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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) representa a terceira neoplasia mais prevalente no Brasil e
no mundo. Dentre os varios agentes indutores do CCR, recentemente tem sido
relatada a associacdo da bactéria Escherichia coli, que, através da producdo da
genotoxina colibactina, induz danos nos enterdcitos e a producdo de células de
proliferacdo. Assim, uma estratégia terapéutica seria a terapia combinada entre
produtos naturais como o acido usnico (AU), e antibiéticos como a ceftazidima (CAZ).
Os lipossomas séao relatados como uma forma de veicular esses farmacos e sobrepor
as limitacdes de sua admnistracdo. Além disso, a fim de viabilizar a administracao
desses lipossomas por via oral, esses nanocarreadores podem ser revestidos pela
quitosana. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver, caracterizar
e avaliar a atividade antibacteriana e antibiofiime da CAZ eAU encapsulados em
lipossomas revestidos com quitosana (Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui
e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui) frente a E. coli indutora de CCR. Inicialmente, os
lipossomas foram preparados através do método de hidratacdo do filme lipidico
seguido por sonicacdo e com revestimento com quitosana através da técnica drop-
wise. Eles foram caracterizados quanto ao tamanho de particula (&), indice de
polidispersdo (PDI), potencial zeta (), pH e eficiéncia de encapsulacao (%EE), além
das caracterizacdes fisico-quimicas atraves de difracdo de raio X (DRX),
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TGA). A estabilidade das
formulaces em dispersao foi avaliada por um periodo de 120 dias, assim como por
120 minutos em pH gastrointestinais simulados. A concentracdo inibitéria minima
(CIM) e a concentragao bactericida minima (CBM) foram determinadas pelo método
de microdiluicdo em caldo seguindo o protocolo do Clinical and Laboratory Standards
Institute frente as cepas de E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC 13846 e E. coli H10407,
enguanto os ensaios antibiofilme foram realizados pelo método de cristal violeta. Lipo-
CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui
apresentaram @ entre 116,5 £ 5,3 e 240,3 + 3,5 nm, PDI abaixo de 0,5, C entre +16,4
+0,6 e +28 + 0,8 mV, pH entre 5 e 5,2, %EE de 51,5 £ 0,2% para a CAZ e 99,94 +

0,1% para AU. Além disso, todos os lipossomas desenvolvidos se mostraram estaveis



em pH gastrico e intestinal simulados e por um periodo médio de 120 dias. As
caracterizagfes por DRX, FTIR, DSC e TGA indicaram intera¢des quimicas entre os
componentes da formulacao, encapsulacéo dos farmacos e estabilidade térmica dos
lipossomas. As analises microbiologicas de Lipo-CAZ-Qui e Lipo-AU-Qui
demonstraram atividade antibacteriana, além de inibicdo da formacédo de biofilmes e
do biofilme pré-formado de E. coli, contudo, as formulac¢des Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-
CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui apresentaram potencializacdo nessas atividades em
decorréncia da coencapsulacdo ou a combinacdo das formulacdes. Portanto, 0s
lipossomas apresentam caracteristicas com a potencial para administracdo oral in
vivo, em futuras aplicacdes na terapia antibacteriana e antibiofilme frente a bactérias
indutoras de CCR. Futuros ensaios de farmacocinética e farmacodinamica podem ser
realizados a fim de elucidar qual das formulagdes tem melhor desempenho in vivo,

bem como comprovar a eficacia do nanossistemas desenvolvidos.

Palavras-chave:  Nanocarreadores lipidicos; Polimeros;  Enterobactérias;
Carcinogénese.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) represents the third most prevalent neoplasm in Brazil and
worldwide. Among the various agents inducing CRC, the association of the bacterium
Escherichia coli has recently been reported, which, through the production of colibactin
genotoxin, induces damage to enterocytes and the production of proliferating cells.
Thus, a therapeutic strategy would be the combination therapy between natural
products such as usnic acid (AU) and antibiotics such as ceftazidime (CAZ).
Liposomes are reported as a way of delivering these drugs and overcoming the
limitations of their administration. Furthermore, in order to facilitate the oral
administration of these liposomes, these nanocarriers can be coated with chitosan. In
this sense, the objective of the present work was to develop, characterize and evaluate
the antibacterial and antibiofilm activity of CAZ e AU encapsulated in chitosan-coated
liposomes (Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui, and Lipo -CAZ-Qui + Lipo-
AU-Qui) against CCR-inducing E. coli. Initially, the liposomes were prepared using the
lipid film hydration method followed by sonication and coated with chitosan using the
drop-wise technique. They were characterized in terms of particle size (9),
polydispersity index (PDI), zeta potential ({), pH, and encapsulation efficiency (%EE),
in addition to physicochemical characterizations through X-ray diffraction (XRD),
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC)
and thermogravimetry (TGA). The stability of the dispersion formulations was
evaluated for a period of 120 days, as well as for 120 minutes in simulated
gastrointestinal pH. The minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (MBC) were determined by the broth microdilution method
following the protocol of the Clinical and Laboratory Standards Institute against strains
of E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC 13846, and E. coli H10407, while the antibiofilm
assays were performed by the crystal violet method. Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-
CAZ-AU-Qui and Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui presented & between 116.5 + 5.3 and
240.3 £ 3.5 nm, PDI below 0.5, ¢ between +16.4 £ 0.6 and +28 + 0.8 mV, pH between
5 and 5.2, %EE of 51.5 £ 0.2% for CAZ and 99.94 + 0.1% for AU. In addition, all
developed liposomes were stable in simulated gastric and intestinal pH and for an
average period of 120 days. Characterizations by XRD, FTIR, DSC, and TGA indicated



chemical interactions between the components of the formulation, drug encapsulation,
and thermal stability of the liposomes. The microbiological analyzes of Lipo-CAZ-Qui
and Lipo-AU-Qui showed antibacterial activity, in addition to inhibiting the formation of
biofilms and the preformed biofilm of E. coli. However, the formulations Lipo-CAZ-AU-
Qui and Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui showed potentiation in these activities as a result
of coencapsulation or the combination of formulations. Therefore, liposomes have
characteristics with the potential for oral administration in vivo in future applications in
antibacterial and antibiofilm therapy against RCC-inducing bacteria. Future
pharmacokinetic and pharmacodynamic assays can be performed in order to elucidate
which of the formulations has the best performance in vivo, as well as to prove the

efficacy of the developed nanosystems.

Keywords: Lipid nanocarriers; Polymers; Enterobacteriaceae; Carcinogenesis.
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1 INTRODUCAO

O céncer de célon e reto, também denominado como cancer de intestino ou
colorretal (CCR), é uma neoplasia que se desenvolve em regides do intestino grosso.
Esse cancer representa aproximadamente 10,2% dos indices de neoplasias em todo
0 mundo, e, de acordo com estimativas da Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer, os indices de mortalidade estimados em 881 mil 6bitos por ano (DURAES et
al., 2020; WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). No Brasil, de acordo com dados
mais recentes obtidos na plataforma online do Instituto Nacional de Cancer (INCA), o
CCR é a terceira neoplasia mais comum nos homens e segunda nas mulheres, e
conforme descrito na estimativa de casos para 2020, serdo diagnosticados 41.010
novos casos, sendo 20.540 nos homens e 20.470 casos nas mulheres. E o segundo
tipo de cancer mais incidente e o terceiro que mais causa 6bitos no Brasil (INCA,
2020).

As bactérias da microbiota intestinal podem estar relacionadas ao
desenvolvimento de carcinogénese. Nesse sentido, a Escherichia coli € isolada
frequentemente de pacientes com CCR e individuos sadios, entretanto, s&o
encontradas cepas mais patogénicas em pacientes com CCR se comparadas com as
cepas de pacientes saudaveis (BUTT et al.,, 2021). E. coli faz parte da familia
Enterobacteriaceae, e € uma bactéria anaerébica facultativa, Gram-negativa e movel.
Algumas cepas dessa bactéria, como as enterotoxigénicas, sdo produtores de
biofilme, mediados pelo locus tib para adesdo e invasdo celular, sendo este um
importante fator de viruléncia no desenvolvimento da resisténcia a antibitticos, que,
aumenta a aderéncia da E. coli aos tecidos provocando persisténcia das infecgbes
(JULIE et al., 2021).

Existem evidéncias que sugerem um modelo nomeado como “motorista-
passageiro”, o qual aponta que bactérias, como cepas genotdxicas de E. coli, uma
bactéria encontrada na microbiota intestinal, podem induzir um efeito citopético
especifico conhecido como megalocitose. Essa megalocitose acontece devido a uma
ilha gendmica especifica, chamada de ilha de policetideo sintetase (pks), responsavel
pela expressdo da genotoxina colibactina (clb). A clb induz quebras na dupla fita do
DNA, ocasionando instabilidade cromossémica, parada do ciclo celular,
acompanhada de secrecdo de mediadores inflamatorios e fatores de crescimento,

promovendo, assim, a proliferacdo celular, fatores esses que contribuem de forma



16

significativa na carcinogénese do CCR (LUCAS et al., 2020; MOHAMED et al., 2021;
SADECK] et al., 2021).

Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias terapéuticas se faz necessario
a fim de evitar a iniciacdo e progressdo do CCR causado por bactérias Gram-
negativas, sendo a utilizacao de antibiéticos uma proposta com potencial de aplicacéo
(HATTORI et al., 2019). Uma classe importante de antimicrobianos utilizada para o
tratamento de infeccbes ocasionadas por bactérias Gram-negativas sdo as
cefalosporinas. A ceftazidima (CAZ), cefalosporina de terceira geracéo, tem espectro
de acao frente a E. coli. Entretanto, em decorréncia da sua caracteristica catibnica e
sua alta polaridade, sua absorcao é reduzida pelo trato gastrointestinal, resultando em
uma baixa biodisponibilidade quando administrada por via oral (POGUE; BONOMO;
KAYE, 2019; NGUYEN et al., 2021).

Terapias combinadas representam uma alternativa no tratamento de doencas
bacterianas, sendo empregadas com o objetivo de aumentar a poténcia e, por
consequéncia, 0 sucesso terapéutico. Produtos naturais apresentam potencial de
atuacdo em sinergia com medicamentos convencionalmente empregados na
terapéutica, reduzindo assim a dose necesséaria para atingir o efeito desejado e
ocasionando reducéo dos efeitos colaterais (VASCONCELOS et al., 2020; MIETHKE
et al., 2021).

Nesse contexto, o acido usnico (AU) representa um dos compostos em
potencial para esse objetivo. AU € um produto oriundo do metabolismo secundario de
liqguens, apresentando diversas atividades farmacolégicas tais como antibacteriana,
antiviral, antifingica, antiinflamatéria, analgésica, assim como potencial de inibicdo de
biofilmes bacterianos (FERRAZ-CARVALHO et al., 2016; COSTA et al.,, 2020).
Entretanto, apesar de promissor, 0 AU apresenta baixa solubilidade aquosa com a
formacdo de agregados cristalinos, assim como hepatotoxicidade, dificultando sua
aplicacéo na clinica (FRANCOLINI et al., 2019; BATTISTA et al., 2020).

Portanto, se faz necessario o desenvolvimento de uma alternativa que reduza
0 potencial téxico da ceftazidima e do &cido usnico, bem como o melhoramento de
suas propriedades farmacoldgicas (AGHDAM et al., 2019). Logo, uma alternativa
viavel, é a utilizacdo de sistemas de liberacéo controlada (SLCs), pois esses sistemas
possibilitam uma terapéutica eficiente e segura para a administracdo de farmacos,
com a redugéao dos efeitos colaterais. Dentre 0os nanosistemas utilizados como SLCs
os lipossomas se destacam (HERNANDEZ; SHUKLA, 2022).
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Os lipossomas séo definidos como vesiculas aquosas circundadas por uma ou
mais bicamada lipidica. Eles sdo biocompativeis, biodegradaveis e possuem baixa
toxicidade. Devido a sua natureza anfifilica, estes tém a capacidade de incorporar
tanto farmacos hidrofilicos no seu compartimento aquoso, como hidrofébicos na
bicamada lipidica (WILLIAM et al., 2020; MOKDAD et al., 2022). Desta forma, a
encapsulacdo de farmacos em lipossomas, protegem os mesmos da degradacao
fisiolégica, como as causadas por intermédio de enzimas, solucdes alcalinas, sais
biliares, microbiota intestinal, radicais livres, oxidacéo e degradacdo (AJEESHKUMAR
et al., 2021). Contudo, os lipossomas sdo sensiveis ao pH estomacal, desta forma,
quitosana € uma op¢do de molécula de revestimento para possibilitar sua utilizagao
por via oral (ZHOU et al., 2018; DONG et al., 2022).

