco padrão vancomicina está sendo cada vez mais 

reconhecida e dificulta ainda mais o tratamento de infecções por MRSA (KANAFANI; 

FOWLER, 2006). Deste modo, estudos que visem o aprimoramento da vancomicina são 

necessários, de modo a mantê-la como importante medicamento para o tratamento de 

infecções por MRSA multirresistentes.  

 

 

2.2 VANCOMICINA  

Os representantes clássicos dos glicopeptídos – teicoplanina e, principalmente, a 

vancomicina (VAN) - possuem importante posição na terapêutica de infecções por bactérias 

Gram-positivas. A VAN foi primeiramente isolada pelo laboratório Ely Lilly & Co em 1956, 

tendo sido obtida por fermentação de Amycolatopsis orientalis (anteriormente denominado de 

Streptomyces orientalis), microrganismo encontrado no solo de países do oriente, como Índia 

e Indonésia (NICOLOSI et al., 2006; RODRIGUES-JÚNIOR, 2008; HOWDEN et al., 2010). 

A etiologia da palavra vancomicina está relacionada ao seu elevado efeito bactericida (do 

inglês, vanish). A relevante atividade antimicrobiana da VAN também resultou na sua rápida 

introdução no mercado da indústria farmacêutica, tendo sido aprovada para uso clínico cerca 

de dois anos após sua descoberta (NICOLOSI et al., 2006; RODRIGUES- JÚNIOR, 2008).  
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2.2.1 QUÍMICA  

A estrutura química deste antibiótico pode ser visualizada na Figura 1. Sua fórmula 

estrutural permaneceu indeterminada por mais de duas décadas, mas no final dos anos 70 e 

início da década seguinte cientistas tiveram êxito na conclusão da elucidação da sua estrutura 

(WILLIAMS; KALMAN, 1976; SHELDRICK et al., 1978; PFEIFFER, 1981; HARRIS; 

KOPECKA; HARRIS et al., 1983). A VAN apresenta elevada hidrofilicidade, possui elevado 

peso molecular (1449,2 Da) e, sendo um glicopeptídeo, é constituída por aminoácidos e 

açúcares (ANDERSON et al., 2001). A VAN (C66H75Cl2N9O24) possui uma complexa 

estrutura tricíclica, onde dois anéis possuem 16 átomos e o terceiro, apenas 12, os quais são 

conectados entre si por sete ligações peptídicas. Deste modo, este fármaco possui um 

esqueleto heptapeptídeo, com conformação relativamente rígida, contendo um resíduo de 

asparagina (ANTIPAS, VELDE; STELLA, 1994; RODRIGUES- JÚNIOR, 2008; 

BOTELHO, 2010).  

 

Figura 1. Estrutura química da vancomicina 

 
Fonte: AFONSO (2008). 

 

A VAN possui vários grupos carregados (catiônicos e aniônicos) e seu ponto 

isoelétrico (pI) é 7,0. Quanto à estabilidade, pH ≥ 5 acelera a decomposição da VAN,  estando 

entre 3,0 e 5,0 o seu pH de estabilidade máxima (ANDERSON et al., 2001; ENRIQUE et al., 

2008).  
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2.2.2 USO CLÍNICO 

No decorrer dos anos, este glicopeptídeo tem passado por várias fases quanto à 

intensidade do seu uso. Logo após seu lançamento no mercado, a VAN foi amplamente 

utilizada por consistir em uma alternativa terapêutica para o tratamento de infecções por 

estafilococos resistentes à penicilina G (RODRIGUES- JÚNIOR, 2008). Porém, em virtude 

dos relevantes efeitos adversos que causava, em associação ao surgimento de outros recursos 

terapêuticos mais seguros para o tratamento de infecções estafilocóccicas (como meticilina, 

oxacilina e isoxazotilpenicilinas), houve uma significativa diminuição no seu uso. 

Posteriormente, o surgimento de cepas MRSA ocasionou uma nova amplicação do uso da 

VAN. Corroboraram para isto outros fatores, como sua indicação como alternativa terapêutica 

para pacientes alérgicos aos antibióticos β-lactâmicos, sua baixa absorção quando 

administrada por via oral - sendo, assim, apropriada para o tratamento de infecções do trato 

gastrointestinal decorrentes de Clostridium difficile - e a produção de VAN com maior grau 

de pureza, a qual diminuiu a ocorrência de alguns dos seus efeitos indesejáveis (DIANA et al., 

2003; ALVES et al., 2007; RODRIGUES- JÚNIOR, 2008) 

A VAN possui largo espectro de ação, sendo ativa frente a cocos e bacilos Gram-

positivas, incluindo algumas bactérias anaeróbias.  Quanto ao seu uso clínico, é amplamente 

utilizada na terapêutica de infecções graves decorrentes de bactérias Gram-positivas 

multirresistentes, particularmente no tratamento e profilaxia de infecções estafilocócicas, 

incluindo as causadas por MRSA, nas quais é considerada fármaco de escolha (CHANG et al., 

2011; PIGRAU; ALMIRANTE, 2009; PUMERANTZ et al., 2011; SANDE et al., 2012).  

Apesar disto, é importante destacar que, embora a maior parte dos valores de CMI de 

vancomicina entre os isolados de MRSA permaneça dentro do ponto crítico de 

susceptibilidade (≤ 2 mg / L) de acordo com os critérios CLSI em 2011, se tem notado uma 

elevação destes valores. Isto, por sua vez, está relacionado à ocorrência de falhas no 

tratamento MRSA com doses inicialmente terapêuticas de VAN (CHANG et al., 2011; 

MUPPIDI et al., 2011; PUMERANTZ et al., 2011; SANDE et al., 2012). Dentre as possíveis 

explicações para este fenômeno de falha clínica, além da mencionada redução de 

sensibilidade a mesma, é possível citar a atividade bactericida lenta e tempo-dependente deste 

glicopeptídeo (MUPPIDI et al., 2011). 

Quanto à dose da VAN, apesar de não haver consenso quanto a sua janela terapêutica, 

recomenda-se uma concentração sérica alvo mínima correspondente a 5 a 15 µg/mL, e para 

infecções graves esse valor sobe para 10 a 20 µg/mL. Por outro lado, outras diretrizes já 

recomendam atingir uma faixa de 15-20 µg/mL, o que proporcionaria uma relação AUC:MIC 



20 

 

bactericida para cepas de MRSA com CMI de VAN correspondente a <1 µg/mL 

(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006; CEVHER et al., 2006; PUMERANTZ et al., 2011).  

Considerando seus aspectos farmacocinéticos, este glicopeptídeo é administrado por 

infusão intravenosa, visto que é pouco absorvido pela via oral (possui biodisponibilidade 

inferior a 2%), e possui uma meia-vida plasmática de cerca de 6 h (ANDERSON et al., 2001; 

CEVHER et al., 2006; GIANDALIA et al., 2010).  

 

2.2.3 MECANISMO DE AÇÃO 

Os antibióticos glicopeptídeos expressam seu efeito ao interagirem por meio de 

ligações de hidrogênio com a porção protéica terminal (L-lisina-D-alanil-D-alanina) dos 

monômeros de mureína durante o processo de biosíntese da parece celular bacteriana, por 

meio do qual inibem a segunda fase desta síntese (Figura 2). A primeira classe de alvos da 

VAN nas células de S. aureus são os resíduos D-alanil-D-alanina nas camadas de 

peptidoglicano completadas ou na cadeia de peptidoglicano nascente; enquanto a segunda 

classe consiste nos monômeros mureína localizados na membrana citoplasmática que servem 

como substrato para a glicosiltransferase. A ligação da VAN aos alvos já formados (primeira 

classe de alvos) não inibe a síntese de peptidoglicano nascente, apenas pode interferir na 

formação das ligações cruzadas entre as cadeias de mureína. Por outro lado, se os 

glicopeptídeos se ligam aos monômeros de mureína situadas na membrana citoplasmática, a 

síntese do peptidoglicano é completamente inibida e, consequentemente, as células cessam 

sua multiplicação.  

No entanto, para as moléculas de vancomicina se ligarem a estes alvos, elas precisam 

passar através de aproximadamente de 20 camadas de peptidoglicano, sem serem retidas nos 

alvos externos. Uma vez que existem muitos alvos D-alanil-D-alanina nas camadas de 

peptidoglicano, muitas moléculas de glicopeptídeo são aprisionadas nestas camadas externas. 

Este processo compromete a eficácia terapêutica dos glicopeptídeos. Em virtude disto, um 

elevado número de células de S. aureus presentes no tecido infectado do paciente pode 

diminuir a ação da VAN e, portanto, medidas para diminuir o número de células bacterianas 

no corpo dos pacientes pela eliminação cirúrgica de um abscesso ou pela drenagem de pus é 

frequentemente necessário para tornar a terapia com glicopeptídeos mais eficaz. Além disso, 

este glicopeptídeo também atua inibindo de modo seletivo a síntese do ácido ribonucleico da 

célula bacteriana (HIRAMATSU, 2001; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006; 

RODRIGUES-JÚNIOR, 2008; SANDE et al., 2012).  
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É importante salientar que, de acordo com Howden et al., (2010), o principal local da 

síntese da parede celular em S.  aureus consiste no septo de divisão celular da célula 

bacteriana e não na membrana plasmática como um todo. Isto significa que a VAN tem que se 

difundir para a ponta do septo de divisão para se ligar aos precursores de peptidoglicano neste 

local, e a distância desta difusão varia de acordo com o ciclo celular, onde septos maiores 

existem no período mais tardio do ciclo. 

 

Figura 2. Mecanismo de ação da vancomicina 

 
A vancomicina se liga aos resíduos D-alanil-D-alanina dos monômeros de mureína, bloqueando-os e tornando-os 

indisponíveis para as glicosiltransferases. Fonte: Hiramatsu (2001). 

  

2.2.4 TOXICIDADE  

Dentre as reações adversas induzidas pela terapia com a VAN livre, é possível citar 

nefrotoxicidade e ototoxicidade, os quais limitam a dose e a duração da administração do 

fármaco e se apresentam especialmente em pacientes expostos a altas doses deste antibiótico 

(CEVHER et al., 2006).  

Sua administração sistêmica pode estar associada com diversos efeitos adversos, 

dentre os quais se destacam as reações de hipersensibilidade, como a síndrome do homem 

vermelho (GIANDALIA et al., 2001; MCAULEY, 2012).  

 

2.3 RESISTÊNCIA DE S. aureus A ANTIMICROBIANOS 

 

A propensão de S. aureus a desenvolver resistência a um grande número dos agentes 

antimicrobianos disponíveis tem tido um enorme impacto na clínica de infecções causadas por 

este patógeno (KANAFANI; FOWLER, 2006). Resistência às penicilinas e às penicilinas 



22 

 

estáveis à β-lactamases (meticilina e oxacilina) foram sucessivamente descritas. Cepas MRSA 

surgiram na década de 1960 e se caracterizam por expressarem o gene mecA ou outro 

mecanismo de resistência à meticilina, como mudanças na afinidade das Proteínas Ligadoras 

de Penicilina (penicillin-binding protein, PBP) pela meticilina (CLSI, 2012). Mesmo 

infecções aparentemente simples causadas por este microrganismo podem ser fatais, por isso 

MRSA estão entre os patógenos humanos mais importantes (ZIZOVIC et al., 2012; 

IVANOVIC et al., 2013).  

Quanto ao mecanismo de resistência, para que as células bacterianas sobrevivam e se 

multipliquem, é necessário haver uma contínua síntese de mureína ou peptideoglicano.  Para 

isto, primeiramente os monômeros de mureína, os quais são compostos por dois 

aminoaçúcares (N-acetyl muramic acid [MurNAc] e N-acetyl glucosamine [GlcNAc]) e 10 

aminoácidos, são formados a partir de precursores. Estes precursores, por sua vez, são 

compostos por MurNAc e um esqueleto de peptídeos (L-alanina, D-ácido glutamínico, L-

lisina e duas D-alaninas), e sintetizados no citoplasma bacteriano. Durante o transporte dos 

precursores de mureína para a superfície exterior da membrana citoplasmática, por meio 

carreadores lipídicos, há a adição de GlcNAc e cinco glicinas ao resíduo MurNAc, formando, 

assim, um monômero de mureína maduro (Figura 4.A). Em seguida, duas enzimas localizadas 

na membrana citoplasmática, a glicosiltransferase e a transpeptidase, adicionam o monômero 

de mureína recém-formado numa estrutura gigantesca de peptidoglicano. A glicosiltransferase 

polimerisa os monômeros de mureína entre as suas porções de aminoaçúcar para produzir 

cadeias nascentes de peptidoglicano. Subsequentemente a transpeptidase, também conhecida 

como PBP, liga as cadeias de peptideoglicano nascentes recém-formadas às camadas de 

peptidoglicano pré-existentes nas células S. aureus. Nesta etapa, PBP reconhece os resíduos 

D-alanil-D-alanina dos monômeros de mureína e quebra a ligação entre as duas D-alaninas, 

de modo a ligar a penúltima D-alanina à ponta de uma cadeia de pentaglicina saliente das 

camadas de peptidoglicano pré-existentes. Quando a ponte interpeptídica é formada, o D-

alanina terminal do monômero mureina é desligada do peptideoglicano completado (Figura 

4.B). A PBP é o alvo dos antibióticos β-lactâmicos, os quais são análogos estruturais da D-

alanil-D-alanina, deste modo, estes fármacos são capazes de se ligarem covalentemente à PBP 

de S aureus, inativando esta proteína e, consequentemente, bloqueando a biossíntese de 

peptidoglicano. Isto, por sua vez, ocasiona a lise da célula bacteriana. Cepas de S. aureus 

resistentes à meticilina produzem um único tipo de PBP (PBP2’ ou PBP2A), a qual tem baixa 

afinidade de ligação com os antibióticos β-lactâmicos; consequentemente, estes antibióticos 

não conseguem interferir na síntese da parede celular. A PBP2’ é o produto de um gene 
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exógeno denominado mecA, o qual é carreado por um elemento genético móvel, SCCmec, 

adquirido por S. aureus  a partir de espécies bacterianas por meio transferência lateral de 

genes (Figura 4.C) (HIRAMATSU, 2001; DEURENBERG et al., 2007).  

 

Figura 3. Síntese da parede celular por Staphylococcus aureus e mecanismo de resistência à meticilina. 

 
A: Síntese de monômeros de mureína no citoplasma bacteriano e sua transferência para o exterior da membrana 

citoplasmática. B: Formação de uma nova cadeia de peptidoglicano pela glicosiltransferase e formação de 

ligações cruzadas entre as novas cadeias de peptideoglicano e as pré-existente, por meio da proteína de ligação à 

penicilina (PBP). C: mecanismo de resistência do S. aureus às penicilinas estáveis às β-lactamases (meticilina). 

Fonte: Hiramatsu (2001). 

 

Após o surgimente de MRSA, a VAN passou a ser considerada o antibiótico de 

escolha para o tratamento de infecções nosocomiais causadas por MRSA. No entanto, desde 
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1996, no Japão, vem sendo descritas diminuições da susceptibilidade de isolados de S. aureus 

à VAN (S. aureus com resistência intermediária à vancomicina, VISA), as quais tem se 

tornado um problema global (HIRAMATSU, 2001; LUTZ, 2003). S. aureus com resistência 

heterogênea à vancomicina (h-VRSA) foram posteriormente descritos. Estes isolados 

aparentam ser suscetíveis a este glicopeptídeo, mas contêm subpopulações cuja Concentração 

Mínima Inibitória (CMI) da VAN é elevada, e foram primeiramente descritos por Hiramatsu 

et al (2001).  

A hetero-resistência de estirpes de S. aureus à vancomicina tem importantes 

implicações, tanto quanto a previsão da eficácia clínica da terapia antibiótica quanto para a 

detecção de tendências no surgimento de resistência a este antibiótico. Neste âmbito, tem sido 

observada a existência de estirpes de h-VRSA com características de estabilidade e de 

instabilidade quanto ao perfil de susceptibilidade ao referido glicopeptídeo (Figura 3), onde as 

estirpes h-VRSA estáveis possuem maior probabilidade de ocasionar o surgimento de VRSA. 

Considerando os aspectos biológicos, a hetero-resistência à VAN de cepas de S. aureus parece 

ser uma ferramenta bem sucedida desenvolvida pelo patógeno com o objetivo de sobreviver à 

pressão exercida por este antibiótico. Considerando que as células VRSA necessitam de uma 

maior quantidade de energia para produzir paredes celulares com maior espessura, quando a 

pressão à VAN é aliviada as células de VRSA podem voltar ao estado de h-VRSA visando a 

minimização do gasto enérgico (HIRAMATSU, 2001; LUTZ, 2003). 

 

Figura 4. h-VRSA e sua relação com a resistência de Staphylococcus aureus à vancomicina. 

 

h-VRSA é um estado evolutivo expresso por cepas de S. aureus para sobreviver à ação dos glicopeptídeos, 

estando situado entre as cepas sensíveis e resistentes à vancomicina. Cepas com hetero-resistência produzem 

células VRSA em alta freqüência na população celular de modo a propiciar sua sobrevivência. É possível a 
transição entre esses três estados de susceptibilidade, dependendo da manutenção ou não da exposição das cepas 

à vancomicina. Adaptado de Hiramatsu (2001). 

 

 

S. aureus totalmente resistente à vancomicina (VRSA) surgiram pela primeira vez nos 

Estados Unidos em 2002 e consistem em falha da vancomicina em erradicar infecções por S. 
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aureus quando administrada em doses tradicionalmente terapêuticas (CHANG et al., 2003; 

CHAKRABORTY et al., 2012). Segundo o CLSI (2012), o termo VRSA é reservado aos S. 

aureus cujo CMI da vancomicina é ≥ 16 mg/L.  

Quanto ao mecanismo de resistência de S. aureus à vancomicina, o espessamento da 

parede celular parece ser o fator mais plausível, e, embora os mecanismos exatos que levam a 

esse espessamento ainda não tenham sido determinados com exatidão, sabe-se que este 

processo evita a difusão da VAN até seu sítio ativo (septo divisão) na membrana 

citoplasmática (HOWDEN et al., 2010; HOWDEN; PELEG; STINEAR, 2014).  Segundo 

Hiramatsu (2001), isolados de S. aureus resistentes à VAN produzem uma maior quantidade 

tanto de monômeros de mureína quanto de peptideoglicano (provavelmente 30 a 40 camadas). 

Além disso, alterações na malha das camadas externas do peptideoglicano espesso parecem 

evitar uma maior penetração de moléculas de VAN em direção à membrana plasmática 

(Figura 5). Teoricamente, há dois modos diferentes para tornarem mais espessas as camadas 

de peptidoglicano da parede celular: 1) produção excessiva de peptidoglicano e 2) redução do 

turnover desse peptideoglicano (HIRAMATSU, 2001). 

 

Figura 5. Possível mecanismo de resistência de S. aureus à vancomicina.  

 
Espessamento da camada de peptideoglicano, o qual dificulta o acesso da vancomicina à membrana 

citoplasmática, seu local de ação. Fonte: Hiramatsu (2001). 

 

Outro mecanismo pelo qual S. aureus adquire resistência à vancomicina consiste na 

recepção, a partir de enterococos, de genes associados com expressão de resistência a este 

fármaco. Os primeiros registros de enterococos resistentes à VAN surgiram na década de 

1980. São conhecidos atualmente oito genes determinantes de resistência: vanA, vanB, vanD, 
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VanE, vanG, vanL, vanN e vanM, sendo os dois primeiros os mais amplamente encontrados 

(LÓPEZ et al., 2012) 

 

2.4 LIPOSSOMAS 

A descrição inicial dos lipossomas, sistemas vesiculares constituídos por uma ou mais 

bicamadas lipídicas ordenadas entre as quais há espaços aquosos, remonta à década de 1960. 

Estas vesículas tem se destacado como eficientes sistemas de liberação de fármacos, sendo 

capazes de veicular tanto fármacos hidrofílicos, nos compartimentos aquosos, quanto 

lipofílicos, nas membranas lipídicas (KADRY et al., 2004; EDWARDS; BAEUMNER, 2006; 

BATISTA et al. 2007). 

Quanto às características de interação com sistemas biológicos, de modo sucinto, 

quando os lipossomas são constituídos apenas por fosfolipídio, colesterol e um lipídio com 

carga, seja ela positiva ou negativa, são classificados como lipossomas convencionais e são 

removidos facilmente pelo sistema fagocitário mononuclear; logo, apresentam um baixo 

tempo de circulação plasmática. Alterações na superfície das vesículas lipossomais pela 

adição de substâncias hidrofílicas, como o polietilenoglicol (PEG), por sua vez, dão origem a 

lipossomas furtivos, capazes de se evadir da opsonização, elevando, assim, seu tempo de 

permanência na circulação sanguínea (MUPPIDI et al., 2011; MUPPIDI et al., 2012). 

Lipossomas são classificados como sítio-específicos quando apresentam anticorpos, peptídeos 

ou proteínas ligados em sua superfície que forneçam especificade às vesículas durante a sua 

distribuição no organismo. Os lipossomas são também classificados quanto à quantidade de 

camadas lipídicas ou lamelas que possuem, podendo ser unilamelares ou multilamelares. No 

que se refere ao tamanho, o qual pode variar de 20 nm a alguns micrômetros, essas vesículas 

são denominadas de SUVs (small unilamellar vesicles) quando apresentam pequenas 

dimensões, e, quando maiores, são classificadas como LUVs (large unilamellar vesicles) 

(SCHIFFELERS et al., 2001; BATISTA et al. 2007; DRULIS-KAWA; DOROTKIEWICZ-

JACH, 2010). 

A possibilidade de manipulação das características físico-químicas (tamanho, 

composição e proporção de lipídios, carga da superfície e sensibilidade ao pH ou à 

temperatura) das vesículas lipossomais permite que se altere o comportamento delas in vivo, 

adequando-as aos mais diversos interesses. Além disso, os lipossomas são carreadores 

biocompatíveis, biodegradáveis e não imunogênicos. Deste modo, esses sistemas são 

caracterizados por uma alta versatilidade, podendo ter aplicações em diversos campos da área 
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da saúde (SCHIFFELERS et al., 2001; EDWARDS; BAEUMNER, 2006; DRULIS-KAWA; 

DOROTKIEWICZ-JACH, 2010). 