A gquitosana é um polissacarideo natural composto por glucosamina e N-acetil
glucosamina, obtida por desacetilacdo parcial da quitina das conchas de crustaceos e
insetos (ALAVI; HAERI; DADASHZADEH, 2017; COLINO et al., 2022). A propriedade
cationica desse polissacarideo € utilizada em virtude da bioadeséao,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Assim, o revestimento do lipossoma pela
quitosana pode melhorar a absor¢do do farmaco no intestino através de uma
administrac@o via oral, além de aumentar a distribuicdo do farmaco nas células
bacterianas. Até onde se sabe, esse é o primeiro trabalho que realizou a encapsulacéo
da CAZ e AU em lipossomas revestidos com quitosana, sendo, assim, pioneiro na
area (SENEL; YUKSEL, 2020; HAMEDI et al., 2022).

Portanto, o objetivo deste trabalho é desenvolver, caracterizar e avaliar a
atividade antibacteriana da ceftazidima e acido Usnico encapsulados em lipossomas
revestidos com quitosana frente a bactérias que induzem o cancer colorretal. Assim,
sugere-se que o sistema proposto pelo presente estudo, possa ser utilizado em
pacientes com bidpsia positiva para CCR, com a presenca de E. coli pKs positiva,
como preé-terapia antineoplasica, através de administracao por via oral. Logo, 0 uso
dessa estratégia terapéutica poderia proporcionar uma necesséria inovagao

terapéutica para a prevencao de CCR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar um sistema lipossomal revestido por quitosana
encapsulando a ceftazidima e acido Usnico revestidos com quitosana para avaliacdo
da atividade antibacteriana e antibiofilme frente a bactérias que induzem o cancer

colorretal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver lipossomas revestidos com quitosana encapsulando ceftazidima (Lipo-

CAZ-Qui), acido asnico (Lipo-AU-Qui);

e Coencapsular ceftazidima e acido usnico em lipossomas revestidos com quitosana
(Lipo-CAZ-AU-Qui);

e Caracterizar os Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui e Lipo-CAZ-AU-Qui;

e Avaliar a estabilidade das formulacbes em pH gastrointestinal simulados;

e Avaliar a estabilidade das formulacdes apds armazenamento;

e Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme dos Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui e
Lipo-CAZ-AU-Qui;



19

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CANCER COLORRETAL

Cancer colorretal (CCR), também nomeado como cancer de intestino e reto,
representa uma das neoplasias malignas mais diagnosticadas em todo o mundo
(BRAY; STEWART; WILD, 2014; DUDLEY et al.,, 2016). Mutacdes genéticas e
instabilidade cromoss6mica estimulam a displasia e hiperplasia de células que
compdem o epitélio do colon. No ponto de vista genético, uma vez que as proteinas
de reparo de incompatibilidade encontram-se ausentes ou disfuncionais, as etapas de
correcdo de erros de insercdo e delecao de nucleotideos durante o processo de
replicacdo do DNA séo prejudicadas. Em grande parte dos casos, esses erros
representam o0 evento inicial na carcinogénese, resultando, assim, no
desenvolvimento do cancer (THOMAS; LEAL; OVERMAN, 2020; DU et al., 2021).

Nesse contexto, as células-tronco presentes na regido da cripta das
microvilosidades intestinais, passam por processos que impedem a apoptose celular,
evoluindo para a formacao de pélipos, adenocarcinomas e o cancer propriamente dito,
que, posteriormente, sdo estimuladas a angiogénese na regido tumoral e invaséo de
tecidos secundarios dando inicio a metastase (Figura 1) (TJALSMA et al., 2012,
CAVESTRO et al., 2018; FAROOQI et al., 2019). Particularmente, as metastases sao
significativamente altas em pacientes com CCR, sendo esta a principal causa de
morte por esse tipo de cancer (HASSANZADEH; ARBABI; ROSTAMI, 2021).

Adenocarcinoma
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Figura 1. Progressao do cancer colorretal. Adaptado de: THRUMURTHY et al.,
2016.
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Alguns fatores sdo considerados de risco para o CCR, atribuidos,
principalmente, ao “estilo de vida ocidental”, como a obesidade, etilismo, tabagismo e
alto consumo de carne vermelha. Contudo, estes sdo completamente passiveis de
modificacdo através do consumo de vegetais, frutas e fibras, assim como a pratica de
atividades fisicas (DEKKER et al., 2019; BURTIN; MULLINS; LINNEBACHER, 2020).
Além dos fatores modificaveis, fatores genéticos estdo fortemente relacionados com
o desenvolvimento do CCR, onde mais de 5% sdo causadas por sindromes origem
hereditaria, tais como a polipose adenomatosa familiar e a sindrome de Lynch
(JASPERSON et al., 2010; BRAY et al., 2018).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer, em 2020, estimou que este
cancer seria diagnosticado em 1,8 milhdo de pessoas em todo o mundo, com
mortalidade aproximada de 881.000 (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). No
Brasil, por sua vez, o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estimou que, no mesmo
ano, foram diagnosticados 41.010 novos casos, sendo, destes, 20.540 em pacientes
do género masculino e 20.470 no feminino, representando o terceiro tipo mais
diagnosticado em ambos os géneros, ficando apenas atras do cancer de prostata e
mama feminina (INCA, 2020).

Apesar dos altos indices de detec¢cdo do CCR, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) aponta que as taxas de sobrevivéncia tém aumentado ao longo do
tempo, especialmente em paises desenvolvidos como a Australia, Canada, Reino
Unido e Estados Unidos da América, através da incorporacéo de praticas preventivas,
como a deteccgdo precoce e estimulo de adocao de estilos de vida saudaveis (WCRF,
2018). Enquanto isso, em paises subdesenvolvidos como a Tailandia, Turquia, Costa
Rica, Equador e Brasil, hA um aumento na incidéncia, especialmente atribuidos a ma
distribuicdo de renda e deficiéncias evidenciadas nos servicos de saude (FOREMAN
et al., 2018).

O CCR, no entanto, continua ainda financeiramente oneroso, com custos
anuais estimados em valores superiores a US $ 18 bilhdes, afligindo de forma
desproporcional os diversos paises. Os valores individuais que incluem os custos
ambulatoriais e terapéuticos, nos EUA, variam de US $ 8.125 a US $ 328.601 mil,
onde a variacao é baseada de acordo com a escolha terapéutica a ser realizada, assim
como a necessidade de intervencdes cirurgicas (DEGELING et al., 2020; TRAN et al.,

2021). No Brasil, o contexto nao é diferente, segundo os ultimos dados liberados pelo



21

Ministério da Saude, o tratamento cirdrgico e ambulatorial em média para os pacientes
diagnosticados com CCR no estadiamento | é de R$ 4.033,24 e pode chegar a R$

78.970,21 com quimioterapia e radioterapia no estadiamento Il (OO, 2016).

Além dos fortes impactos econdmicos para 0s servi¢cos de salde e sistemas de
saude, como o Sistema Unico de Saude (SUS) no Brasil, a descoberta de um cancer
repercute de forma negativa no paciente (UYL-DE GROOT et al.,, 2018). Com a
progressao do cancer, todo o estado de saude do paciente é alterado, uma vez que
sao utilizadas abordagens terapéuticas que produzem diversos efeitos colaterais, e,
além disso, os desgastes a nivel de salude mental sdo frequentemente relatados,
especialmente os relativos ao sentimento de morte iminente — ja que a sobrevida
média varia de 1,21 a 9,38 anos (CHU et al., 2019; MCGEECHAN et al., 2021).

Os fatores que estdo associados ao desenvolvimento e progressao do CCR
sdo amplamente estudados, onde duas grandes classificacfes sdo sugeridas como
as principais: 1) associado a colite, sendo este sempre relacionado com a doenca
inflamatoria intestinal, e 1) esporadico, que ndo apresenta correlacdo hereditéria,
atribuido aos fatores indutores ambientais, tais como tabagismo, obesidade e
alimentacao pobre em fibras (GAO et al., 2017; ZOU; FANG,; LEE, 2018).

Mais recentemente, estudos relataram a associacdo de microrganismos da
microbiota intestinal como agentes na iniciagdo, desenvolvimento e/ou progressao do
CCR(HELMINK et al., 2019).

3.2 MICROBIOTA INTESTINAL E CCR

A microbiota humana, em um estado de saude, consiste em mais de 30 trilhGes
de microrganismos, incluindo virus, leveduras e bactérias, assim estes representam
cerca de até 3% do nosso peso corporal. No trato intestinal isso ndo é diferente,
diversas comunidades microbianas se encontram nesse local, os quais abrigam genes
responsaveis pela codificacdo de diversas enzimas e metabdlitos, que apresentam

papel fundamental na digestao e absorcéo de nutrientes da dieta (RUAN et al., 2020).

Estudos indicam que bactérias dos géneros Streptococcus, Prevotella,

Veillonella, Fusobacterium, Escherichia, Klebsiella e Citrobacter sdo abundantes e
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comuns na regido que compreende o duodeno, jejuno e ileo (SHETTY et al., 2017).
Vaspapolli e colaboradores (2019) descreveram que a regido do duodeno abriga
géneros semelhantes ao observado no estdmago, com a prevaléncia de
Enterobacteriaceae, Leptorichiaeceae, Veillonellaceae e Pseudomonadaceae,
enquanto no ileo a composicdo € semelhante a do colon, apresentando
Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae, Ruminococcaceae,

Enterobacteriaceae e Bacteroidaceae.

No célon, os filos bacterianos presentes sdo Bacteroidetes, Firmicutes,
Verrucomicrobia, Proteobacteria e Actinobacteria, com diferencas pouco relevantes
ao longo da sua extensédo. A diferenca principal entre o intestino delgado e grosso
refere-se a camada de muco, a qual exclui fisicamente algumas bactérias e contém
mais células imunolégicas. Apesar disso, microrganismos capazes de utilizar mucina
como Akkermansia, Ruminococcus e algumas espécies de Bacteroides conseguem
se multiplicar nesse ambiente (HALL et al., 2017; SHETTY et al., 2017).

Em um estado normal de salde do individuo, a barreira produzida pela mucosa
intestinal é integra, e, com isso, separa a microbiota das células do sistema imune.
Contudo, em um estado patoldgico, esta barreira é rompida, favorecendo, assim, o
surgimento de doencas intestinais como o CCR (ALHINAI et al., 2019). Assim, alguns
metabdlitos e toxinas produzidas por esses agentes desempenham papel fundamental
no desenvolvimento do CCR, j4 que interagem com o metabolismo, imunidade e
integridade dos enterdcitos (Figura 2) (SAUS et al., 2019).

No ponto de vista imunolégico, apdés a colonizacdo dos enterdcitos por
bactérias da microbiota, é desenvolvido um estado de disbiose, que pode ser definida
como a ruptura da homeostase causada por um desequilibrio da microbiota intestinal.
A disbiose estimula a producao de interleucinas como a IL-17A, IL-6, IL-8 e IL-22, que
induzem a proliferacdo de células neoplasicas por meio da ativagdo secundaria do
fator nuclear kB, e, assim auxiliam na iniciacdo do CCR (ZACKULAR et al., 2013;
SONG et al., 2018).
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Figura 2. Associagao da microbiota e o CCR. Fonte: Adaptado de SOUZA; BRELAZ-
DE-CASTRO; CAVALCANTI, 2022.

Nesse contexto, € descrito que diversas espécies bacterianas sao
frequentemente isoladas de biopsias de pacientes com CCR, tais como
Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragillis e cepas de Escherichia coli. Algumas
das justificativas que associam esses microrganismos ao CCR sao a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e toxinas, que ocasionam danos na barreira
epitelial, induzem a inflamacao, e, por consequéncia, danos aos enterdcitos (SONG
et al., 2018; SAUS et al., 2019).