No que se refere às aplicações terapêuticas, os lipossomas tem sido alvo de várias 

pesquisas nas quais foi explorado o seu uso como carreador para diversas classes de fármacos, 

tais como antineoplásicos, vacinas, para terapia gênica e no tratamento de infecções 

(DRULIS-KAWA; DOROTKIEWICZ-JACH, 2010). A encapsulação de antibióticos em 

lipossomas pode ocasionar diversas vantagens, tais como: 1) aumento da segurança ao 

diminuir a toxicidade, 2) seletividade pelo alvo terapêutico/ aperfeiçoamento da 

farmacocinética (alteração do perfil de distribuição, elevando a concentração do antibiótico 

em tecidos específicos), 3) melhoria da atividade contra patógenos intra e extracelulares 

(DRULIS-KAWA; DOROTKIEWICZ-JACH, 2010; SANDE et al., 2012). É importante 

mencionar que, ao infectar tecidos, S. aureus se localiza principalmente extracelularmente; no 

entanto, também pode ocasionar infecções intracelulares, as quais podem ser persistentes em 

virtude da dificuldade de alguns antibióticos atingirem o interior de determinadas células 

(ONYEJI; NIGHTINGALE; MARANGOS, 1994). Deste modo, lipossomas podem veicular 

antibióticos usados na terapêutica de ambos os tipos de infecções causadas por S. aureus.  

Quanto ao possível mecanismo de ação pelo qual a encapsulação em lipossomas 

melhora a atividade de antibóticos, de acordo com Nicolosi et al. (2006), a natureza e 

estrutura destas vesículas se assemelham às das membranas celulares e, consequentemente, os 

lipossomas tem potencial capacidade de interagirem eficazmente com as células. De modo 

geral, esta interação pode acorrer por meio de quatro tipos de processos: fusão, endocitose, 

adsorção e troca de lipídios. Contextualizando esses possíveis processos com a localização do 

patógeno no sítio da infecção, quando a infecção é intracelular, ao serem englobados por 

células fagocíticas os lipossomas proporcionam a obtenção de concentrações intracelulares 

terapêuticas do antibiótico. Por outro lado, no caso de bactérias extracelulares, a melhoria da 

eficácia antimicrobiana pode ser decorrente de um mecanismo de fusão das vesículas com a 

bactéria, por meio do qual se aumenta a liberação dos antibióticos no citoplasma bacteriano. 

No entanto, em algumas situações foi observado que a encapsulação de antibióticos em 

lipossomas pode reduzir a atividade dos fármacos contra bactérias extracelulares, visto que a 

camada lipídica separa o fármaco da bactéria; neste âmbito, a variabilidade dos dados in vitro 

é, provavelmente, resultante das variações na composição lípida dos lipossomas, as quais 

ocasionam diferentes taxas de liberação dos antimicrobianos encapsulados (ONYEJI; 

NIGHTINGALE; MARANGOS, 1994; SCHIFFELERS et al., 2001; KADRY et al., 2004; 

SANDE et al., 2012).  
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No que se refere aos métodos de preparação de lipossomas, um dos métodos mais 

utilizados para este fim consiste na solubilização dos lipídeos (e dos fármacos lipofílicos, 

quando aplicável) em solventes orgânicos, com subsequente evaporação do solvente, de modo 

a propiciar a formação de filme lipídico, e posterior hidratação deste filme. Os fármacos 

hidrofílicos, quando presentes, são solubilizados na fase aquosa antes da hidratação. No 

entanto, este método não proporciona uma elevada encapsulação de molécula polares nas 

vesículas lipossomais (SHARMA; SHARMA, 1997; BATISTA et al. 2007). Assim, uma vez 

que a VAN apresenta alta hidrofilicidade, este antibiótico não é um candidato ideal para a 

encapsulação de lipossomas utilizando o método de hidratação do filme com encapsulação 

passiva. Nestes casos, maiores eficiências de encapsulação tem sido obtidas ao se utilizar o 

método de desidratação-reidratação da vesícula (DRV) modificado. Neste método, lipossomas 

unilamelares vazios pré-formados são desidratados por liofilização, após o qual o fármaco 

polar de interesse é solubilizado em água e adicionado aos lipossomas vazios (KIRBY; 

GREGORIADIS, 1984; ANDERSON et al., 2001; MUPPIDI et al., 2012) 

 

2.4.1 LIPOSSOMAS CONTENDO VANCOMICINA 

No início da década de 90, os efeitos antibacterianos de vancomicina encapsulada em 

lipossomas foram avaliados frente MRSA contidos em macrófagos. Observou-se que com o 

uso de carreadores lipossomais as células infectadas foram expostas a concentrações 

adequadas do fármaco, ao contrário do que ocorreu quando se utilizou VAN livre (ONYEJI; 

NIGHTINGALE; MARANGOS, 1994). Anos depois, Sanderson e Jones (1996) 

encapsularam VAN em lipossomas catiônicos e verificaram um aumento na inibição de 

Staphylococcus epidermidis, o qual pode ser explicado pelo fato das vesículas catiônicas 

serem capazes de se ligarem ao biofilme aniônico de S. epidermidis. Anderson et al. (2001), 

por sua vez, estudaram lipossomas revestidos com ácido fólico como promotores do aumento 

da absorção da VAN por via oral. Observou-se um aumentou na biodisponibilidade relativa 

deste antibiótico, o qual parece ser resultante da ligação do ácido fólico aderido aos 

lipossomas aos receptores de folato do trato gastrointestinal com subsequente endocitose dos 

lipossomas.  

Anos depois, Kadry e colaboradores (2004) verificaram, em modelo animal, os efeitos 

do tratamento de osteomielite estafilocócica com VAN livre e encapsulada em lipossomas. As 

CMIs obtidas foram similares em ambos os casos; no entanto, in vivo, o fármaco encapsulado 

pareceu expressar uma melhor atividade antibacteriana. Uma das possíveis explicações para 

este fenômeno parece ser a capacidade que os lipossomas possuem de penetrar no sistema 
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retículo-endotelial em concentrações elevadas o suficiente para eliminar eficazmente os 

microrganismos que colonizavam o tecido ósseo. Seguindo outra vertente, Nicolosi et al. 

(2010) encapsulou a VAN em lipossomas fusogênicos  e testou a possível ampliação do seu 

espectro de ação contra bactérias Gram-negativas. Os sistemas nanoestruturados foram 

capazes de permear a membrana externa das células bacterianas, ocasionando diminuição dos 

valores de CMI em diferentes graus, dependendo da espécie bacteriana considerada. 

Pumerantz et al. (2011), por sua vez, objetivando superar a persistência de MRSA em 

macrófagos alveolares, o qual tem contribuido para a falha clínica da VAN na terapêutica de 

pneumonia staphylococcica, desenvolveu lipossomas convencionais e furtivos contendo este 

glicopeptídeo. Enquanto os lipossomas convencionais reduziram a viabilidade intracelular de 

MRSA, os furtivos não foram capazes de exercer efeitos sobre os isolados MRSA – 

possivelmente pelo atraso na fagocitose deste tipo de lipossoma, em virtude do efeito furtivo 

promovido pelo PEG. Outro estudo do mesmo grupo de pesquisa relatou o desenvolvimento, 

em modelo murino, de estudos relacionados à farmacocinética e à biodistribuição de VAN-

lipo. Foi observado que os lipossomas furtivos aumentaram significativamente a concentração 

da VAN no órgão-alvo, a qual pode ser decorrente do maior tempo de circulação do fármaco, 

o qual permite maior liberação da VAN no pulmão (MUPPIDI et al., 2011). Um terceiro 

estudo publicado pela mesma equipe de pesquisadores analisou os efeitos do uso de três 

métodos distintos - hidratação de filme lipídico, gradiente de pH modificado e desidratação-

reidratação modificado – na preparação de lipossomas convencionais e furtivos contendo 

VAN e a melhor eficiência de encapsulação foi obtida ao se empregar o último método 

(MUPPIDI et al., 2012). Em outro estudo recente, testou-se a hipótese de se aumentar a 

atividade anti-MRSA da VAN ao encapsulá-la em dois tipos de lipossomas, os quais 

divergiam quanto à composição. Os pesquisadores observaram que tanto a composição 

lipossomal quanto o método de preparação das vesículas lipossomais parecerem ser essenciais 

para a obtenção ou não de melhoria da atividade antimicrobiana da VAN quando este fármaco 

é encapsulado em lipossomas (SANDE et al., 2012). 

Até o momento não há relatos na literatura do uso da encapsulação de VAN em 

lipossomas associada à exploração de sinergismo antimicrobiano deste glicopeptídeo com 

outras substâncias antibacterianas visando a melhoraria da eficácia da VAN frente a isolados 

clínicos de MRSA. 
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2.5 ÁCIDO ÚSNICO 

Os líques são formados por meio de simbiose entre fungos (micobiontes) e algas e/ou 

cianobactérias (fotobiontes).  Seu crescimento lento associado às condições adversas nas 

quais estes seres frequentemente vivem propiciam a produção de metabólitos secundários que 

lhes fornecem proteção (INGÓLFSDÓTTIR et al., 2002). Estima-se que os líquens produzam 

mais de 800 metabólitos secundários (ZIZOVIC et al., 2012). Em virtude desta síntese de 

metabólitos únicos, cerca de 17.000 espécies conhecidas de líquens tem sido empregadas para 

diversos fins, inclusive medicinais (INGÓLFSDÓTTIR et al. 1998). O uso de compostos de 

origem liquênica na medicina tradicional é uma prática presente em diversos países há muito 

tempo. Há relatos de que no século XVIII a.C. no Egito os extratos de liquênicos já eram 

utilizados para este fim (LAUTERWEIN et al. 1995; PERRY et al., 1999).  

Os metabólitos liquênicos pertencem a diversas classes químicas, incluindo 

terpenóides, carotenóides, esteróides, cromonas, xantonas e dibenzofuranos. 

(INGÓLFSDÓTTIR et al. 1998; ZIZOVIC et al., 2012). Derivados de benzofurano consistem 

numa importante classe de compostos heterocíclicos que são conhecidos por possuírem 

importantes propriedades biológicas, incluindo farmacológicas – como antimicrobina e 

antineoplásica (KIRILMIS et al., 2008). São exemplos de substâncias pertencentes a esta 

classe o fármaco amiodarona e o ácido úsnico [2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyl-

1,3(2H,9bH)-dibenzo-furandione; C18H16O7; PM = 344,3 g/mol] (Figura 6). O ácido úsnico 

(AU) consiste em um dos metabólitos líquênicos mais comuns e abundantes, sendo 

amplamente encontrado nas espécies Usnea, Evernia, Cladonia, Lecanora, Ramalina, 

Parmelia e Alectória, além de ser o mais estudado e utilizado, e de ser um dos poucos a estar 

disponível comercialmente (PROKSA et al., 1996; INGÓLFSDÓTTIR et al. 1998; 

KIRILMIS et al., 2008; ZIZOVIC et al., 2012). 

 

Figura 6. Estrutura química do (±) ácido úsnico. 

 

*Centro quiral. Adaptado de Lauterwein et al. (1995) e Kirilmis et al. (2008). 
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De acordo com Lauterwein et al. (1995), pesquisas realizadas na década de 1950 

definiram o AU como composto liquênico bioativo, mas o reconhecimento das importantes 

propriedades biológicas do ácido úsnico se deu em grande parte em virtude dos estudos 

desenvolvidos posteriormente por Perry et al. (1999), os quais analisaram as atividades 

antimicrobiana e antiviral de extratos etanólicos  de dezenas de espécies de líquens. A partir 

de então alguns estudos tem relatado que o AU consiste no principal metabólito liquênico 

com atividade antibacteriana. Alguns destes estudos antigos descrevem uma atividade 

principalmente contra cocos Gram-positivos (LAUTERWEIN et al. 1995; INGÓLFSDÓTTIR 

et al., 1998; COCCHIETTO et al., 2002).  Propriedades bacteriostáticas contra S. aureus 

multirresistente foram relatadas por Lauterwein et al. (1995). O ácido úsnico ocorre na 

natureza em duas formas enantioméricas e, apesar de terem sido relatadas em algumas 

situações diferenças na atividade biológica expressa pelos dois enantiômeros, tanto o (+) 

ácido úsnico quanto o (-) ácido úsnico são eficazes contra uma grande variedade de bactérias 

Gram-positivas, incluindo isolados clínicos de S. aureus resistente à meticilina 

(LAUTERWEIN et al., 1995; INGÓLFSDÓTTIR et al. 2002; KIRILMIS et al., 2008).  Além 

disso, observou-se que este composto possui outras propriedades biológicas, a saber: 

antiprotozoária, antiviral, analgésica, antipirética, antineoplásica e antiinflamatória 

(INGÓLFSDÓTTIR et al., 1998; ZIZOVIC et al., 2012). Diante do exposto, observa-se que 

apesar da sua reconhecida atividade antimicrobiana, o ácido úsnico apresenta limitações 

quanto ao seu possível uso terapêutico, como lipofilicidade e toxicidade. A encapsulação de 

ácido úsnico em lipossomas pode ser uma ferramenta útil para a superação desses problemas. 

Ribeiro-Costa et al. (2004) e Santos et al. (2005) encapsularam o AU em microesferas de 

ácido poli-láctico e glicólico (PLGA) e nanocáspulas, respectivamente, e avaliaram a 

atividade do composto liquênico contra carcinomas. Além da manutenção da sua atividade 

antitumoral, observou-se diminuição na toxicidade do AU. Lira et al. (2009A), por sua vez, 

objetivaram encapsular complexos de ácido úsnico com β-ciclodextrina em lipossomas de 

modo a melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade deste composto liquênico e obtiveram 

êxito neste processo. Lira et al (2009B) observou uma diminuição da CMI do AU de 6,5 para 

5,8 µg/mL frente a Mycobacterium tuberculosis ao encapsular este composto liquênico em 

lipossomas; além disso, a nanoencapsulação promoveu um aumento da captura da substância 

ativa por macrófagos. 

No entanto, não há relatos na literatura da avaliação da atividade antibacteriana de AU 

encapsulado em lipossomas frente a isolados clínicos de MRSA bem como de estudos do 

possível sinergismo com o fármaco VAN. 
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2.6 β-LAPACHONA  

Dentre as substâncias de origem natural, os compostos que contém um núcleo quinona 

frequentemente apresentam atividade biológica. Plantas que produzem estes compostos são 

amplamente utilizadas na medicina popular há centenas de anos atrás: há registros do seu uso 

no Egito Antigo, aproximadamente no ano 4.000 a.C., e na Grécia, entre os séculos V e IV 

a.C. Dentre as propriedades farmacológicas das quinonas, pode-se citar: inibição da enzima 

transcriptase reversa do vírus HIV e outras atividades como antitumoral, antiinflamatória, 

moluscicida, leishmanicida, antifúngica, tripanocida, antiprotozoária e antibacteriana de 

amplo espectro. Os metabólitos secundários pertencentes à classe das naftoquinonas são 

amplamente encontrados em plantas superiores e em outros seres vivos e tem sido utilizados 

em cosméticos, alimentos e produtos farmacêuticos.  Diversas naftoquinonas de origem 

natural, como estreptonigrina, α-lapachona e β-lapachona (β-lap) tem despertado o interesse 

da comunidade científica devido às suas atividades biológicas e a sua grande diversidade 

estrutural (TRAN et al., 2004; SILVA-JÚNIOR et al., 2008; MACEDO et al., 2013). 

A β-lap é conhecida desde 1858 e foi isolada inicialmete da família Bignoniaceae, 

mais especificamente por espécies Tabebuia (conhecidas no Brasil como ipês), mas também é 

encontrada nas famílias Leguminosae, Verbenaceae, Proteaceae, Sapotaceae, 

Scrophulariaceae e Malvaceae. Durante muitas décadas preparações à base de componentes 

da planta Tabebuia avellanedae foram usadas para fins medicinais tanto na América do Sul 

quanto na América do Norte. Outra forma de obtenção da β-lap é por vias sintéticas a partir de 

precursores como lapachol e lomatiol, processo este feito pela primeira em 1892. Sabe-se que 

a β-lapachona apresenta propriedades antimicrobianas, tripanocidas e anticancerígena, 

estando em fase de ensaios clínicos quanto ao seu uso na terapêutica de neoplasia pancreática 

(PEREIRA et al., 2006; SILVA et al., 2009; PALUDO et al., 2013; AIRES et al., 2013).  

Quanto à sua estrutura química (Figura 7), a orto-naftoquinona β-lap (3,4-dihydro-2,2-

dimethyl-2H-naphthol [1,2-b]pyran-5,6-dione), como toda quinona, consiste em um composto 

orgânico aromático com carbonilas conjugadas a anéis de seis membros e são produtos da 

oxidação de dióis aromátios (TRAN et al., 2004; KUMAGAI et al., 2012; AIRES et al., 

2013).  
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Figura 7. Estrutura química da β-lapachona.  

 
Fonte: AIRES et al. (2013). 

 

Quanto ao seu mecanismo de ação, esses metabólitos secundários são conhecidos por 

formarem complexos irreversíveis com proteínas, podendo fazê-las perder suas funções. Os 

possíveis alvos das quinonas nas células microbianas são adesinas expostas na superfície, 

polipeptídeos da parede celular e enzimas ligadas à membrana, além disso, esses metabólitos 

podem tornar alguns substratos indisponíves para os microorganismos (COWAN, 1999; 

TRAN et al., 2004; MACEDO et al., 2013). Adiconalmente, as naftoquinonas parecem 

aumentar a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), as quais causam danos aos 

lípidos, proteínas e ácidos desoxirribonucleico. Neste âmbito, Pereira et al. (2006) observaram 

que a exposição de bactérias do gênero Staphylococcus, incluindo S. aureus, às naftoquinonas 

fez aumentar os níveis de algumas proteínas bacterianas de peso molecular de 100, 70, 60 e 

10 kDa, as quais estão associadas com estresse oxidativo em bactérias. Deste modo, sugere-se 

que as naftoquinonas ocasionam estresse oxidativo na membrana das células bacterianas, uma 

vez que as quinonas são análogos da ubiquinona, podendo competir com esta coenzima e 

afetar a síntese de ATP, além de aumentar a concentração de radicais livres, como superóxido 

e peróxido de hidrogênio.  

Considerando a baixa solubilidade em água apresentada pela β-lap (0,16 mM), há a 

necessidade de se desenvolver formulações contendo este metabólito secundário que 

assegurem sua biodisponibilidade e sua atividade biológica, além de proporcionarem seu uso 

em doses mais baixas, sua administração por uma via conveniente e o controle dos seus  

efeitos colaterais. A encapsulação da β-lap em lipossomas consiste numa possível ferramenta 

para superação destes problemas (CAVALCANTI et al., 2011; AIRES et al., 2013). 

No entanto, não há na literatura estudos relacionados à avaliação de possível 

sinergismo entre a β-lap e o fármaco VAN, livres ou encapsulados em lipossomas, frente a 

isolados clínicos de MRSA.  
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2.7 SINERGISMO 

 O uso de associações de agentes antimicrobianos é considerado uma ferramenta com 

potencial capacidade de aumentar a eficácia de antibióticos. A combinação de substâncias 

antimicrobianas tem sido empregada para diversos fins, principalmente para: (1) reduzir a 

toxicidade relacionada à dose do(s) antibiótico(s) em virtude do uso de doses menores de cada 

substância ativa; (2) na terapêutica de infecções por múltiplos patógenos; (3) para prevenir ou 

retardar a emergência in vivo de subpopulações resistentes a antibióticos (LORIAN, 2005; 

NOGUEIRA, 2012; MACEDO et al., 2013). Nessse âmbito, a interação mais desejada entre 

fármacos é a do tipo sinérgica, a qual consiste numa interação positiva onde o uso combinado 

de duas ou mais substâncias produz um efeito combinado maior do que a soma dos seus 

efeitos quando se utiliza cada antimicrobiano de modo separado (LORIAN, 2005; 

SEGATORE et al., 2012). 

Devido ao aumento da prevalência de microorganismos resistentes a múltiplas drogas, 

testes de sinergismo empregando várias combinações de substâncias de origem natural com 

agentes antimicrobianos empregados na clínica pode ser uma importante ferramenta para que 

se faça uso de uma terapia antimicrobiana mais eficaz e menos tóxica (MACEDO et al., 

2013). 

Para a utlização de uma combinação de antimicrobianos adequada é necessário 

compreender a interação existente entre os agentes considerados. Dentre as metodologias 

mais utilizadas para avaliar o efeito dessas combinações sobre o crescimento bacteriano in 

vitro, estão os métodos Checkerboard e o E-test modificado.   
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3. OBJETIVOS 

 

 

  

3.1 Objetivo geral 

 

 

Formular e caracterizar lipossomas contendo vancomicina, avaliar sua 

atividade antimicrobiana frente a isolados clínicos de MRSA multirresistentes e 

verificar seu sinergismo com ácido úsnico e β-lapachona. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

 Formular lipossomas convencionais contendo vancomicina; 

 Caracterizar físico-quimicamente os lipossomas obtidos; 

 Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da vancomicina e do ácido úsnico, 

livres e encapsulados em lipossomas, frente a isolados clínicos de 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) multirresistentes; 

 Mensurar a interação in vitro entre vancomicina, ácido úsnico e β-lapachona, 

livres e encapsulados em lipossomas, contra os mesmos isolados clínicos de 

MRSA. 
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4. CAPÍTULO 1 

 

 

Avaliação in vitro da atividade anti-MRSA de vancomicina encapsulada em  

lipossomas e do sinergismo com ácido úsnico e β-lapachona 

 

1. INTRODUÇÃO 

O surgimento e disseminação de bactérias multirresistentes tem limitado a terapia 

antibacteriana convencional e consiste em relevante problema de saúde pública. Dentre estes 

microrganismos, Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) multirresistentes 

possui alta virulência e as infecções ocasionadas por este microrganismo apresentam elevada 

morbimortalidade (LUTZ, 2003; KANAFANI e FOWLER-JR, 2006; ZECCONI e SCALI, 

2013).   

Deste modo, existe uma necessidade crescente quanto ao desenvolvimento de novas 

classes de antibióticos ou à melhoria da eficácia de fármacos utilizados na clínica 

(SEGATORE et al., 2012). A encapsulação de antibióticos em nanocarreadores de liberação 

controlada apresenta diversas vantagens, dentre as quais o aumento da eficácia terapêutica, 

minimização da toxicidade e melhoria nas propriedades farmacocinéticas, como a liberação 

da substância ativa em tecidos alvos (KADRY et al., 2004; DRULIS-KAWA e 

DOROTKIEWICZ-JACH, 2010; HUH e KWON, 2011).  