E. coli é descrita como uma das espécies mais identificadas em individuos com
CCR. E, ainda que esta hormalmente apresente caracteristicas comensais, a partir da
década de 1940 foram relatados o surgimento de cepas patogénicas, responsaveis
pelo desenvolvimento de infecgdes intestinais e extra-intestinais, assim como foi
sugerida a sua associacdo com o CCR (JIN et al., 2016; TANG et al., 2020).

Estudos filogenéticos indicaram que E. coli pode ser subdivida em quatro
grupos, A, B, B2 e D, contudo, apenas cepas do grupo B2 abriga um operon sintase
de peptideo néo ribossémico, policetideo hibrido (pKs), de 54 kb, responsavel pela
producdo da genotoxina colibactina. Relata-se que as cepas pKs+ estdo presentes
em cerca de 20% dos individuos categorizados como saudaveis, 40% dos com
doenca inflamatoria intestinal e 67% dos com CCR (BUC et al., 2013; BOSSUET-
GREIF et al., 2018; DEJEA et al., 2018).



24

Uma vez secretada, a colibactina exerce um efeito citotoxico frente aos
enterocitos dos hospedeiros. Esse efeito ativa a via de sinalizagdo, causando danos
no DNA através de quebras de cadeias duplas, producdo de espécies reativas de
oxigénio, que, posteriormente, levam a parada do ciclo celular, seguida pela morte
celular, desempenhando um papel significativo no CCR (Figura 3) (BABAEI et al.,
2020; IYADORAI et al., 2020).
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Figura 3. Atividade da carcinogénica da colibactina na mucosa intestinal. Fonte:
Adaptado de JULIE et al., 2021.

Além do efeito genotdoxico da colibactina, essas bactérias induzem a
senescéncia celular, através da producéo de fatores de crescimento, que acarretam
crescimento tumoral e secrecdo de mediadores inflamatdrios que promovem a
proliferacdo de células adjacentes (LOPES et al., 2020). Também é possivel que o
microambiente imunoldgico da regido tumoral seja afetado, através da reducdo de
células T CD3* (JULIE et al., 2021).

Propbe-se, também, que os biofilmes produzidos por E. coli, que representam
associacOes de bactérias revestidos por uma matriz de exopolissacarideo, exibem
potencial de invadir a camada mucosa do célon, formando ambientes favoraveis para
o desenvolvimento de bactérias, que em associa¢ao possam conduzir o estagio inicial
e a progressao da carcinogénese (DREWES et al., 2017; MIRZAEI et al., 2020).
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Contudo, as abordagens atuais para o tratamento do CCR consideram apenas
as terapias convencionais, como a radioterapia, quimioterapia e imunoterapia (XIE;
CHEN; FANG, 2020).

3.3 TRATAMENTO CONVENCIONAL PARA O CCR

Tendo como base os avangos crescentes na terapia contra o cancer, o tempo
de sobrevida tem aumentado consideravelmente. Dessa forma, no CCR, a primeira
abordagem consiste na remocao, por meio de cirurgia, dos tumores que estao
localizados em toda a extensdo do intestino, podendo também ser aplicada as
metéstases (DEJEA et al., 2018; XIE; CHEN; FANG, 2020).

Cerca de 25% dos individuos acometidos com CCR apresentam focos de
metastase no momento da admissao no servico hospitalar, contudo, apenas 15%
permanecem vivos ap0s 5 anos da remissao tumoral. Assim, podem ser utilizadas
alternativas que possam evitar o crescimento e a disseminagao para outros tecidos,
onde a quimioterapia, radioterapia e imunoterapia sdo amplamente aplicadas para
esses fins (ZHAO et al., 2017; JINGU et al., 2018; SVEEN, KOPETZ, LOTHE, 2020).

3.3.1 Radioterapia

A radioterapia consiste em uma das principais e mais antiga abordagem para
remissdo do tumor de CCR, sendo empregada com ou sem associacdo de
guimioterapia e radioterapia, aplicada em até 50% dos pacientes com diagndstico
positivo para essa neoplasia. Nessa técnica sao empregados fotons de alta energia,
com particulas carregadas com prétons e ions de carbono, dotados de capacidade de
penetracdo nas células neoplasicas, induzindo a morte celular. A partir de sua
utilizacdo sao induzidos danos acelerados ao DNA e a producgéo de radicais livres
(RUYSSCHER et al., 2019).

De modo geral, seu mecanismo de acdo € dividido em duas grandes
categorias, sendo elas: 1) Agao direta, onde a ionizagdo absorvida causa perda de
elétrons, induzindo, assim, a quebra de ligacéo e induzindo mudancas funcionais em

DNA, proteinas e outras macromoléculas celulares; e IlI) A¢éo indireta, cuja energia
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emitida interage com a agua presente nas células, que ap0s ionizacdo produzem
radicais livres (Figura 4) (SREEDHAR et al., 2013; HOSOYA; MIYAGAWA, 2014;
DOWLATH et al., 2021).
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Figura 4. Mecanismo de ac¢éo da radioterapia. A radiacdo ionizante empregada na
radioterapia danifica diretamente o DNA e também danifica o DNA por efeitos
indiretos clivando as moléculas de agua para gerar espécies reativas de oxigénio
(ROS), e entao, estes danificam o DNA. Fonte: Adaptado de WANG et al., 2018.

No passado, a sua utilizacao era restrita ao tratamento pré-cirdrgico, uma vez
gue reduzindo o volume tumoral haveria maior facilidade para sua remocdo cirurgica.
Porém, por volta dos anos 2000, a mesma passou a ser empregada como adjuvante
no poés-cirdrgico, pois estudos indicaram que houve um aumento de até 38% da
sobrevida do paciente (TORRE et al., 2015; HAFNER; DEBUS, 2016).

A partir disso, novas estratégias foram desenvolvidas a fim de aumentar a sua
eficacia e ocasionar reducdo potencial da sua toxicidade. Para isso, foram utilizadas
técnicas de contato como a braquiterapia endorretal e estereotaxica corporal, e, a
mais atualmente, técnicas de conformacéo tridimensional (DROGE et al., 2015;
RIJKMANS et al., 2017; ITO et al., 2020).

A braquiterapia endorretal € a modalidade que a radiacéo é aplicada de forma
direta no tumor através da introducéo direta na cavidade afetada, cuja utilizagédo se da
em virtude da permissibilidade a uma maior penetracdo de dose e passivel de

utilizagdo em tumores com maiores extensdes, independente do estadiamento
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(RIJKMANS et al., 2017). A estereotaxica corporal, por sua vez, é exclusiva para
tumores recorrentes localizados na pelve, possuindo, também, capacidade de
aplicacao de altas doses (DAGOGLU et al., 2015).

Por fim, a modalidade mais atual e amplamente aplicada € a de conformacao
tridimensional, uma vez que esta possibilita localizar o sitio tumoral e realizar diversas
andlises com o propésito de avaliar qual a melhor dose a ser empregada, por
intermédio de andlises de planejamento 3D e histogramas volume/dose (TAM; WU,
2019). Nesse sentido, € possivel que sejam preservados 0rgao e tecidos saudaveis
situados nas imediag6es do tumor (DROGE et al., 2015). Todavia, apesar da sua
ampla utilizag&o na prética clinica relacionada ao CCR, é inegavel a toxicidade dessa
modalidade, visto que sdo comuns relatos de efeitos colaterais como sensibilizacédo
da pele e esfincter anal e do trato urinario, danos hematolégicos, dispareunia e secura
vaginal (KULU et al., 2016; ITO et al., 2020).

Ainda que existam poucos estudos que fundamentem de forma concreta a
relacdo observada entre a microbiota intestinal e a radioterapia, considera-se que a
presenca dos efeitos colaterais possa levar a danos no tecido intestinal, expondo os
microrganismos aos tecidos e aumentando a resposta inflamatéria, a soma desses
fatores podem levar a formacdo de um novo sitio tumoral (FERREIRA et al., 2014;
KAZMIERCZAK-SIEDLECKA et al., 2020).

3.3.2 Quimioterapia

Os quimioterapicos representam 0s medicamentos que atuam como
antineoplasicos, que geralmente exercem interferéncias no ciclo de multiplicacéo
celular, com mecanismos de acg&o diversos, contudo 0s mais comuns sdo os de
inibicdo da mitose e replicacdo do DNA, bem como atuacdo direta como agente
citotoxico (SVEEN, KOPETZ, LOTHE, 2020). Os objetivos gerais de sua utiliza¢cao sao
reduzir o risco de recorréncia local, reduzir o tumor ou, ainda, aumentar a possibilidade
de remocado cirurgica, a fim de prolongar a sobrevida dos pacientes (ZANG et al., 2017,
SUO et al., 2021).
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Nesse sentido, os medicamentos atualmente empregados na terapia do CCR
séo os derivados da platina (oxaplatina), antimetabdlitos (5-fluoracil; 5-FU) e inibidores
da topoisomerase (irinotecan) (Figura 5) (IVESON et al., 2018). As diretrizes atuais
preconizam a infusdo intravenosa de 5-FU + leucovorina (LV), capecitabina e
oxiplatina (XELOX) ou, ainda, oxaplatina, 5-FU e LV (FOLFOX), como tratamentos de
primeira linha, uma vez que foi demonstrado aumento da eficicia terapéutica e
aumento da sobrevida global em até 14,7 meses (ZHANG et al., 2017; PIAWAH,
VENOOK, 2019).

Agertes de kgaclo ac DNA INRIGOT TRCTOMUENACE
[parada da smtese de DNA) | ERAC 305 COMpOnemas
AQemies HQUISMINE. 2RDONCOE necessanas para Gvisso
anfilumorass. COMPosios e plating cordan)

Antmetabdinos
(Blogue da sintese de DNA)
Mototrexado. arstiopring, &-MP, 676G, 5FU

Figura 5. Atividades dos agentes quimioterapicos antineoplasicos em relacéo a fase
do ciclo celular. Em destaque o mecanismo de a¢édo de antimetabdlitos como o 5-
FU. Fonte: GUERREIRO et al., 2015.

Contudo, as escolhas terapéuticas sdo realizadas de modo em que todo o
estado de saude do paciente seja avaliado, isto é, os exames clinicos e achados
laboratoriais, dada a toxicidade de sua utilizacdo. Além dos efeitos toxicos, a
quimioterapia, ainda esté associada a baixa eficacia terapéutica, resisténcia e, ainda,
baixa seletividade local-especifica (KAFATOS et al., 2017; JANES et al., 2018).

Os efeitos antitumorais de agentes quimioterapicos como 5-FU e oxiplatina
podem ser modificados por acdo da microbiota intestinal, incluindo alteracées no
metabolismo, degradacdo enzimatica, aumento da toxicidade e resisténcia,
interferindo diretamente na eficacia terapéutica, implicando no prognéstico do
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paciente em tratamento antineoplasico (GELLER et al., 2017; YU et al., 2017; YIXIA
et al., 2020). Portanto, considerar a microbiota como um local de intervencéo
terapéutica, pode melhorar a evolugcdo dos pacientes com CCR durante a
quimioterapia (TIWARI et al., 2018).

3.3.3 Imunoterapia

Frente as limitacbes observadas nos regimes terapéuticos convencionais,
como a radioterapia e a quimioterapia para CCR com presenca de metastase e
reicidivas, as pesquisas evoluiram para desenvolvimento de alternativas que
pudessem apresentar ampliacdo na seletividade e eficacia terapéutica (LEE; TAN;
OON, 2018). Assim sendo, a industria farmacéutica através das técnicas de

biotecnologia, desenvolveram os anticorpos monoclonais (XIE; CHEN; FANG, 2020).

Esses agentes atuam especificamente nas células tumorais, por meio de
mecanismos que incluem a inibicdo da proliferacao, migracao e diferenciagéo celular,
sendo sua distribuicdo facilitada através dos vasos sanguineos desenvolvidos no
processo de angiogénese tumoral, assim como pela interacdo com as células do

sistema imunoldgico (TIWARI et al., 2018).