A vancomicina (VAN) consiste em um fármaco de referência na terapêutica de MRSA 

multirresistente, no entanto, além da nefrotoxicidade desta substância, já estão sendo descritos 

na literatura, isolados MRSA com resistência intermediária à VAN (KADRY et al., 2004; 

KANAFANI e FOWLER-JR, 2006). Particularmente quanto à VAN, o uso de veículos em 

escala nanométrica pode vir a proporcionar diminuição da sua nefrotoxicidade bem como 

aumento da sua liberação em tecidos como pulmão, ossos e sistema nervoso central (KADRY 

et al., 2004), além de limitar o surgimento de bactérias resistentes à vancomicina.  

A associação de antimicrobianos consiste em outra importante ferramenta para a 

tratamento de infecções por bactérias resistentes, uma vez que a terapia combinada parece 

prevenir a seleção de isolados resistentes, além de elevar o espectro de ação dos 

antimicrobianos e promover sinergismo entre estes (JACKSON et al., 2009; SILVA et al., 

2009).  

Diversas substâncias de origem natural possuem propriedades bioativas e dentre as 

que possuem atividade antimicrobiana, o ácido úsnico (AU) e a β-lapachona (β-lap) tem sido 
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estudados por alguns grupos de pesquisa (LAUTERWEIN et al., 1995; INGÓLFSDÓTTIR et 

al., 2002; MACEDO et al., 2013). Já existem relatos na literatura relacionados à verificação 

do tipo de interação in vitro existente entre AU ou β-lap e diversos antibióticos disponíveis 

comercialmente frente à MRSA. Em alguns estudos o sinergismo antimicrobiano foi 

observado (SILVA et al., 2009; SEGATORE et al., 2012;  MACEDO et al., 2013). No 

entanto, ainda não há relatos na literatura da avaliação da interação in vitro da VAN com o 

AU ou β-lap. 

 

Figura 1 

 

Estrutura química da (A) vancomicina, (B) ácido úsnico e (C) β-lapachona. 

 

Diante do exposto, o objetivo deste estudo consistiu em avaliar a atividade 

antimicrobiana de VAN, AU e β-lap livres e encapsulados em lipossomas frente a isolados 

clínicos de MRSA e, por fim, verificar o tipo de interação in vitro existente entre VAN e AU 

ou β-lap livres e encapsulados. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material  

Cloridrato de Vancomicina foi gentilmente cedido por ABL – Antibióticos do Brasil 

LTDA (Cosmópolis, São Paulo, Brasil). Ácido úsnico (AU), colesterol (Chol), octadecilamina 

(SA) e trietilamina (TEA) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Fosfatidilcolina 

de soja (SPC) (98 % Epikuron 200®) foi obtida de Lucas Meyer (Hamburgo, Alemanha). 

Acetonitrila, tetrahidrofurano grau HPLC e demais solventes e reagentes foram fornecidos por 

Merck (Darmstadt, Alemanha). Fitas para E-test contendo vancomicina foram obtidas de 

Oxoid (Hampshire, Reino Unido). β-lapachona pura, obtida do lapachol por uma rota semi-
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sintética, foi fornecida pelo Dr. Góes (UFPE/Brasil). Meios de cultura foram obtidos de 

HiMedia (Mumbai, Índia). 

 

2.2 Preparação dos lipossomas  

Lipossomas convencionais contendo vancomicina (VAN-lipo) foram obtidos pelo 

método de desidratação-reidratação (DVR) modificado descrito por Pumerantz et al. (2011). 

Fosfatidilcolina, colesterol e estearilamina foram solubilizados em uma mistura de 

CHCl3:MeOH (3:1 v/v) sob agitação magnética. Os solventes foram posteriormente 

removidos por evaporação à vácuo (37 ± 1 ºC) para obtenção de fino filme lipídico. Vesículas 

multilamelares (MLVs) foram formadas através da hidratação deste filme com uma solução 

de trealose, sendo, em seguida, congeladas à -80 °C e submetidas à liofilização (EZ-DRY, 

FTSS System, Nova York, EUA). O liófilo foi reidratado com 2 mL de uma solução 

concentrada de VAN (50 mg/mL) para formar vesículas de desidratação-reidratação (DRVs). 

Após 30 min, a dispersão foi diluída com 8 mL de tampão fosfato-salino (PBS), atingido-se a 

concentração final de 10 mg/mL do fármaco. Vesículas unilamelares (SUVs) contendo VAN 

foram obtidas através da sonicação das formulações MLVs a 200 W e 40 Hz por 300 s (Vibra 

Cell, BRANSON, EUA). 

Com intuito de estudos comparativos, lipossomas contendo ácido úsnico (AU-lipo) ou 

β-lapachona (β-lap-lipo) com concentrações de 1 mg/mL e 0,5 mg/mL, respectivamente,  

foram reproduzidos (LIRA et al., 2009A; CAVALVANTI et al., 2011) pelo método de 

hidratação do filme lipídico seguido de sonicação, para avaliação da atividade antimicrobiana 

e de sinergismo com VAN e VAN-lipo.  

 

2.3 Determinação da eficiência de encapsulação das substâncias ativas em lipossomas  

O doseamento de VAN em lipossomas foi efetuado utilizando cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE) segundo método descrito na Farmacopeia Americana (United States 

Pharmacopeia, USP), 36ª Ed, com modificações no fluxo da fase móvel. Este método se 

baseia em eluição gradiente, com fases móveis constituídas por tampão trietilamina, 

acetonitrila e tetrahidrofurano na proporção de 92:7:1 ou 70:29:1. O pH das soluções foi 

ajustado a 3,2 com ácido fosfórico. Coluna C18 NST (5 µm 4,6 mm x 25 cm) com fluxo de 

fase móvel de 0,7 mL/mim e volume de injeção da amostra de 20 µL foram utilizados para 

detecção da VAN a 280 nm (Espectrofotômetro UV-Vis Aliance 2695, Waters, Miliford, 

Massachusetts, EUA). A curva analítica para o doseamento da VAN foi obtida nas 
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concentrações de 80 a 160 µg/mL, cujas soluções foram obtidas a partir de solução estoque de 

1 mg/mL.  

Para determinação do teor de VAN nos lipossomas, primeiramente foi realizada 

extração do fármaco por meio do método de Bligh e Dyer (1959) adaptado, no qual se fez uso 

de CHCl3:MeOH:H2O (20:20:60) seguido de centrifugação a 3.000 rpm durante 10 min.  O 

sobrenadante foi injetado em HPLC para determinação do teor conforme descrito 

anteriormente. 

Quanto à determinação da eficiência de encapsulação (EE%) da VAN nos lipossomas, 

foi utilizado o método de ultrafiltração-centrifugação, segundo o qual um tubo de eppendorf 

com uma membrana filtrante (Millipore
®
, Billerica, EUA, MW cut-off = 10,000 Da) foi 

empregado para separar a fase aquosa (contendo as substâncias ativas livres) da dispersão 

lipossomal. A concentração do fármaco livre foi determinada no ultrafiltrado e a EE% foi 

calculada indiretamente, de acordo com a fórmula abaixo descrita (LIRA et al., 2009A): 

 

     
                             

          
       

 

O doseamento e a determinação da taxa de encapsulação de AU e da β-lap nos 

lipossomas foram efetuados por espectrofotometria, conforme metodologias descritas 

anteriormente (LIRA et al., 2009A; CAVALVANTI et al., 2011). 

 

2.4 Caracterização físico-química dos lipossomas  

O acompanhamento da evolução do pH dos lipossomas foi realizado em pHmêtro 

(Bioblock Científico 99.622, Prolabo, Paris, França). Dados referentes ao diâmetro dos 

lipossomas e à sua distribuição foram obtidos pelo método de difração de laser utilizando o 

Delsa™ Nano S (Beckman Coulter, Califórnia, EUA). A carga de superfície dos lipossomas 

foi determinada por eletroforese através do analisador de potencial zeta ZetasizerNano-ZS9 

(Malvern, Worcestershire, Inglaterra). Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 

2.5 Avaliação in vitro da atividade antimicrobiana  

2.5.1 Cepas microbianas 

Foram utilizados dez isolados clínicos de MRSA pertencentes à Bacterioteca do 

Laboratório de Microbiologia e Imununologia – UFPE, Campus Vitória. A identificação 

destes isolados se iniciou através dos testes de catalase, ágar manitol, DNase e testes de 
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coagulase em tubo. A verificação da resistência à meticilina foi realizada através do método 

de difusão em disco com cefoxitina e oxacilina, assim como por screening usando Müeller-

Hinton suplementado com NaCl 4% e oxacilina 6 µg/mL. Reação em Cadeia Polimerase 

(PCR) foi realizada para detecção de gene mecA, segundo metodologia de Petinaki et al. 

(2001). Quanto às cepas controles, utilizou-se cepas da American Type Culture Collection 

(ATCC 29213 e ATCC 33591). 

 

2.5.2 Ensaio antimicrobiano 

A atividade antimicrobiana in vitro de VAN e AU, assim como dos nanossistemas 

obtidos (VAN-lipo e AU-lipo) foi avaliada pelo método de microdiluição em caldo de acordo 

com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Inicialmente foi adicionado 

caldo Müeller-Hinton (CMH) nos poços das placas de microdiluição, o qual foi seguido pelas 

substâncias ativas livres e/ou formulações lipossomais através de diluição seriada 

(concentrações variando de 0,25 a 125 µg/mL). Posteriormente as suspensões bacterianas 

foram ajustadas por espectrofotometria e distribuídas nas placas para obter uma concentração 

final de 1 x 10
5
 UFC/mL. As microplacas foram incubadas a 35 ºC por 24 h e a Concentração 

Mínima Inibitória (CMI) foi determinada como a menor concentração capaz de inibir o 

crescimento microbiano, a qual foi observada por análise visual e por espectrofotometria a 

630 nm. A Concentração Mínima Bactericida (CMB) foi determinada ao se inocular em ágar 

Müeller-Hinton uma alíquota do meio de cultura contido dos poços das placas de CMI nos 

quais não se visualizou crescimento microbiano. As placas inoculadas foram incubadas a 35 

ºC por 24 h. A CMB foi determinada como a menor concentração das substâncias 

ativas/lipossomas que não permitiu o crescimento microbiano (CLSI, 2012).   

Controles positivo (inóculo + meio de cultura) e negativo (fármaco + meio de cultura) 

foram utilizados. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

2.6 Ensaios de sinergismo  

2.6.1 Método checkerboard  

 As interações in vitro entre VAN ou VAN-lipo e AU, AU-lipo, β-lap ou β-lap-lipo 

foram avaliadas pelo ensaio de microdiluição checkerboard bi-dimensional, usando placas de 

microdiluição de 96 poços, segundo método descrito por An et al. (2011). Culturas dos 

isolados clínicos de MRSA LBM 1, LBM 2, LBM 3, LBM 6 e LBM 8 foram transferidas 

individualmente à solução salina e ajustadas quanto à concentração pela análise de turbidez 

comparativamente a escala 0,5 de McFarland e por leitura espectrofotométrica a 620 nm até 
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obtenção de absorbância entre 0,08 a 0,10 (1,0 x 10
8
 UFC/mL);  posteriormente, a suspensão 

bacteriana foi diluída na proporção 1:10, de modo a se obter uma concentração 

correspondente a 1,0 x 10
7
 UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.  

Quanto à preparação das soluções dos fármacos e formulações, as substâncias ativas A 

ou seus lipossomas (a serem depositados na última coluna da placa de microdiluição) foram 

preparados na concentração correspondente a 4x o valor da sua CMI. Quanto às substâncias 

do tipo B ou respectivas formulações (a serem depositados na primeira linha da placa de 

microdiluição), foram preparados na concentração de 2x o valor da sua CMI. Após 

preenchimento dos poços das placas com 95μL de CMH, foram adicionadas na última coluna 

100 μL das soluções das substâncias ativas A (VAN ou VAN-lipo), a partir da qual se efetuou 

diluição seriada até a segunda coluna. Na primeira linha se adicionou 100 μL das substâncias 

ativas B (AU, AU-lipo, β-lap ou β-lap-lipo), após a qual foi realizada diluição seriada até a 

penúltima linha. Deste modo, a coluna 1 continha apenas AU, AU-lipo, β-lap ou β-lap-lipo e a 

linha H apenas VAN ou VAN-lipo. O poço H1 foi utilizado como controle positivo (meio de 

cultura + inóculo).  Subsequentemente, foram distribuídos 5 μL da suspensão de S. aureus em 

cada poço das placas, as quais foram posteriormente incubadas a 37 °C por 24 h. 

Adicionalmente, ensaios checkerboard foram também realizados para avaliar a 

interação in vitro entre β-lap e AU, assim como β-lap-lipo e AU-lipo, sendo os dois primeiros 

considerados como substâncias/formulações A e os dois últimos, como 

substâncias/formulações B. Os demais parâmetros foram semelhantes ao anteriormente citado. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.  

Dentre os métodos para calcular as interações entre substâncias ativas, selecionou-se 

o modelo do Índice da Concentração Inibitória Fracionária (FICI), descrito por Segatore et al. 

(2012), segundo o qual: 

 FIC  = FICA   FICB =    AB/CMIA   CMIBA/CMIB 

 

Onde, CMIA e CMIB são as CMIs das substâncias ativas A e B quando agem 

isoladamente, enquanto CMIAB e CMIBA são as CMI das substâncias ativas A e B quando 

agem em combinação. 

A atividade das substâncias combinadas deve ser considerada sinérgica quando o 

FICI for ≤ 0,5, aditiva quando for 0,5 a ≤ 1,  indiferente quando for 1 ≤ FICI ≤ 2 e antagônica 

quando o FICI ≥ 2-4 (ANON, 1992). 
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2.6.2 E-test 

Para o teste epsilométrico (E-test) modificado foi utilizado o método descrito por 

Sopirala et al. (2010). Foram empregadas como concentrações sub-inibitórias das substâncias 

ativas B (AU, AU-lipo, β-lap e β-lap-lipo) os valores correspondentes a ½ e ¼ das suas 

respectivas CMI, totalizando 40 combinações diferentes. As placas de Petri com ágar 

Müeller-Hinton (AMH) contendo as substâncias ativas B foram preparadas no Laboratório de 

Microbiologia e Imunonologia da Universidade Federal de Pernambuco – Campus Vitória de 

Santo Antão. Foram utilizados os mesmos isolados clínicos do método checkerboard, os quais 

foram ajustados à concentração de 1,0 x 10
8
 UFC/mL em solução salina tanto por análise de 

turbidez, utilizando a escala 0,5 de McFarland, quanto por leitura espectrofotométrica a 620 

nm (absorbância entre 0,08 a 0,10). Posteriormente, os inóculos ajustados foram semeados 

nas placas. As fitas de E-test contendo VAN foram depositadas nas placas de Petri contendo 

AU, AU-lipo, β-lap ou β-lap-lipo e em placas de AMH sem substâncias ativas B (placas 

controle). As placas foram incubadas a 37°C por 18 h. 

Os resultados destas análises foram interpretados ao se observar a CMI da substância 

A (VAN) por fita de E-test e a CMI do deste antibiótico em presença de concentrações sub-

inibitórias de AU, AU-lipo, β-lap ou β-lap-lipo. Se a CMI da VAN isolada diminuir 1 diluição 

nestas placas, o resultado deve ser interpretado como indiferente; se esta alteração estiver na 

escala de 2 diluições, a interação deve ser considerado como aditiva; se a CMI reduzir três 

diluições, o resultado deve ser interpretado como sinérgico (SOPIRALA et al., 2010). A 

determinação do grau de redução é feita ao se efetuar a divisão da CMI da VAN isolada pela 

CMI da VAN em presença de uma concentração sub-CMI de alguma das substâncias ativas B. 

A menor concentração de AU, AU-lipo, β-lap e β-lap-lipo que ocasionar a maior redução na 

CMI da VAN deve ser registrada (DOMARACKI et al., 2000). Todo o experimento foi 

realizado em duplicata. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

3.1 Caracterização dos lipossomas contendo vancomicina 

 Os lipossomas contendo vancomicina (VAN-lipo) apresentaram tamanho médio de 

partículas (TP) correspondente a 136,4 ± 5,95 nm com PDI de 0,246. As formulações obtidas 

apresentaram maior homogeneidade de tamanho quando comparadas à formulações contendo 

VAN desenvolvidas em outros estudos. Pumerantz et al. (2011), desenvolveram lipossomas 

convencionais contendo VAN cujos tamanhos de vesículas mostraram elevada variação de 

107 a 401 nm (254 ± 147 nm). Por outro lado, Anderson et al. (2001) obtiveram VAN-lipo 
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com menor variação de TP (208,8 ± 8,9 nm), enquanto Sande et al. (2012) desenvolveram 

VAN-lipo carregados negativamente, os quais apresentaram TP mais elevado, situando-se em 

torno de 527,6 ± 58,2 nm.  

Quanto ao TP dos VAN-lipo obtidos por outros métodos, Nicolosi et al. (2010), 

empregando o método de evaporação em fase-reversa, desenvolveu VAN-lipo 

(dioleoilfosfatidiletanolamina, dipalmitoilfosfatidilcolina e colesterol) que foram submetidos 

à extrusão para formação de SUVs e ao final apresentaram um TP de 103,23 ± 2,87 nm. 

Kadry et al. (2004), por sua vez, desenvolveu lipossomas neutros, catiônicos e aniônicos 

contendo vancomicina pelo método de hidratação de filme lipídico submetidos posteriormente 

a diversos tempos de sonicação (20, 40, 60 e 80 s); os lipossomas assim obtidos apresentaram 

tamanhos de partículas variando entre 50 e 100 nm.  

Quanto ao doseamento da VAN, este foi calculado a partir da seguinte equação da reta 

obtida da curva padrão:  

                                  

O teor de VAN nos lipossomas foi de 98,25 ± 1,8 % e sua EE foi de 36,15 ± 0,26 %. 

Anderson et al. (1999), primeiros pesquisadores a publicar estudos sobre o desenvolvimento 

de VAN-lipo pelo método DRV, desenvolveram lipossomas compostos por 

DSPC:Chol:DMPG (3:1:0.25)  com EE de 20 a 25 %. Sande et al. (2012) utilizando o mesmo 

método alcançaram uma EE da VAN de 20 % para lipossomas compostos por 

dimiristoilfosfatidilglicerol  (DMPG), DSPC e Chol e de 9 % para lipossomas carregados 

negativamente compostos por dicetilfosfato (DCP), DSPC e Chol. Pumerantz et al. (2011), 

por sua vez, obtiveram uma EE de apenas 9 ± 2 % para lipossomas convencionais 

(DSPC:Chol 3:1). Por outro lado, Sande et al. (2012) e Pumerantz et al. (2011) obtiveram 

SUVs por extrusão, enquanto Anderson et al. (1999) fizeram uso de sonicação, pois, segundo 

estes, a extrusão reduz significativamente a EE. Desde modo, a maior eficiência de 

encapsulação encontrada no presente trabalho pode ser resultante do uso de sonicação, 

parâmetro que parece influenciar a EE (ANDERSON et al., 2001).  

Ainda segundo Anderson et al. (2001), a encapsulação de moléculas hidrofílicas, como 

a VAN, em lipossomas é comumente relacionada com a concentração do fármaco no volume 

aquoso encapsulado. Muppidi et al. (2012), assim como Kirby e Gergoriadis (1984), explicam 

que a reidratação de lipossomas liofilizados com água contendo um soluto altamente 

solubilizado acarreta numa elevada EE deste soluto, à medida que o solvente entra nas 

vesículas, quando comparada à taxa de encapsulação obtida com métodos convencionais. 
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Deste modo, foi utilizada no presente trabalho uma solução de vancomicina de elevada 

concentração (50 mg/mL) para reidratar os lipossomas liofilizados.  

Muppidi et al. (2012) formularam VAN-lipo convencionais pelos métodos de 

hidratação de filme lipídico e gradiente de pH modificado e obtiveram baixas EE (2 % e 0,3 

%, respectivamente). Diante disto, utilizaram o método DRV modificado e encontraram uma 

EE superior (9 ± 2 %). Anderson et al. (2001) reiteram também que a EE depende do método 

de preparação, bem como da composição dos lipossomas.  

Quanto ao potencial zeta, os VAN-lipo apresentaram carga positiva (49,6 ± 3,37 mV), 

em virtude da presença da estearilamina na bicamada lipidica dos lipossomas. A estearilamina 

é um lipídeo que confere carga positiva aos sistemas nanoestruturados (VILLASMIL-

SÁNCHEZ et al., 2010). Nesse contexto, Kadry et al. (2004), utilizando o método de 

hidratação de filme lipídico, obtiveram lipossomas com EE da VAN de 5,2 % para lipossomas 

catiônicos e de 4,72 % e 2,34 % para lipossomas aniônicos e neutros, respectivamente, 

sugerindo que lipossomas carregados positivamente acarretam em maior EE.  A carga positiva 

dos lipossomas também parece ter outros efeitos desejáveis sobre os nanossistemas: 

lipossomas catiônicos parecem ser eliminados da corrente sanguínea mais lentamente do que 

lipossomas carregados negativamente (KADRY et al., 2004). Além disso, a carga positiva 

beneficia a atividade antimicrobiana dos VAN-lipo, visto que a parede celular bacteriana é 

carregada negativamente e o caráter catiônico das vesículas propicia uma maior captura dos 

lipossomas por parte das células microbianas (KADRY et al., 2004). 

 

3.2 Avaliação in vitro da atividade antimicrobiana 

A Concentração Mínima Inibitória (CMI) e a Concentração Mínima Bactericida (CMB) 

da vancomicina livre e encapsulada em lipossomas estão dispostas na Tabela 1. No que se 

refere à susceptibilidade à vancomicina de isolados de S. aureus, o CLSI (2012) considera 

como sendo sensíveis os isolados com CMI  igual ou inferior a 2 µg/mL, como apresentando 

susceptibilidade intermediária a este fármaco os isolados com CMI situado entre 4 e 8 µg/mL 

e como resistentes os isolados com CMI igual ou superior a 16 µg/mL. Deste modo, todos os 

isolados de MRSA utilizadas neste trabalho são sensíveis à VAN, uma vez que a CMI de 

todos eles variaram de 0,25 a 2 µg/mL.  

No entanto, é importante mencionar que falhas no tratamento com vancomicina de 

bacteremias causadas por MRSA não são incomuns, mesmo quando se trata de isolados 

MRSA suscetível à vancomicina (≤ 2 µg/mL). Uma redução na eficácia da VAN frente aos 

isolados MRSA com uma CMI da vancomicina relativamente elevada (ou seja, entre 1 e 2 
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µg/mL) foi descrita em alguns estudos, sugerindo que mudanças sutis na CMI (de ≤ 0,5 

µg/mL para 1,0 a 2,0 µg/mL) estão correlacionados com falhas na terapêutica da VAN 

(MOISE-BRODER et al., 2004; SAKOULAS et al., 2004; MOISE-BRODER et al., 2007; 

SORIANO et al., 2008). O isolado LBM 03 merece atenção, uma vez que sua CMI foi de 2 

µg/mL, isto é, esse isolado apresentou esta diminuição relativa na susceptibilidade à 

vancomicina, quando comparado aos isolados altamente sensível (CMI menor que 1 µg/mL). 