Contudo, essa escolha terapéutica é apenas aprovada para pacientes cujo
tumor tem por caracterizagdo o fenétipo de alta instabilidade de microssatélites (MSI-
H), que representam sequéncias de DNA repetidas as quais estdo espalhadas por
todo o genoma (ASHKTORAB et al., 2016; VIALE et al., 2017; TEMRAZ et al., 2019).
Assim, estas desenvolvem mutagfes somaticas cumulativas, que resultam em
prejuizos no reparo de incompatibilidade de DNA. A frequéncia de MSI-H é de até
20% dos pacientes com CCR e 5% no CCR metastatico. A Figura 6 ilustra as
porcentagens de prevaléncia de acordo com a localizacdo do tumor no intestino
(WIECZORSKA; STOLAREK; STEC, 2020).
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Figura 6. Prevaléncia e distribuicdo de MSI-H pelo célon. Fonte: Adaptado de
SOREIDE, 2011.

O imunoterapico considerado pioneiro para o tratamento do CCR foi o
cetuximabe, aprovado em 2004 pelo Food and Drug Administration (FDA), e,
posteriormente o0 bevacizumabe também aprovado pelo mesmo 6rgao. Para fins de
escolha terapéutica, o bevacizumabe € considerado de primeira escolha e o

cetuximabe de segunda para pacientes com CCR metastatico (LEE; TAN; OON,
2018).

O bevacizumabe tem como mecanismo de acao impedimento na ligacdo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em seu receptor, impossibilitando o
crescimento e propagacao da metastase, sendo empregado em combinag¢éo com o 5-
FU-LV (HURWITZ et al., 2004; PARIKH et al., 2019). J& o mecanismo de acdo do
cetuximabe ocorre através da ligacdo com o receptor de fator de crescimento epitelial
(EGCRF), regulando, assim, o crescimento e a proliferacdo celular, utilizado como
segunda linha em associagcdo com o0 esquema terapéutico IFL (Irinotecano + 5-
Fluorouracil + Leucovorin) (VECCHIONE et al., 2011; ROSKOSKI, 2019).

Apesar dos dois terem sido pioneiros na imunoterapia, o FDA tem aprovado
outros agentes para compor o elenco de anticorpos monoclonais no CCR, tais como
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o panitumumabe (VAN CUTSEM et al., 2007), aflibercepte (TANG et al., 2012),
regorafenibe (GROTHEY et al., 2013), ramucirumabe (TABERNERO et al., 2015),
pembrolizumabe (O'NEIL et al.,, 2017), nivolumabe (OVERMAN et al.,, 2017) e
ipilimumabe (LENZ et al., 2018).

Apesar do éxito na terapia convencional para o CCR, diversos estudos sugerem
que bactérias intestinais capazes de formar biofilme e liberar toxinas, além de
induzirem respostas inflamatérias, podem ser utilizadas como alvo farmacolégico para
terapia do CCR (SAUS et al., 2019). Assim, alternativas que fogem da
convencionalidade, quimioteria, radioterapia e imunoterapia, tém sido usadas
analisando fatores que néo se relacionam diretamente a biologia molecular do tumor
(FAVORITI et al., 2016; YANG et al., 2019; IMAI et al., 2020).

3.4 CEFTAZIDIMA

A disbiose € um dos fatores de risco para o CCR e utilizar antibiéticos pode ser
Gtil para reverter esse problema, representando uma provavel alterativa preventiva e
de tratamento dessa doenca (PRABAHAR et al., 2017). Portanto, antibi6ticos
consistem em compostos, que podem ser derivados de produtos naturais ou
sintetizados em laboratério, dotados de capacidade de inibir ou levar a morte de
bactérias, cuja aplicacdo clinica se da na erradicacdo dos agentes causadores de
infeccbes (HATTORI et al., 2019).

No inicio da década de 1970 os antibiéticos comecaram a ser utilizados como
medicamentos profilaticos focados em infeccbes pds-cirdrgicas para resseccao
tumoral (CONDON et al., 1983; KIRAN et al., 2015). Contudo, nos ultimos anos, tém
se aumentado o0 interesse em associar esses agentes como pré-terapia
antineoplasica, ou durante o curso terapéutico, a fim de erradicar as bactérias que
possam causar danos, ou ainda, que auxiliem na iniciagao e progressao de um novo
foco tumoral (SHIELDS et al., 2019; FONG et al., 2020).

Nesse contexto, antibioticos como as cefalosporinas surgem como um dos
agentes que podem ser utilizados com esse propdésito, representando umas das

classes mais prescritas em todo o mundo. Estes antibiéticos foram isolados a partir
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de culturas de Cephalosporium acremonium em 1948, pelo cientista Giuseppe Brotzu.
Do ponto de vista quimico, elas sdo derivadas do &cido aminocefalosporico, com
estrutura e funcionalidade semelhantes ao observado nas aminopenicilinas em virtude
da presenca do acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) como nucleo central. Ademais,
estas sdo constituidas por dois anéis, sendo um o [B-lactamico e o outro a di-
hidrotiazina (Figura 7) (SHAHBAZ, 2017).

Figura 7. Estrutura quimica da cefalosporina C. Fonte: PUBCHEM, 2022.

Sédo subdivididas de acordo com as geracBes sendo: |) primeira geracao-
cefazolina, cefalotina e cefalexina; Il) segunda geracao-cefoxitina e cefotetan; III)
terceira geracdo — ceftazidima, e cefotaxima; 1V) quarta geragdo — cefepima; e V)
quinta geracao — ceftobiprol e ceftarolina (MEHTA; SHARMA; 2016; HASHIM et al.,
2020).

As cefalosporinas exibem atividade frente a bactérias Gram-positivas, além
disso, demonstram atividade moderada frente as Gram-negativas, sendo utilizadas
como alternativas para tratamento de bactérias resistentes e pacientes que sao
alérgicos a penicilina (SHAHBAZ et al., 2017). O mecanismo de agdo € 0 mesmo
observado nas penicilinas, ou seja, causam alteracdes na sintese de peptideoglicano,
componente estrutural da parede celular bacteriana, por meio da ligacéo as proteinas
de ligacdo a penicilina, levando a morte bacteriana (CHOI; MCCARTHY, 2018).
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Considerando o espectro de acao, a ceftazidima (CAZ) (Figura 8), introduzida
na pratica clinica no inicio da década de 1980, representa uma das escolhas
terapéuticas para o tratamento de infec¢cdes ocasionadas por microrganismos Gram-
negativos, com perfil de acéo, inclusive, frente aos resistentes a primeira e segunda
geracdes (SHIRLEY, 2018). O perfil de tolerancia a ceftazidima o torna uma opcéo util
para pacientes em estado grave, como os acometidos com CCR, e com risco de
desenvolver eventos adversos a outros antibacterianos (MAHMOUDI et al., 2020;
KARAISKOS et al., 2021).

Figura 8. Estrutura quimica da ceftazidima. Fonte: PUBCHEM, 2022.

No ponto de vista estrutural, a CAZ pode ser denominada como uma
cefalosporina aminotiazol, e, assim como outros agentes do mesmo grupo de terceira
geracgdo, cuja substituicdo da cadeia lateral na posicdo 7 é responsavel por conferir
incremento na estabilidade frente a hidrélise promovida pela B-lactamase, e, em
conjunto com a presenca do grupo 2-carboxi-2 oxipropano imino, aumentam
significativamente a atividade frente a microrganismos Gram-negativos, como a E. coli
(STERNBACH et al., 2018).

O seu perfil farmacocinético € semelhante aos outros agentes de terceira
geracdo. Assim, o tempo de meia vida € de 1,8 horas, sendo este parametro superior
ao observado na cefotaxima, com taxas de ligacdo as proteinas plasmaticas de 5 a

22,8% independente da concentracdo (DAIKOS et al., 2021). Sua excrecdo €
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realizada através de filtragdo glomerular, sendo, entéo, eliminada de forma inalterada
na urina, com depuracdo em individuos saudaveis de 72 a 141 mL/min (RAINS;
BRYSON; PETERS, 1995; CHEN et al., 2020).

A atividade antibacteriana da CAZ nado aumenta conforme a concentracao do
farmaco aumenta, ou seja, taxas maximas de morte bacteriana ocorrem em
concentracfes de até cerca de 4 vezes a concentracao inibitéria minima (CIM) — sendo
esta a concentracdo necessaria para atingir tecidos infectados. Assim, este farmaco
€ categorizado como um antibiético ndo dependente de concentracédo (JONES et al.,
2019).

Nesse contexto, geralmente a CAZ € bem tolerada e os efeitos colaterais mais
comumente relatados sdo erupcdes cutaneas, febre, eosinofilia, elevacao dos testes
de funcdo hepatica e alteracdes na funcdo renal (FERRO et al., 2019). Contudo,
apesar da eficacia de sua utilizacdo, uma das grandes dificuldades na sua aplicacéo
sdo as vias de administracdo exclusivamente intravenosa ou intramuscular, ja que
sofre degradacéo no estbmago devido ao pH baixo da regido, com a formacgao de
produtos de degradacéo tdoxicos como a piridina, etanal e um —A? isdmero de CAZ
(ARSENE et al., 2002; NGUYEN et al., 2021).

3.5 TERAPIA COMBINADA E ACIDO USNICO

Medicamentos antibidticos devem seguir dois grandes critérios: 1) Atender aos
critérios de especificidade bacteriana, possuirem eficacia e seguranca significativas
capazes de induzir a morte bacteriana, e, por consequéncia curar o individuo
acometido pela infecgdo, e Il) Nao serem suscetiveis a perda de eficacia, relacionados
a evolugao bacteriana como o exibido pelas B-lactamases (LAXMINARAYAN et al.,
2013; PHAM et al., 2019). Esse perfil direcionou a industria farmacéutica por mais de
seis décadas no desenvolvimento de novos medicamentos, contudo, devido ao uso
irracional desses medicamentos e a resisténcia emergente de cepas bacterianas, a
identificacdo de novos compostos ativos frente a esses microrganismos tem sido
consideravelmente baixa (TROUDI et al., 2021).
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Dado essa crise emergente, é fundamental que sejam desenvolvidas
estratégias que possam melhorar a eficacia dos medicamentos ja utilizados na clinica,
com o proposito de combater a resisténcia antimicrobiana (ESTRADA; WRIGHT;
ANDERSON, 2016; TACCONELLI et al., 2018). Assim, andlises indicam que o
direcionamento contra um Unico alvo torna a terapia menos bem-sucedida do que
guando aplicada a combinagcdo com outros agentes que possam ser direcionados a
outros alvos (TYERS; WRIGHT, 2019; MIETHKE et al., 2021).

Nesse sentido, a combinacao entre agentes antibidticos busca atender a alguns
objetivos, tais como: aumentar o espectro de acédo antimicrobiano, obter efeitos
sinérgicos, melhorando assim a eficacia, reduzir o surgimento da resisténcia e,
principalmente, minimizar a toxicidade dos medicamentos (BAEDER et al., 2016;
ASLAM et al., 2018).

Levando em consideracédo esses fatores, a utilizacdo de produtos naturais tem
se mostrado eficaz como alternativa passivel de aplicacdo em terapias combinadas,
de modo que possam atuar de forma sinérgica contra patégenos multirresistentes e/ou
de alta prioridade, como o observado nos microrganismos relacionados com o
desenvolvimento do CCR. Isso se baseia no fato de que os produtos naturais sao
fontes de diversas substancias antimicrobianas, estimando-se que nos ultimos 40
anos, cerca de 69% de todos os compostos antibacterianos sdo derivados dos
mesmos (VENTOLA, 2015; MIETHKE et al., 2021).

Os liguens sdo compostos por diferentes grupos de microrganismos, sendo
estes formados pela coexisténcia simbiodtica de uma alga e/ou cianobactéria e fungos.
Contudo, relata-se que estes também podem ser compostos por leveduras e algumas
comunidades bacterianas (SCHNEIDER; RESL; SPRIBILLE, 2016; LUZINA;
SALAKHUTDINOV, 2018). Os mesmos produzem diversos metabdlitos secundarios,
sendo o acido usnico (AU) um dos mais relatados na literatura em decorréncia das
suas atividades biolégicas (PAGANO et al., 2019).

O AU, [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3(2H,9bH)-dibenzo-furandiona;
C1sH1607], € um derivado benzofurano oriundo de liquens pertencentes ao género
Usnea, especialmente na espécie U. longissima, bem como nos Ramalina e Cladonia
genera, que exibe potencial de aplicacdo como um dos agentes na terapia combinada.