 
 

Tabela 1. Susceptibilidade de isolados clínicos de Staphylococcus aureus à VAN, VAN-lipo, AU e  AU-lipo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CMI: Concentração Mínima Inibitória; CMB: Concentração Mínima Bactericida; ATCC: American Type 

Culture Collection; LBM: Laboratório de Microbiologia e Imunologia; VAN: vancomicina; AU: ácido úsnico; 

VAN-lipo: lipossomas contendo vancomicina; AU-lipo: lipossomas contendo ácido úsnico. 

 

No que se refere à atividade antibacteriana do AU, a CMI e a CMB do referido 

composto liquênico livre e encapsulado em lipossomas também estão dispostas na Tabela 1. 

Observa-se que as CMIs do AU livre frente aos isolados de MRSA obtidos neste ensaio (8 a 

31 µg/mL) estão condizentes com os valores relatados previamente na literatura. Lauterwein 

et al. (1995), ao avaliarem o efeito antimicrobiano do ácido úsnico frente isolados de MRSA, 

obtiveram CMIs que variaram de 8 a 16 µg/mL; especificamente quando estes autores 

avaliaram a atividade da referida substância ativa frente ATCC 29213 foi obtida uma CMI de 

16 µg/mL, valor este próximo ao encontrado no presente estudo (8 µg/mL). Outros 

pesquisadores também avaliaram a atividade deste produto natural frente a isolados clínicos 

de MRSA, tendo Weckesser et al. (2007) encontrado uma CMI de 16 µg/mL e uma CMB de 

64 µg/mL e Ingólfsdóttir (2002) obtido valores de CMIs que variaram de 6 a 85 µg/mL. Por 

outro lado, Segatore et al. (2012) também determinaram a atividade antimicrobiana do ácido 

úsnico frente aos isolados de MRSA e obtiveram valores de CMIs no intervalo compreendido 

 

Staphylococcus aureus 

CMI/CMB (µg/mL) 

VAN VAN-lipo  AU AU-lipo 

ATCC 29213 0,5/0,5 0,5/1 8/31 8/>125 

ATCC 33591 ½ 1/2 8/62 8/>125 

LBM 01 0,5/2 0,5/1 31/>125 8/>125 

LBM 02 0,5/1 0,5/1 31/>125 8/>125 

LBM 03 2/2 1/2 31/125 8/>125 

LBM 04 0,5/1 1/1 31/125 8/>125 

LBM 06 0,5/2 0,5/2 8/16 4/>125 

LBM 07 0,5/0,5 0,5/1 31/31 4/31 

LBM 08 0,5/0,5 0,5/1 31/31 8/31 

LBM 11 0,5/1 0,5/1 31/125 8/31 

LBM 12 0,25/0,5 0,25/1 8/31 8/>125 

LBM 13 0,5/0,5 0,5/1 31/31 8/31 



46 

 

entre 1 e 8 µg/mL, valores inferiores aos encontrados no presente estudo (8 a 31 µg/mL); 

observa-se, então, que os isolados utilizados no trabalho de Segatore et al. (2012) foram mais 

sensíveis ao AU do que as cepas empregadas no presente estudo.  

Observa-se também que o AU-lipo apresenta atividade bacteriostática mais eficiente 

quando comparada à expressa pelo AU, uma vez que houve uma diminuição da CMI de 8-31 

µg/mL para 4-8 µg/mL (Tabela 1). Uma das possíveis explicações para a melhoria da 

atividade antimicrobiana promovida pela encapsulação de antibióticos em lipossomas é a 

possível fusão dos sistemas nanoestruturados com a parede celular de S. aureus, a qual 

permitiria um aumento da quantidade da substância ativa que alcança o interior da célula 

bacteriana (SANDE et al., 2012).  

 

3.3 Ensaios de sinergismo 

 3.3.1 Método checkerboard 

Os valores do índice FICI obtidos nos ensaios checkerboard na qual se associou 

VAN e VAN-lipo com AU, AU-lipo, β-lap e β-lap-lipo frente aos cinco isolados estão 

dispostos na Tabela 2. 

Considerando a interação antimicrobiana da VAN ou VAN-lipo com o AU, a maioria 

dos isolados apresentou interação aditiva, exceto os isolados LBM 03 e LMB 08, os quais 

apresentaram interação sinérgica para as combinações de VAN + AU e VAN-lipo + AU, 

respectivamente. Porém, quando se analisou a associação VAN + AU-lipo a interação passou 

a ser sinérgica para todos os isolados. Por fim, cabe mencionar que quando se analisou a 

interação das substâncias ativas estando ambas encapsuladas em lipossomas (VAN-lipo e AU-

lipo), observou-se que para parte dos isolados a interação foi sinérgica (LBM 03, LBM 06 e 

LBM 08) e para outra parte, aditiva (LBM 01 e LBM 02).  Nota-se, consequentemente, que a 

encapsulação do AU em lipossomas parece consistir em um fator promotor de sinergismo 

entre esta substância ativa e a VAN (FICIVAN/AU: 0,515; FICIVAN/AU-lipo: 0,276), ocasionando, 

assim, uma melhoria na atividade antibacteriana do fármaco de referência VAN.  
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Tabela 2. Interação in vitro de VAN e VAN-lipo com AU, AU-lipo, β-lap ou β-lap-lipo frente a isolados 

clínicos de MRSA. 

 

FICI: Índice da Concentração Inibitória Fracionária; LBM: Laboratório de Microbiologia e Imunologia; VAN: 

vancomicina; AU: ácido úsnico; VAN-lipo: lipossomas contendo vancomicina; AU-lipo: lipossomas contendo 

ácido úsnico; β-lap: β-lapachona; β-lap-lipo: lipossomas contendo β-lapachona. 

 

Observa-se que os resultados obtidos neste estudo utilizando o AU como possível 

promotor da melhoria da atividade antimicrobiana de um fármaco referência (vancomicina) 

foram mais significativos e vantajosos que os obtidos por Segatore et al. (2012). Estes autores 

analisaram a interação antimicrobiana do referido composto liquênico com cinco antibióticos 

empregados na clínica (clindamicina, eritromicina, gentamicina, levofloxacino e oxacilina) 

frente a quatro isolados clínicos de MRSA e um isolado padrão de S. aureus. Para todos os 

isolados, a interação do ácido úsnico com a eritromicina e a levofloxacina foi do tipo 

indiferente; quanto à oxacilina e à clindamicina, suas interações com o referido composto 

liquênico foi sinérgica para apenas um isolado, sendo esta interação indiferente para os outros 

quatro; por fim, quanto à gentamicina, esta apresentou sinergismo com o ácido úsnico para 

Substância 

Ativa/ 

Formulação 

Isolados FICI Substância 

Ativa/ 

Formulação 

Isolados FICI 

Média Interação Média Interação 

 

 

VAN +  

AU 

LBM 1 0,51 Aditiva  

 

VAN-lipo + 

AU 

LBM 1 0,51 Aditiva 

LBM 2 0,51 Aditiva LBM 2 0,51 Aditiva 

LBM 3 0,26 Sinérgica LBM 3 0,87 Aditiva 

LBM 6 0,51 Aditiva LBM 6 0,51 Aditiva 

LBM 8 0,51 Aditiva LBM 8 0,26 Sinérgica 

        

 

 

VAN +  

AU-lipo 

LBM 1 0,30 Sinérgica  

 

VAN-lipo + 

AU-lipo 

LBM 1 0,69 Aditiva 

LBM 2 0,31 Sinérgica LBM 2 0,54 Aditiva 

LBM 3 0,25 Sinérgica LBM 3 0,50 Sinérgica 

LBM 6 0,27 Sinérgica LBM 6 0,45 Sinérgica 

LBM 8 0,25 Sinérgica LBM 8 0,25 Sinérgica 

        

 

 

VAN +  

β-lap 

LBM 1 0,50 Sinérgica  

 

VAN-lipo + 

β-lap 

LBM 1 0,50 Sinérgica 

LBM 2 0,50 Sinérgica LBM 2 0,50 Sinérgica 

LBM 3 0,26 Sinérgica LBM 3 0,50 Sinérgica 

LBM 6 0,50 Sinérgica LBM 6 0,50 Sinérgica 

LBM 8 0,50 Sinérgica LBM 8 0,50 Sinérgica 

        

 

 

VAN +  

β-lap-lipo 

LBM 1 0,31 Sinérgica  

 

VAN- lipo + 

β-lap-lipo 

LBM 1 0,51 Aditiva 

LBM 2 0,40 Sinérgica LBM 2 0,50 Sinérgica 

LBM 3 0,26 Sinérgica LBM 3 0,50 Sinérgica 

LBM 6 0,31 Sinérgica LBM 6 0,50 Sinérgica 

LBM 8 0,50 Sinérgica LBM 8 0,50 Sinérgica 
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três dos cinco isolados empregados no estudo e para os demais isolados mais uma vez foi 

observado indiferença na relação entre os citados antimicrobianos.  

Quanto à interação in vitro da VAN com a β-lap, foi observada uma relação sinérgica 

entre as referidas substâncias livres, e este perfil praticamente não se alterou quando uma ou 

ambas as substâncias ativas foram encapsuladas em lipossomas. No entanto, os menores 

valores de FICI foram obtidos quando se associou VAN com β-lap-lipo (FICI: 0,359), 

enquanto o FICI predominante nas demais combinações envolvendo estas duas substâncias foi 

de 0,5 (Tabela 2).  Os resultados obtidos estão de acordo com os de Macedo et al. (2013), os 

quais  avaliaram o tipo de interação in vitro existente entre β-lap e antibióticos β-lactâmicos, 

carbapenens e fluoroquinolonas (ampicilina, amoxicilina/ácido clavulônico, cefoxitina, 

ciprofloxacino e meropenem) frente a cinco isolados de MRSA. Estes pesquisadores 

observaram que houve sinergismo em quase todas as situações (FICIs: 0,346, 0,166, 0,375, 

0,384 e 0,224, respectivamente), com exceção da combinação β-lap + ciprofloxacina sobre 

um isolado e β-lap + cefoxitina frente a dois isolados, onde em ambos os casos a interação 

observada entre as referidas substâncias foi do tipo aditiva.  

Adicionalmente, outros pesquisadores tem relatado o uso da β-lap como promotor de 

melhoria na eficácia antibacteriana de fármacos empregados na clínica. Silva et al. (2009) 

analisaram a interação in vitro da β-lap com o tuberculostático  isoniazida. Estes ensaios 

foram realizados com isolados de Mycobacterium fortuitum e Mycobacterium smegmatis e 

utilizando o método kill-time. Observou-se que as citadas bactérias voltaram a crescer após a 

terapia antibacteriana quando se fez uso unicamente de isoniazida. Por outro lado, o uso da β-

lap concomitantemente a este fármaco propiciou uma atividade bactericida frente aos 

microrganismos utilizados no estudo.   

A associação da VAN com outros antimicrobianos tem efetivamente se destacado 

como potencial candidato para a superação de problemas como a diminuição da 

susceptibilidade a este fármaco referência. Isto tem despertado o interesse de alguns 

pesquisadores, fazendo-os avaliar a interação in vitro de VAN tanto com outros fármacos 

empregados na clínica quanto com produtos de origem natural que ainda estão em fase de 

pesquisa. Mahboubi e Bidgoli (2010) avaliaram a interação in vitro da vancomicina com o 

óleo essencial de Zataria multiflora, e também observaram sinergismo entre as referidas 

substâncias frente a 12 isolados clínicos e um padrão de S. aureus (FICI: 0,32 para MRSA). 

Por outro lado, You et al. (2000) investigaram a existência de sinergismo entre a vancomicina 

e arbecacina e a compararam com a interação in vitro da clássica associação vancomicina-

gentamicina frente a treze isolados de MRSA resistentes à gentamicina. A primeira 
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combinação expressou sinergismo em doze dos treze isolados testados, enquanto a segunda 

foi sinérgica para apenas sete isolados. Observa-se, então, que algumas das associações 

avaliadas no presente estudo parecem ser mais sinérgicas que a tradicional associação VAN + 

gentamicina, visto que algumas dessas associações (VAN + AU-lipo, VAN   β-lap e VAN + 

β-lap-lipo) foram sinérgicas sobre 100% dos isolados testados. 

Ensaios checkerboard complementares foram realizados visando verificar a 

existência de sinergismo entre AU e β-lap, tanto nas suas formas livres quanto encapsulados 

em lipossomas (Tabela 3). Neste estudo, foi observada uma interação sinérgica (FICI < 0,5) 

em ambas as combinações frente aos cinco isolados – com exceção da associação AU   β-lap 

frente ao isolado clínico LBM 02, a qual apresentou uma interação apenas aditiva. Até o 

presente momento não havia relatos na literatura dessa melhoria na atividade antimicrobiana 

das referidas substâncias ativas quando elas são utilizadas em combinação. De acordo com 

Macedo et al. (2013), diversos produtos de origem natural apresentam potencial opção 

terapêutica para o tratamento de infecções decorrentes da ação de MRSA. Adicionalmente, 

Nogueira et al. (2012) relataram que a associação entre substâncias com atividade 

antimicrobiana pode acarretar em diversos benefícios, tais como a prevenção do surgimento 

de microrganismos resistentes e a ampliação do espectro de ação da referida substâncias, além 

da própria melhoria da eficácia antibacteriana em decorrência do sinergismo. Deste modo, a 

associação de AU e β-lap consiste em uma potencial possibilidade terapêutica para o 

tratamento de infecções por MRSA. 
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Tabela 3. Interação in vitro entre β-lapachona e ácido úsnico livres e encapsulados em lipossomas frente a 

isolados de MRSA. 

 
FICI: Índice da Concentração Inibitória Fracionária; LBM: Laboratório de Microbiologia e Imunologia; β-lap: β-

lapachona; AU: ácido úsnico; β-lap-lipo: lipossomas contendo β-lapachona; AU-lipo: lipossomas contendo ácido 

úsnico. 

 

3.3.2 E-test 

Os resultados dos ensaios de sinergismo empregando o método epsilométrico 

modificado (E-test com substâncias antimicrobianas incorporadas no meio de cultura) estão 

dispostos da Tabela 4. Observa-se que os dados obtidos por este método confirmam a maior 

parte dos obtidos com o checkerboard, onde apenas sete das quarenta combinações do E-test 

(17,5%) não estão condizentes com o primeiro método. Este nível de concordância condiz 

com outros estudos que relatam a utilização de ambos os métodos de avaliação da interação in 

vitro entre antimicrobianos (WHITE et al., 1996; PÉRICHON et al., 2006; SOPIRALA et al., 

2010). Sopirala et al. (2010) encontrou cerca de 15% de divergência entre os resultados 

obtidos com os dois testes em questão, enquanto para White et al. (1996) essa divergência foi 

maior, correspondendo a aproximadamente 25%.  As combinações que divergiram com o 

checkerboard foram VAN + ½ CMI AU-lipo para o isolado LBM 08, VAN + ¼ CMI AU-

lipo para os isolados LBM 01 e 08, VAN   ½ e ¼ CMI β-lap para o isolado LBM 08, assim 

como VAN   ¼ CMI β-lap-lipo para os isolados LBM 01 e LBM 06. Todas as interações 

foram semelhantes nas duas concentrações sub-inibitórias empregadas, exceto VAN + AU-

lipo sobre o isolado LBM 01 e VAN   β-lap-lipo sobre os isolados LBM 01 e LBM 06, uma 

vez que estas combinações nas concentrações ½ CMI foram sinérgicas e nas concentrações ¼ 

CMI foram aditivas. Uma vez que neste método deve-se considerar a menor concentração das 

substâncias ativas B (AU, AU-lipo, β-lap e β-lap-lipo) que resultar na maior redução na CMI 

da VAN, então em ambos os casos a interação válida é a do tipo sinérgica. Essa diminuição de 

 

Combinação Isolados FICI 

Média Interação 

 

 

β-lap + AU 

LBM 01 

LBM 02 

LBM 03 

LBM 06 

LBM 08 

 

0,210 

0,515 

0,265 

0,210 

0,265 

Sinérgica 

Aditiva 

Sinérgica 

Sinérgica 

Sinérgica 

 

β-lap-lipo + 

AU-lipo 

LBM 01 

LBM 02 

LBM 03 

LBM 06 

LBM 08 

0,140 

0,140 

0,500 

0,140 

0,250 

Sinérgica 

Sinérgica 

Sinérgica 

Sinérgica 

Sinérgica 
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interação in vitro em alguns experimentos, na qual o efeito sinérgico passou a ser aditivo à 

medida que se reduz a concentração da substância ativa é aceitável na literatura (SOPIROLA 

et al., 2010).  
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Tabela 4. Interação in vitro entre VAN e AU, AU-lipo, β-lap e β-lap-lipo utilizando o método E-test modificado.  

CMI: Concentração Mínima Inibitória; LBM: Laboratório de Microbiologia e Imunologia; Int: interação in vitro; AU: ácido úsnico; AU-lipo: lipossomas contendo ácido 

úsnico; β-lap: β-lapachona; β-lap-lipo: lipossomas contendo β-lapachona. AMH: Agar Müeller-Hinton; S: sinergismo; A: aditivo.  

 

 

 

S. aureus 

 

CMI da vancomicina em µg/mL (média) 

 

 

AMH  

 

AMH + AU 

 

AMH + AU-lipo 

 

AMH + β-lap 

 

AMH + β-lap-lipo 

½ 

CMI 

Int ¼ 

CMI 

Int ½ 

CMI 

Int ¼ 

CMI 

Int ½ 

CMI 

Int  ¼  

CMI 

Int ½ 

CMI 

Int ¼ 

CMI 

Int 

LBM 01 0,5 0,12 A 0,12 A 0,06 S 0,12 A 0,06 S 0,06 S 0,06 S 0,12 A 

LBM 02 0,5 0,12 A 0,12 A 0,06 S 0,06 S 0,06 S 0,06 S 0,06 S 0,06 S 

LBM 03 1 0,12 S 0,12 S 0,12 S 0,12 S 0,12 S 0,12 S 0,12 S 0,12 S 

LBM 06 1 0,25 A 0,25 A 0,12 S 0,12 S 0,12 S 0,12 S 0,12 S 0,25 A 

LBM 08 1 0,25 A 0,25 A 0,25 A 0,25 A 0,25 A 0,25 A 0,12 S 0,12 S 
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4. CONCLUSÃO 

 VAN apresentou sinergismo com AU-lipo, β-lap e β-lap-lipo. Deste modo, ácido 

úsnico e β-lapachona encapsulados em lipossomas podem ser candidatos à melhoria da 

atividade antibacteriana do fármaco referência VAN, apresentando potencial utilização no 

combate às infecções por MRSA multirresistentes. Pesquisas adicionais, como ensaios em 

modelos animais, são necessárias para avaliar o efeito antimicrobiano in vivo destas 

associações com possível aplicação terapêutica. 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

5.1 CONCLUSÕES 

 

 A vancomicina apresentou sinergismo com AU-lipo, β-LAP e β-LAP-lipo contra 

isolados de MRSA multirresistentes; 

 AU-lipo, β-LAP e β-LAP-lipo podem ser candidatos à melhoria da atividade 

antibacteriana da vancomicina; 

 A encapsulação do ácido úsnico em lipossomas proporcionou melhoria na atividade 

antibacteriana deste composto liquênico frente a isolados clínicos de MRSA 

multirresistentes. 

 

5.2 PERSPECTIVAS 

 

 Realização de ensaios de kill time com as combinações cuja interação foi sinérgica; 

 

 Estudar o mecanismo de ação in vitro das associações de antimicrobianos utilizando 

microscopia eletrônica e citometria de fluxo; 

 

 Desenvolver lipossomas contendo co-encapsulação de vancomicina e β-lapachona 

bem como de vancomicina e ácido úsnico em concentrações que proporcionem 

interação sinérgica entre as referidas substâncias ativas; 

 

 Avaliar em modelos de infecção in vivo (animal) as combinações sinérgicas obtidas 

nos ensaios in vitro. 
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APÊNDICE 

 

 

APÊNDICE A - Esquema do método checkerboard 

 
 

Substâncias ou formulações A (substâncias ou formulações com concentração correspondente 

a 4x o valor da sua CMI): VAN e VAN-lipo (1º bloco de experimentos); β-lap e β-lap-lipo (2º 

bloco de experimentos). Substâncias ou formulações B (substâncias ou formulações com 

concentração correspondente a 2x o valor da sua CMI): AU, AU-lipo, β-lap e β-lap-lipo (1º 

bloco de experimentos); AU, e AU-lipo (2º bloco de experimentos). Primeiramente 

adicionou-se 95μL de caldo Müeller-Hinton (CMH) nos poços das placas de microdiluição.  

Posteriormente, foram adicionadas na última coluna 100 μL das soluções das substâncias ou 

formulações A, a partir da qual se fez diluição seriada até a segunda coluna. Por outro lado, na 

primeira linha se adicionou 100 μL das substâncias ou formulações B, após o qual foi 

realizada diluição seriada até a penúltima linha. Deste modo, a coluna 1 continha apenas 

substâncias ou formulações B e a linha H, apenas  substâncias ou formulações A. 

Subsequentemente, foram distribuídos 5 μL da suspensão de isolados clínicos de MRSA em 

cada poço das placas. O poço H1 foi utilizado como controle positivo. As placas foram 

incubadas a 37 °C por 24 h 
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APÊNDICE B - Esquema do teste epsilométrico (E-test) modificado 

 
Para o teste epsilométrico (E-test) modificado foram empregadas concentrações sub-

inibitórias das substâncias ou formulações B (AU, AU-lipo, β-lap e β-lap-lipo) 

correspondentes a ½ e ¼ das suas respectivas CMI, totalizando 40 combinações distintas.  

Após a obtenção dessas concentrações em agar Müeller-Hinton (AMH) ainda fluido, verteu-

se esses sistemas em placas de petri. Posteriormente, os inóculos ajustados foram semeados 

nas placas com meios de culturas estavam solidificados. As fitas de E-test contendo VAN 

(substância A) foram depositadas nas placas de Petri contendo AU, AU-lipo, β-lap ou β-lap-

lipo e em placas de AMH sem substâncias / formulações B (controle). As placas foram 

incubadas a 37°C por 18 h. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