Esse composto foi identificado em 1844 por Knop (Figura 9), contudo apenas em 1948
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os estudos foram intensificados com o propésito de confirmar sua atividade
antibacteriana (SHIBATA; UKITA, 1948). Sua aplicagdo na medicina popular é ampla,
exibindo propriedades antituberculose, analgésica, antipirética, cicatrizante para
feridas, antifungica, além de antibioticas frente a patdgenos que causam infeccdes de
pele (GALANTY; PASKO; PODOLAK, 2019).

-

H' o;

Figura 9. Estrutura quimica do &cido usnico. Fonte: PUBCHEM, 2022.

O &cido asnico é um po6 pigmentado amarelado, que existe em duas formas
enantioméricas, sendo estas dependentes da posi¢do ao qual o grupo metila esta no
carbono quiral 9b, o (+)- &cido Usnico e (-)- acido uUsnico (Figura 10). O mesmo
apresenta caracteristica hidrofébica, sendo, entdo, praticamente insolivel em
solucbes aquosas, parcialmente solivel em etanol, e solivel em éter, acetona,

metanol, cloroférmio, acetato de etila e diclorometano (CIMMINO et al., 2019).

Figura 10. Enantibmeros do &cido usnico (A) Destrogeno (+) e (B) Levonego (-).
Fonte: CIMMINO et al., 2019.
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O tempo de meia-vida € de 11,4 horas para a administracao intravenosa e 18,9
horas para a via oral. Estima-se que a biodisponibilidade do AU, 32 ug/mL, é de 78%
apos administracdo oral (LUZINA; SALAKHUTDINOV, 2016). No ponto de vista do
mecanismo de acgao geral, embora este ndo esteja completamente elucidado, indica-
se que o AU atua por meio de interagcbes com a membrana celular, causando danos
na sua integridade, além de destruir a funcao das mitocondrias (ANTONENKO et al.,
2019).

Uma das principais atividades biologicas do AU relatadas na literatura € a
antibiotica. Varios estudos indicam o potencial antibacteriano do AU frente a
Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori e Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (SHIBATA et al.,1948; BEKKER et al., 2015 SIENIAWSKA et al.,
2021; LAGE et al., 2018; ZUO et al., 2018; COSTA JUNIOR et al., 2020).

Contudo, apesar das propriedades, o AU apresenta hepatotoxicidade, através
de mecanismos que induzem o aumento a producdo de oxigénio reativo, levando a
morte celular. Somado a isso, a baixa solubilidade em agua, e, por consequéncia nos
fluidos biolégicos, impedem que este seja introduzido em sua forma livre na pratica
clinica (KWONG; WANG, 2020).

Uma vez que tanto a CAZ como o AU possuem algumas caracteristicas, como
toxicidade e baixa biodisponibilidade, que limitam suas administracdes de forma
eficaz, o uso de sistemas de liberacdo controlada para a encapsulacdo dessas
moléculas € uma alternativa promissora (Sl et al., 2016; KWONG; WANG, 2020).

3.6 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A nanotecnologia farmacéutica representa uma tecnologia promissora,
podendo ser aplicada em uma diversidade de produtos, incluindo os alimenticios,
cosméticos, e, principalmente, médicos. O surgimento da nanociéncia e da
nanotecnologia tem exercido diversas influéncias nos rumos da ciéncia,

especialmente no campo da indastria farmacéutica, mudando a forma de veiculagéo
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de medicamentos, sendo, entdo, uma abordagem frequente nos campos da oncologia
e microbiologia (KUMAR et al., 2010; DMOUR; TAHA, 2018).

Os produtos obtidos através da nanotecnologia estdo em nanoescala, ou seja,
com tamanhos que variam de 1 a 1000 nm, possuindo, assim, propriedades fisico-
quimicas e atividades bioldgicas diferenciadas, quando comparadas com os produtos
em escalas maiores (KHAN et al. 2019). Portanto, uma das alternativas que vem
sendo explorada no campo da nanociéncia é a utilizacdo dos sistemas de liberacéo
controlada (SLCs) (SAIKIA et al., 2019).

Os primeiros relatos do desenvolvimento de SLCs sao datados do inicio da
década de 1960, como uma alternativa para veiculacao de farmacos com velocidade
de liberacdo constante e aumento da eficacia (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010; WACKER, 2019). Assim, a sua aplicacdo tem por propdsito liberar a substancia
encapsulada de forma constante, mantendo sua concentracdo dentro da faixa
terapéutica, aumentando a biodisponibilidade, diminuindo os efeitos colaterais e a
guantidade de administragcdes requeridas, e, por consequéncia, favorecendo a adeséo
do paciente a terapéutica (Figura 11) (GUPTA et al., 2018; LIU et al., 2019).

FAIXA TERAPEUTICA

@ Siostema de liberacio controlada

[Farmaco|

- Sistema convencional

Figura 11. Farmacocinética de sistemas farmacéuticos convencionais em
comparacao com os sistemas de liberagéo controlada de farmacos. Fonte:
CAMPOS, 2012.

As estratégias mais populares utilizadas na nanotecnologia incluem
nanoemulsdes, dendrimeros, micelas, nanocapsulas, nanoparticulas lipidicas solidas,

e os lipossomas, a fim de direcionar as drogas encapsuladas através das barreiras
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fisiologicas, incluindo a hematoencefdlica e a gastrointestinal (JAMPILEK; KOS;
KRALOVA, 2019; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2020). Assim, a Tabela 1 apresenta os

principais SLCs e suas aplicacdes no ambito da medicina.

Tabela 1. Sistemas de liberagdo controlada e suas principais aplicagdes bioldgicas.

Sistema Definicao Algumas Referéncia
aplicacdes
bioldgicas
Nanoemulsdes Sistemas coloidais,  Imunoterapia no GURPREET;
compostos por dois cancer, SINGH, 2018;
I|qU|df).s imisciveis, antlt.)ac.terlana, 6ZOGUL:
solubilizados com a antioxidante, ABED:
ilizaca n ntifangi nti- .
utilizacdo de agentes antifingica e anti 6ZOGUL.
mulsifican inflamatori
emulsificantes inflamatoria 2022.
(surfactantes e co-
surfactantes) a fim de
formar uma Unica fase
Dendrimeros  Nanoestruturas Anticancer, PEDZIWIATR-
poliméricas com formato antiviral, WERBICKA et
globular tridimensional com  antimicrobiana e al., 2019;
ramificacbes antioxidante KOKAZ et al..
2022.
Micelas Particulas coloidais, com Antitumoral, KESHARWANI
uma extremidade hipoglicemiante e et al., 2019;
hidrofilica, nomeada de antioxidante Ll et al. 2021.
“‘cabeg¢a”, e uma longa

cauda hidrofébica
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Nanocépsulas Possui uma  estrutura Antitumoral, DENG et al.,
sélida esférica polimérica antibacteriana, 2020;
que recobre elxternarnente an.tlfungllca.e SHAKER et
um nucleo liquido/solido antiparasitaria. al.. 2022.

Nanoesferas N&o apresentam 6leo na  Antimicrobiana e DICASTILLO
sua composicdo, sendo, antioxidante et al., 2019;
entdo, formadas por uma FUNDA et al.,
matriz polimérica 2020.

Nanoparticulas Sistemas Antitumoral, DUDHIPALA,

lipidicas nanoestruturados cuja fase cicatrizante, 2020;
solidas interna apresenta lipideos antimicrobiana e
presema fip NETORIANA € GERRIL etal.,
no estado solido antiparasitaria 2022,
Lipossomas  Nanossistemas compostos Tratamento do WILLIAM et
por uma  ou mais Alzheimer, al., 2020;
blcarTTadas de a.ntltu.moral, HERNANDEZ:
fc.)sfollpldeos, que c-lca-ttrlza-nte, SHUKLA.
circundam um ndcleo  antimicrobiana e 2022,

aguoso

antiparasitaria

Um SLC ideal deve possuir: 1) Capacidade de direcionar seletivamente o0s

farmacos para o local de acéo; 1) Nao expor o farmaco a tecidos nao desejados; Ill)

Ser farmacologicamente inativo, baixa toxicidade, e que seja metabolizado e

eliminado ap6s o cumprimento da sua funcéo; e IV) Possuir facil transporte e
administracdo no paciente (PATIL et al., 2019; NAQVI; PANGHAL; FLORA, 2020).

Assim diversas alternativas tém sido desenvolvidas para apresentar todas essas

caracteristicas, sendo os lipossomas um dos nanocarreadores mais descritos com

esse proposito (HERNANDEZ; SHUKLA, 2022).
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3.7 LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram descobertos em meados de 1963, apds observacdes
anteriores do comportamento de fosfolipidios em solu¢cdes aquosas por Alec
Bangham. Em 1970, Gregory Gregoriadis passou a investigar a capacidade desses
nanaocarreadores de encapsular farmacos e a liberagdo controlado do encapsulado
(GREGORIADIS, 2018; GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020). Assim, desde estes
achados, esses sistemas passaram a ser amplamente investigados como alternativa
para o tratamento de diversas patologias, incluindo as causadas por microrganismos
(THAHER; PERNI; PROKOPOVICH, 2019).

Lipossomas séo definidos por sistemas compostos por uma ou mais bicamadas
constituidas de fosfolipidios, que circundam um nucleo aquoso. Nesse sentido, em
virtude da sua natureza fisico-quimica anfifilica, os mesmos podem promover a
veiculagdo de sustancias hidrofébicas na sua bicamada lipidica, ou hidrofilicas no seu
compartimento aquoso (VAHED et al., 2017; WILLIAM et al., 2020). Ademais, 0s
lipossomas sdo biocompativeis, biodegradaveis e ndo imunogénicos, permitindo

assim, a sua aplicacdo na saude (MOKDAD et al., 2022).

Os fosfolipidios sdo os principais componentes dos lipossomas, dentre eles a
lectina de soja, de ovo, marinha e fosfolipidio do leite, além da
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) ou
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC). O colesterol é normalmente adicionado nas
formulagbes com a finalidade de promover a estabilizacdo da membrana (AHMED et
al., 2019; LIMA et al., 2021).

Dessa forma, os lipossomas possuem caracteristica anfipaticas, com uma
cabeca hidrofilica e uma cadeia hidrofobica composta por acidos graxos, assim,
quando adicionado em agua, a por¢cdo hidrofébica se arranja de modo que seja
formada uma bicamada. A patrtir disso, é formada uma estrutura circular com o interior
aguoso recoberta por uma bicamada fosfolipidica (Figura 12) (AJEESHKUMAR et al.,
2021).
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Figura 12. Processo de formacéo do lipossoma. Fonte: Adaptado de
AJEESHKUMAR et al., 2021.

De forma geral, os lipossomas sao classificados de acordo com o seu tamanho
e gquantidade de camadas, podendo se diferir como vesiculas muito pequenas (0,025
pgm) a grandes (5,0 um), sendo esta uma caracteristica fundamental para determinar
o tempo de meia-vida, assim como a quantidade de substancia encapsulada no
mesmo. E possivel classifica-los em duas grandes categorias, os multilamelares
(VML) e os unilamelares (VUL), sendo estes novamente subdividos em: ) VUL gigante
—com 1 ym de didmetro; Il) VUL pequenas — com tamanho variando de 20-200 nm; e
) VML multivesiculares - com menos de 1 ym de tamanho (SUBRAMANI;
GANAPATHYSWAMY, 2020; YANG, 2021).

1 2 2a 2b 2¢

1. Vesicula multilamelar (VML). 2. Vesicula unilamelar (VUL).
2a. Vesicula unilamelar gigante (VUG); 2b. Vesicula unilamelar pequena; 2c. Vesicula multivesicular
(vmv)

Figura 13. Classificag&o do lipossoma com base no tamanho e lamelaridade.
Adaptado de AJEESHKUMAR et al., 2021.
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Quanto a composicao quimica, os lipossomas podem ser classificados como
convencionais, furtivos, sitio-especificos, pH-sensiveis e termossensiveis (Figura 14)
(KOSA et al., 2021). Os lipossomas convencionais sdo constituidos basicamente por
fosfolipidios, de carga positiva ou negativa, e colesterol. Contudo uma grande
problematica envolvida na sua aplicacdo clinica € o reconhecimento realizado pelo
sistema fagocitario, ocasionando em rapida remocao da circulacdo sanguinea, devido

a opsonizacao e depuracao com facilidade (AZZI et al., 2018; YANG et al., 2021).

Com base na necessidade de reverter os problemas encontrados nas
formulacbes convencionais, foram desenvolvidos lipossomas furtivos, ou de longa
circulacdo, sendo estes obtidos através de revestimento com polimero da superficie
da bicamada (NASCIMENTO et al., 2020). Os polimeros mais utilizados sdo o
polietilenoglicol, monossialogangliosideo e fosfatidilinositol, que possibilitam reducao
da adsorc¢éo de proteinas, aumentam o tempo de circulacdo e sdo menos antigénicos
(PERLI et al., 2019; SARASWAT; MAHER, 2020).

Apesar de terem superado os problemas dos sistemas convencionais, 0S
lipossomas furtivos ndo apresentam alta especificidade para células alvo. Assim, foi
necessario o desenvolvimento de um novo tipo de formulagéo, os lipossomas sitio-
especificos a partir da adsorcdo de anticorpos, proteinas, peptideos, aptameros na
superficie desses nanocarreadores. A partir dessa funcionalizacdo, sdo modificadas
as formas de entrega para a célula alvo, estimulando os mecanismos de endocitose e
melhoras na resposta apos ligagdo com os receptores celulares (LEE; THOMPSON,
2017; JANI; GOHIL, 2018).



44

Lipossoma pH sensivel

Farmaco
Hidrofdtyco

Lipido cabdnico

- — . o

\
1
Ipcho aniomon ‘ u
. e
J e e g
@
® @ 9 - Ao e
. >
@ =] PEG
¥ Carbodrato
8 -
Polatilancgicol N Peptidecs
(PEG) ‘ v

. Antibiotioos

Prosemnas

B ———

Lipossomas lurtivos com PEG Lipossoma sitio especifico

Figura 14. Caracteristicas estruturais de lipossomas convencionais, furtivos, sitio-

especificos e pH sensiveis. Fonte: SILVA et al., 2021.

Além dos lipossomas citados anteriores, outros tipos tém sido investigados,
sendo eles o pH-sensiveis, que se desintegram em meios &cidos ou basicos, e
termossensiveis que, sao sensiveis a estimulos de temperatura. A composic¢ao basica
desses lipossomas é de polietileno glicol-fosfatidiletanolamina (PEG-PE) a base de
hidrazona derivada de aldeido (HZ) (PEG-PE-HZ) para os pH-sensiveis, e DPPC,
DSPC, PEG, fosfatidilcolina e colesterol para os termossensiveis (AGHDAM et al.,
2019).

3.7.1 Lipossomas revestidos com quitosana

Os lipossomas representam um dos SLCs pioneiros para a encapsulacéo e
entrega de medicamentos, porém a maioria deles séao facilmente degradados em pH
gastrico, ou, ainda, por acdo de enzimas presentes nos sais biliares, além disso, sdo

suscetiveis a agregacdo e fusdo de vesiculas — fatores que podem induzir ao
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vazamento da substancia encapsulada. Portanto, varias pesquisas foram realizadas
para propor estratégias que ultrapassem essas limitacdes e a utilizagdo de polimeros
como revestimentos € considerada promissora, uma vez que permite, além de reduzir
os fatores que os tornam instaveis, favorece a sua administracao oral (HAO et al.,
2017; ZHOU et al., 2018; DONG et al., 2022).

Relata-se que, além de garantir estabilidade da formulacdo, o revestimento
melhora significativamente a absorcdo através dos enterdcitos, aumentando a
disponibilidade do farmaco encapsulado. Alguns produtos sao investigados quanto a
sua capacidade de revestimento, tais como o eudragit S100, um revestimento
entérico, contudo, estes ndo resistem a acao dos sais biliares. A pectina, um agente
gelificante, e o polietilenoglicol (PEG), também sdo propostos, pois existem relatos
gue lipossomas revestidos com 0sS mesmos se apresentaram estaveis frente ao
ambiente estomacal e os sais biliares. Contudo, a quitosana segue como uma
molécula de revestimentos com os melhores resultados de estabilidade e melhorias
na biodisponibilidade do farmaco encapsulado (LIU et al., 2018; HE et al., 2019).

Logo, a quitosana surge como uma possivel molécula de revestimento com
capacidade de aplicacdo para lipossomas. Logo, trata-se de um polissacarideo de
origem natural, obtido através da desacetilagdo parcial da quitina, encontrado no
exoesqueleto de crustaceos, composto por unidades de N-acetil-D-glucosamina
unidos entre si por ligacdes do tipo B(1,4)-glicosidicas. Uma vez que na sua estrutura
se fazem presentes grupos amino, a mesma apresenta carga positiva e solubilidade
em solucdes acidas (Figura 15) (ALAVI; HAERI; DADASHZADEH, 2017; COLINO et
al., 2022).
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Figura 15. Estrutura quimica da quitosana. Fonte: PUBCHEM, 2022.

A aplicagdo biologica da quitosana tem sido amplamente explorada nos
campos das ciéncias da salde, uma vez que demonstra potencial de utilizacdo na
engenharia de tecidos, inddstria alimenticia e, mais recentemente, na industria
farmacéutica em sistemas de veiculacdo de medicamentos para administracdo oral,
ocular e nasal (SENEL; YUKSEL, 2020).

Logo, SLCs revestidos com quitosana séo estudados em virtude das atividades
protetoras do farmaco contra a degradacdo enzimatica no trato gastrointestinal,
aumento na biodisponibilidade do encapsulado, além da bioadesao — fator que auxilia
tanto para entrega de medicamentos administrados via oral no intestino, assim como
na penetracdo nas membranas celulares. Ademais, a quitosana € biodegradavel,
biocompativel, possui atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, cicatrizante e
imunomoduladora (ALAVI; HAERI; DADASHZADEH, 2017; HAMEDI et al., 2022).

Dado o seu comportamento policatidbnico, as moléculas de quitosana podem
revestir a superficie lipossomal por meio de interacdes eletrostaticas dos seus grupos
aminos protonados com o grupo fosfato de carga negativa presente na cabeca
hidrofilica dos lipossomas (Figura 16). Estes lipossomas revestidos possuem formato
esférico, como um lipossoma convencional, contudo o tamanho tende a aumentar,
além de modificagdo no potencial zeta de neutro para positivo, diminuindo, assim, a
instabilidade do sistema (GIBIS; RUEDT; WEISS, 2016; ESPOSTO et al., 2021).
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Figura 16. Representacao de um lipossoma revestido com quitosana. Fonte:
SOUZA et al., 2020.

Substancias encapsuladas em lipossomas revestidos com quitosana no
intestino interagem com a membrana celular, que possui carga negativa, e induzem
abertura nas juncbes celulares do epitélio intestinal, para, posteriormente, serem
transportadas através do tecido. Assim, é viavel a veiculacdo de medicamentos que
tenham por propdsito atuarem diretamente no intestino, como os antibiéticos para fins
de erradicacdo de bactérias relacionadas ao surgimento do CCR (ALSHAMSAN et al.,
2019; FU et al., 2019; FONG et al., 2020).

Ja é comprovada a eficacia desse sistema no tratamento de infeccdes
bacterianas, conforme observado por Mehanna, ElImaradny e Samaha (2010) com
uma formulacdo para via ocular contendo ciprofloxacino frente a Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. Fu et al. (2019) também demonstraram esse
potencial de lipossomas revestidos com quitosana encapsulando polimixina B frente

a bhiofilmes de Acinetobacter baumannii.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Fa&rmacos e Reagentes

Ceftazidima pentahidratada (CAZ), Acido Usnico (AU), quitosana de baixo peso
molecular (QUI), colesterol foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd. (St.
Louis, MO, EUA). Tween 80 foi adquirido da Neon Comercial (Suzano, SP, Brasil),
acido acético glacial da Quimica Moderna (Barueri, SP, Brasil). O metanol e
cloroférmio (grau HPLC) foram adquiridos da Merck Millipore (Darmstadt, Germany).
Fosfolipideos, Lipoid S100 foi adquirido de Lipoid KG, Alemanha. Todos 0s outros

produtos quimicos utilizados foram de grau analitico.

4.1.2 Bactérias

Escherichia coli ATCC 25922 e E. coli H10407 foram adquiridas da American
Type Culture Collection e E. coli NCTC 13846 foi adquirida da Thermo Fisher

Scientific.

4.2 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS COM O REVESTIMENTO DE QUITOSANA
CONTENDO CAZ, AU e CAZ+AU

Os lipossomas com quitosana (Lipo-Qui) foram preparados pelo método de
hidratacdo do filme lipidico seguido de sonicacdo. Os lipideos, colesterol (CH), e
fosfatidilcolina (PC), Tween 80 (7:2:1) foram solubilizados em solvente organico sob
agitacdo magnética. Em seguida, se formou o filme lipidico pela evaporagdo dos
solventes a pressao reduzida. O filme lipidico formado foi ressuspendido em tampao
fosfato pH 7,4 formando espontaneamente lipossomas multilamelares grandes (MLV)
que foram posteriormente sonicados para obtencdo de lipossomas unilamelares
pequenos (SUV) (CAVALCANTI et al., 2011). Para o revestimento com quitosana dos
lipossomas a quitosana foi solubilizada em &cido acético glacial. A solugdo de

quitosana foi submetida a agitacdo constante overnight. Os lipossomas foram
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adicionados gota a gota na solucdo de quitosana e se mantiveram sob agitacao
magnética por 1h (ALSHAMSAN et al., 2019).

Similarmente, o lipossoma revestido com quitosana contendo a CAZ (Lipo-
CAZ-Qui) foi preparado seguindo as mesmas etapas da preparacdo de Lipo-Qui,
contudo na etapa de hidratagdo do filme formado, o lipossoma foi ressuspendido com
a solugdo de CAZ (2 mg/mL) solubilizada em tampéo fosfato pH 7,4. Ja para o
lipossoma revestido com quitosana contendo AU (Lipo-AU-Qui), a adicdo de AU foi
feita na etapa de solubilizacdo com solvente organico, na concentracdo de 2 mg/mL.
Finalmente, as formula¢cées coencapsulando CAZ e AU (Lipo-CAZ-AU-Qui) foram
feitas unindo as etapas citadas anteriormente, com a solubilizagdo do AU (1 mg/mL)

no solvente organico e hidratacdo do filme formado com a solucdo de CAZ (1 mg/mL).

4.3 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

4.3.1 Tamanho de particula, indice de polidisperséo, potencial zeta e pH dos

lipossomas

Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui e Lipo-CAZ-AU-Qui foram submetidos a
caracterizagao fisico-quimica através da analise do tamanho de particula (&), indice
de polidispersao (PDI), potencial zeta (() e pH como previamente descrito por
Cavalcanti et al. (2011). As dispersdes de lipossomas foram mensuradas por
espectroscopia de correlacdo de fétons utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern,
Worcestershire, Reino Unido). Para analise do @ e PDI, 50 pyL da disperséo lipossomal
foram diluidos em 950 pL de agua purificada. As medic6es foram realizadas a 25 °C
com um angulo fixo de 90° e os resultados foram expressos como a média do diametro
hidrodindmico dos lipossomas (nm). O ¢ dos lipossomas também foi medido apds a
diluicdo de 50 pL da dispersdo de lipossomas em 950 pL de uma solugédo de agua
ultrapura. A carga superficial dos lipossomas (mV) foi avaliada utilizando o Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). O pH do lipossoma foi medido
com um eletrodo de vidro e um medidor de pH digital MS Tecnopon (mPA-210P, Sao

Paulo, Brasil) em temperatura ambiente.
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4.3.2 Determinagcdo do teor e eficiéncia de encapsulacdo da ceftazidima em

lipossomas

Para determinar o teor de CAZ nas formulacfes, 25 pL de Lipo-CAZ-Qui foi
diluido em CHsOH 70%, centrifugada durante 10 minutos e o sobrenadante foi
mensurado por espectrofotometria no comprimento de onda de 255 nm. Os resultados
foram expressos em percentual a partir da média as absorbancias. O experimento foi

realizado em triplicata em trés experimentos independentes.

A eficiéncia de encapsulacao (%EE) de CAZ nos lipossomas foi determinada
pela técnica de ultrafiltracdo/ultracentrifugacdo, utilizando unidades de filtracdo
(Amicon Ultra Centrifugal Filters; Millipore, Billerica, MA). Amostras de lipossomas
(400 pL) foram inseridas nos filtros e submetidas a ultracentrifugacao a 8.000 rpom a 4
°C por 1h. Para determinacéo da %EE de CAZ, uma aliquota da amostra filtrada (25
pL) foi diluida em CHsOH 70%, e mensurado por espectrofotometria, onde os
resultados foram expressos em percentual a partir da média as absorbancias. Os

dados de %EE de CAZ foram calculados usando a equacao descrita abaixo:

% EE = Total de CAZ —filtrado de CAZ x 100 / Total de CAZ

4.3.3 Determinacédo do teor e eficiéncia de encapsulacédo de acido Usnico em

lipossomas

Para determinar o teor de AU nas formulacées, 20 uL de Lipo-AU-Qui foi diluido
em CH3OH 100%, centrifugada durante 10 minutos e o sobrenadante foi mensurado
por espectrofotometria no comprimento de onda de 280 nm. Os resultados foram
expressos em percentual a partir da média as absorbancias. O experimento foi

realizado em triplicata em trés experimentos independentes.

A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) de AU nos lipossomas também foi

determinada pela técnica de ultrafiltracao/ultracentrifugacdo como descrito acima.
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4.3.4 Espectroscopiano infravermelho por transformada de fourier e difracéo de

raios-x dos lipossomas

Para analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier,
os espectros de FT-IR dos Lipo-CAZ-QUI, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-QUI, Lipo-CAZ-
Qui + Lipo-AU-QUI, Lipo-Qui, Lipo-SQui, Lipo-AU, Lipo-CAZ, AU foram obtidas a partir
da mistura das amostras liofilizadas em p6 de brometo de potassio (KBr) e medida
espectrofotometro de transformacdo de Fourier (Frontier). As amostras foram
escaneadas de 4000 a 400 cm-1, obtendo-se os espectros com resolucdo de 4 cm-1
(CHEN et al., 2020).

A analise de difracdo de raios-X Lipo-CAZ-QUI, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-
QUI, Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-QUI, Lipo-Qui, Lipo-SQui, Lipo-AU, Lipo-CAZ, AU foi
realizada usando difracdo de raios-X (Difratbmetro de raios X, Rigaku, modelo
Miniflex). Os dados foram coletados em uma faixa angular de 5° a 50° 2-teta em modo
continuo usando um tamanho de etapa de 0,02° 2-teta e tempo de etapa de 5 s
(LIANG et al., 2017).

4.3.5 Andlises térmicas por termogravimetria e calorimetria exploratéria

diferencial dos lipossomas

As curvas de TGA de Lipo-CAZ-QUI, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-QUI, Lipo-
CAZ-Qui + Lipo-AU-QUI, Lipo-Qui, Lipo-NQui, Lipo-AU, Lipo-CAZ, AU foram obtidas
através do equipamento de TGA (TGA Q500; TA Instruments, EUA). As amostras
(5mg) foram aquecidos em uma bandeja de platina a uma taxa de 10°C / min, com
fluxo de ar sintético de 20 mL/min da temperatura O até 600 °C (ROSA et al., 2015).

As curvas de DSC de Lipo-CAZ-QUI, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-QUI, Lipo-
CAZ-Qui + Lipo-AU-QUI, Lipo-Qui, Lipo-NQui, Lipo-AU, Lipo-CAZ, AU foram obtidas
usando um DSC (DSC Q10; TA Instruments, EUA). Cada amostra analitica (5 mag,
base seca) foi pesada com precisdo em uma bandeja de aluminio e, em seguida, a

bandeja foi selada. As amostras foram aquecidas da temperatura de 0 a 300°C a uma
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taxa de aquecimento constante de 10°C/min e vaz&o 20 mL/min de ar sintético (PARK,
PARK, KIM, 2015).

4.4 ESTABILIDADE DOS LIPOSSOMAS

4.4.1 Estabilidade dos lipossomas em condicbes de ph gastrointestinais

simuladas

A estabilidade dos lipossomas foi avaliada em soluc¢des de meios bioldgicos pH
gastrico e intestinal simulados, as quais foram preparadas de acordo com Cavalcanti
et al. (2021). Inicialmente, foram adicionados 250 pL de Lipo-CAZ-QUI, Lipo-AU-Qui,
Lipo-CAZ-AU-QUI, Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-QUI ou Lipo-Qui, em 750 uL de solugao
gastrica (pH 1,2) ou intestinal (pH 6,8) em microtubos. Os microtubos foram mantidos
em agitacao (70 rpm) a 37 °C por 2 h. Em intervalos de 30 minutos até atingir 120 min,

as aliquotas foram retiradas e avaliadas quanto ao @, PDIl e C.

4.4.2 Estabilidade das dispersfes lipossomais

A estabilidade fisico-quimica das dispersdes lipossomais de Lipo-Qui, Lipo-
CAZ-QUI, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-QUI, Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-QUI foram
avaliadas 24h apos a formulacdo, apdés armazenamento em geladeira a 2°C. As
formulac6es foram monitoradas ap6s 7, 15, 30, 60 e 120 dias apo6s formuladas através
da avaliacdo dos seguintes parametros: aspecto macroscopico, @, PDI, ¢, pH, teor e

taxa de encapsulacéo para os lipossomas contendo farmaco.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana in vitro de CAZ, AU, Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-
AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui foi avaliada pelo método de
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microdiluicdo em caldo de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2019).

Inicialmente foi distribuido caldo Mueller-Hinton em cada poco das placas. Em
seguida, foram adicionados, CAZ, AU, Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-
CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui, através de diluicdo seriada e por fim as
suspensdes de Escherichia coli ATCC 25922, E. coli NCTC13846 e E. coli H10407.
As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24h e a concentracao inibitoria minima
(CIM) foi determinada por espectrofotometria no comprimento de onda de 630 nm.

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada depois dos
resultados de CIM. Uma aliquota dos microrganismos dos po¢os em que ndo ha
crescimento visivel foi inoculada em agar Mueller-Hinton e as placas foram incubadas
a 35 °C por 24h. Apos este periodo a CBM foi determinada como a menor
concentracdo que ndo ha crescimento microbiano (CLSI, 2019). Todo o experimento
foi realizado em triplicatas independentes.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

4.6.1 Determinacao da concentracao de inibicdo da formacéao do biofilme

A determinacao da concentracao de inibicdo da formacéo do biofilme de CAZ,
AU, Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-
AU-Qui frente a E. coli H10407, cepa produtora de biofilme, foi realizada através do
método do cristal violeta. Inicialmente foi distribuido caldo triptona de soja (TSB) +
glicose em cada poco das placas de microdiluicdo. Em seguida foram adicionados
CAZ, AU, Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui +
Lipo-AU-Qui através de diluicdo seriada e posteriormente foram adicionadas as
suspensdes bacterianas. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Apés
incubacgéo o conteudo dos pocos foi aspirado e foram realizadas lavagens com salina
0,9% As placas foram secas e em seguida as bactérias aderidas foram fixadas com
metanol a 99%. Apos a fixagcdo o metanol foi removido e as placas foram postas para

secar novamente.
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Posteriormente, as bactérias aderidas nas placas foram coradas com cristal
violeta a 1%. O excesso de corante foi removido e realizou-se lavagens com salina
em cada poco. Em seguida a andlise do resultado foi realizada através de
espectrofotometria a 570 nm (Multiskan FC microplate photometer, Thermo Scientific,
Madrid, Espanha). A concentracdo de inibicdo da formacdo do biofilme foi
determinada em % (PEETERS et al.,, 2016). Todo o experimento foi realizado em

triplicatas independentes.

4.6.2 Determinacao da concentracéo de inibicdo do biofilme pré-formado

A determinacado da concentracdo de inibicdo do biofilme pré-formado de CAZ,
AU, Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-
AU-Qui frente a E. coli H10407 foi realizada através do método do cristal violeta.
Inicialmente as cepas foram ajustadas na escala 0,5 de McFarland. A contagem de
células foi confirmada por espectrofotometria a 630 nm e as suspensdes bacterianas
foram distribuidas em placas de microdiluicdo de fundo plano até uma concentracéo
final de 10° UFC/mL e incubadas a 35 °C por 24 h. Apés o crescimento do biofiime, o
contetdo de cada poco foi aspirado e diluicbes em série dos compostos foram

realizadas em caldo triptona de soja (TSB) e adicionadas a cada poco.

As placas foram novamente incubadas a 35+ 2 °C por 24 h. Apds incubacéo,
o contetdo dos pocos foi aspirado e foram realizadas lavagens com salina 0,9%. As
placas foram secas e em seguida as bactérias aderidas foram fixadas com metanol a
99%. Apos a fixagdo o metanol foi removido, as placas foram postas para secar
novamente. Posteriormente, as bactérias aderidas nas placas foram coradas com
cristal violeta a 1%. O excesso de corante foi removido e foram realizadas lavagens
com salina em cada poc¢o. Em seguida a analise do resultado foi realizada através de
espectrofotometria a 570 nm (Multiskan FC microplate photometer, Thermo Scientific,
Madrid, Espanha). A concentragdo inibitéria minima do biofilme pré-formado foi
determinada em % (PEETERS et al., 2016). Todo o experimento foi realizado em

triplicatas independentes.
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5.1 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS
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5.1.1 Tamanho de particula, indice de polidispersao, potencial zeta e pH dos

lipossomas

Lipo-Qui apresentaram @ de 97,72 £ 0,7 nm, PDI de 0,298, ¢ de +12,4 + 0,9
mV e pH de 5, por sua vez, Lipo-CAZ-Qui apresentaram 116,5 + 5,3 nm, 0,401, +16,4
+0,6 mV e 5,2, Lipo-AU-Qui possui 136,6 £ 5,1 nm, 0,465, +28 + 0,8 mV e 5, enquanto
Lipo-CAZ-QUI apresentou 240,3 £ 3,5nm, 0,411, +24,9 £ 0,1 mV e 5, respectivamente

(Tabela 1).

Tabela 2. Caracterizacdo quanto ao tamanho de particula, indice de polidisperséao,

potencial zeta, pH, teor e eficiéncia de encapsulacao de Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui,
Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui.

Formulacéo @ (nm) PDI ¢ (mV) pH Teor (%) %EE
Lipo-CAZ-Qui  116,5+5,3 0,401 +16,4+0,6 5,2 985+0,4 51,5+0,2
Lipo-AU-Qui 136,6 £5,1 0,465 +28+0,8 50 98,9+0,3 99,9+0,1
Lipo-CAZ-AU- 240,3+35 0,411 +249+0,1 50 98,3+0,1 45,2+ 0,5

Qui (CAZ) (CA2Z)
98,7+ 0,6 95,6 + 0,3

(AU) (AU)

Lipo-CAZ-Qui + 2128+0,7 0,563 +229+12 52 98,2+0,2 50,7+ 3

Lipo-AU-Qui (CAZ) (CAZ)
98,5+ 0,4% 98,9+ 0,5

(AU) (AU)
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@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispersdo; {: Potencial zeta; %EE:
Eficiéncia de encapsulacdo; Lipo-CAZ-Qui: Lipossomas revestidos com quitosana
encapsulando CAZ; Lipo-AU-Qui: Lipossomas revestidos com quitosana
encapsulando AU; Lipo-CAZ-AU-Qui: Lipossomas revestidos com quitosana
coencapsulando CAZ e AU; Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui: Amostra Pool.

Conforme demonstrado na Figura 17, o aspecto macroscépico das formulacdes
de Lipo-Qui (Figura 17A), Lipo-CAZ-Qui (Figura 17B) foi uniforme, sem floculacao,
com coloragao branco leitosa e com opalescéncia azul clara. Os Lipo-AU-Qui (Figura
17C) e Lipo-CAZ-AU-Qui (Figura 17D) apresentaram-se com as mesmas
caracteristicas citadas anteriormente, contudo a coloracdo da formulacdo foi
amarelada, em decorréncia da presenca do acido Usnico. Assim, todos as formulagfes
apresentaram caracteristicas compativeis com particulas de escala nanomométrica
(ALSHAMSAN et al., 2019; RAN et al., 2020).

Figura 17. Aspecto macroscopico de lipossomas com revestimento de quitosana
(Lipo-Qui) (A), lipossomas revestidos com quitosana encapsulando CAZ (Lipo-CAZ-
Qui) (B), lipossomas revestidos com quitosana encapsulando AU (Lipo-AU-Qui) (C) e

lipossomas revestidos com quitosana coencapsulando CAZ e AU (Lipo-CAZ-AU-Qui)

(D).

Os @ de Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-
AU-Qui (116,5 + 5,3 nm, 136,6 + 51 nm, 240,3 + 3,5 nm, 212,8 + 0,7 nm,

respectivamente), se mostraram maiores que Lipo-Qui (97,72 = 0,7 nm), sugerindo



57

que houve um rearranjo da formulagédo para a incorporacdo do farmaco no sistema,
consequentemente, elevando os valores de @. Além disso, notou-se que néo
houveram alteragdes significativas de valores de ¢ para Lipo-Qui e Lipo-CAZ-Qui
indicando que o farmaco esta encapsulado no lipossoma, contudo, em Lipo-AU-Qui e
Lipo-CAZ-AU notou-se um aumento nesse parametro, sendo este atribuido a insercéo
do AU na bicamada de fosfolipideo e sua aproximacdo na cabeca polar dos
fosfolipideos, que, ao se organizar dessa forma, o { € aumentado (ZHAO et al., 2018;
BATTISTA et al., 2020; RAN et al., 2020).

O tamanho de particula € um dos fatores fundamentais que viabiliza a
administracdo de formulagdes lipossomais por via oral, uma vez que ja é consolidado
gue nanocarreadores com tamanhos inferiores a 70 nm sdo facilmente removidos por
mecanismos fisioldgicos, pelo muco produzido no intestino, bem como por absor¢céo
sistémica. Logo, estudos demonstram que tamanhos entre 70 e 400 nm s&o ideais
para possibilitar a eficAcia da utilizacdo do lipossoma por essa via (NGUYEN et al.,
2014; KIM et al., 2018; YU et al., 2018; ZHAO et al., 2018). Assim, os tamanhos de
particula dos lipossomas aqui descritos sao compativeis para uma possivel

administragao oral.

Em geral, a via de administracdo oral possui maior aceitacdo por parte dos
pacientes, apresentando diversas vantagens quando comparadas com a via
parenteral, tais como: I) Redugcdo da dor para administracdo; Il) Inexisténcia da
colonizacdo de acessos venosos por microrganismos patogénicos, como bactérias e
fungos; Ill) Reducdo dos custos dos sistemas e prestadoras de saude quanto a
internacdo, atendimento ambulatorial e suporte por parte da equipe de saude; 1V)
Maior facilidade para armazenamento e transporte; e V) Menor abandono do
tratamento (KHURANA et al., 2016; QU et al., 2017; SONI; RIZWANULLAH; KOHLI,
2018).

O indice de polidispersdo é responsavel por medir a homogeneidade de
tamanho de particulas dispersas e varia de 0 a 1, onde valores proximos a 0,1
representam particulas altamente monodispersas, contudo, valores até 0,6 sédo
considerados aceitaveis para aplicagbes farmacéuticas (VAHEDIKIA et al., 2019).
Nesse sentido, no presente estudo, foram produzidos lipossomas com distribuicéo de
tamanho entre 0,2 e 0,6, e, dessa forma, € indicado que ha homogeneidade nas
formulacdes (BASHIRI et al., 2020; RAMEZANZADE et al., 2021).
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Quanto ao potencial zeta, todas as formulacdes apresentaram carga superficial
positiva, devido a interacao eletrostatica dos grupos de acidos graxos livres e o fosfato
dos lipideos que apresentam carga levemente negativa com a carga positiva dos
grupamentos aminas da quitosana (NHs*), que, por sua vez, confere a carga
superficial positiva para os lipossomas, favorecendo repulséo eletrostatica mais forte
entre as particulas, levando a uma melhor estabilidade desses nanocarreadores
(NAHR et al., 2018; BACHIRI et al., 2020). Além disso, a quitosana possui capacidade
mucoadesiva e, quando administrada por via oral, se adere a parede intestinal,
possibilitando, por sua vez, o aumento do contato dos farmacos com o 6rgéo,
favorecendo, entdo, sua absorcdo pelas células do epitélio intestinal e aumento da
sua biodisponibilidade (EZZAT et al., 2019; SEYEDABADI et al., 2021).

Todos os lipossomas apresentaram pH &cido, ja que a quitosana € um polimero
catibnico, que apresenta em sua estrutura quimica grupos amino na posi¢do C2 do
anel de piranose da molécula, fator este que confere a formulacdo carga
positivamente que por consequéncia ocasiona reducdo do pH da formulagéo
(SHARILATINIA; JALALI, 2018).

A dissolucao de formula¢des acidas ou basicas podem ser dependentes do pH
da formulacao e do meio. As formulacfes basicas se dissolvem mais rapidamente no
ambiente &cido do estbmago, mas como seguem para um ambiente mais basico no
intestino, sua solubilidade é reduzida, podendo resultar em precipitacdes de farmacos.
Por sua vez, a dissolucdo de formulacfes acidas € minima no estbmago e tende a
aumentar conforme passa para um ambiente mais basico intestinal, influenciando
diretamente na absorcao dos farmacos. Para a administracéo oral, a absorcao refere-
se ao transporte dos farmacos através das membranas de células epiteliais do trato
gastrointestinal, sendo as formulagdes &acidas melhor absorvidas no intestino
(THANOU et al., 2001; MARTINEZ et al., 2002; ABUHELWA et al., 2016). Em ocasifes
em que a formulacdo esta revestida por polissacarideos, como a quitosana, o pH
também pode influenciar na liberacdo do medicamento presente no nanocarreador,
pois esses revestimentos sao projetados para proteger a formulacao do pH da mucosa
gastrica, e que permitam apenas a liberac&o no intestino delgado (ABUHELWA et al.,
2017).

A administracdo de farmacos por vias ndo-parenterais, especialmente por via

oral, representa um dos grandes desafios da industria farmacéutica, uma vez que sao
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constantes problemas como baixa disponibilidade oral, inativagdo fisiologica, bem
como baixa permeabilidade através do epitélio do trato gastrointestinal. Pensando-se
nisso, varias abordagens como a nanotecnologia farmacéutica tem sido considerada
para sobrepor essas limitacdes, sendo os lipossomas revestidos por polissacarideos,

como a quitosana, uma alternativa viavel (NIU et al., 2012; HE et al., 2019).

5.1.2 Teor e eficiéncia de encapsulacdo de ceftazidima e acido usnico em

lipossomas

O teor e a eficiéncia de encapsulagcéo (%EE) de CAZ em Lipo-CAZ-Qui foi de
98,5 + 0,4% e 51,5 = 0,2%, respectivamente. Outros estudos da literatura ja
encapsularam CAZ em lipossomas convencionais nao revestidos com quitosana e
obtiveram %EE variando de 5,77% a 50% (Tabela 1) (TORRES et al.,, 2012;
WIJESOORIYA et al., 2013; FARZAMPANAH et al., 2017).

Considerando que a ceftazidima tem caracteristica hidrofilica (log P: -1,6), a
mesma nao se aprisiona na bicamada lipidica, e, por isso a mesma se direciona para
o0 compartimento aquoso do lipossoma ou fica dispersa no liquido aquoso externo
(WIJESOORIYA et al., 2013; ZHOU et al., 2019). A partir da comparacao das %EE de
CAZ nos lipossomas desenvolvidos nesse estudo e dos lipossomas ja descritos na
literatura, considera-se promissora a encapsulacéo de CAZ em lipossomas revestidos
com quitosana, pois esse polissacarideo pode interagir com o farmaco provocando
um aumento na capacidade de encapsulacédo (CHEN et al., 2016; ALSHAMSAN et al.,
2019; ALOMRANI et al., 2019).

O teor de AU em Lipo-AU-Qui, por sua vez, foi de 98,9 + 0,3%, enquanto a
%EE foi de 99,94 * 0,1%. Esses resultados demonstram a eficiéncia do método de
encapsulamento utilizado nesse estudo. Além disso, dado a baixa solubilidade em
agua do AU, em decorréncia da sua estrutura molecular e a formacao de ligacdes
intermoleculares do tipo de hidrogénio, 0 mesmo se inclui na bicamada lipidica,
facilitando o processo de encapsulagédo (FRANCOLINI et al., 2019; BATTISTA et al.,
2020). Esses resultados corroboram com dados ja descritos na literatura

encapsulando AU:

Lira et al. (2009) e Cavalcanti et al. (2018) observaram teor de AU acima de

90% e %EE proximo a 99% em lipossomas convencionais. Nunes et al. (2016)
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encapsularam AU em membrana a base de gelatina contendo o lipossoma e
encontraram %EE de 93,75% e Francolini et al. (2019) que encapsularam AU em

lipossomas glicosilados obtendo %EE de 89%.

Um importante aspecto para o tratamento das infeccbes causadas por
bactérias que induzem o CCR é a manutencdo de uma quantidade de farmaco no
local de acdo por um periodo adequado (EZZAT et al., 2019). Entdo, altos indices de
teor e eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos em formulacdes sdo aspectos
essenciais para uma eficiente farmacoterapia (ALOMRANI et al., 2019; SAGIROGLU,
2021).

O teor e a %EE de CAZ e AU em Lipo-CAZ-AU-Qui, foram de 98,3 + 0,1% e
45,2 £ 0,5%, e 98,7 + 0,6% e 95,6 = 0,3%, respectivamente, enquanto no Lipo-CAZ-
Qui + Lipo-AU-QUI foi de 98,2 + 0,2% e 50,7 + 0,3% e 98,5 + 0,4% e 98,9 + 0,5%,
respectivamente. A EE% depende de alguns fatores, dentre eles, as propriedades do
préprio lipossoma, bem como a interacdo entre os dois farmacos, assim a pequena
perda na %EE, comparada a formulacdo encapsulando os farmacos isoladamente, €
esperada, uma vez que a coencapsulacao ocasiona um aglomerado de farmacos na
vesicula lipossomal, aumentando sua saida dos lipossomas, além da possibilidade de
repulsdo entre os farmacos durante o processo de encapsulacdo (TORRES et al.,
2012; WIJESOORIYA et al., 2013; RAN et al., 2020).

A combinacdo de agentes antimicrobianos ja € uma estratégia utilizada a
décadas na pratica clinica a fim de aumentar a eficacia, seja ela por ampliar o espectro
antimicrobiano, reduzir a toxicidade, ou, ainda para fins de evitar o surgimento de
cepas resistentes (EFTEKHARI et al., 2019). Nesse sentido, utilizar lipossomas como
carreadores de antibioticos contendo ambos os farmacos, seja na forma de
coencapsulagcédo ou na de mistura (pool), pode favorecer a distribuicdo controlada dos
mesmos nos tecidos afetados, fortalecendo a sinergia (FARZAMPANA et al., 2017;
MENG et al., 2021).

5.1.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e

difracdo de raios-x (DRX) dos lipossomas

O FTIR das formulac¢des Lipo-AU, Lipo-CAZ, lipossoma sem farmaco e sem

quitosana (Lipo-NQui) e AU foi realizado a fim de avaliar a presenca de grupos
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funcionais criticos capazes de retratar a presenca de bandas caracteristicas do AU,
CAZ e conteudo lipidico (Figura 18).

Nesse sentido, no espectro de FTIR das formulacdes lipossomais, houve um
pico em 2855 e 3290 cm™ indicando a presenca de ligacdes de hidrogénio, que
representam as principais interagdes macromoleculares como as de fosfolipideos,
correspondendo ao alongamento simétrico CHz e O-H, respectivamente (YOKOTA et
al., 2012). Os picos em 1233 e 1735 cm™ corresponderam aos grupos fosfato (P=0)
e éster (C=0), ambos presentes na extremidade polar da estrutura dos fosfolipideos,
e, em 2924 e 2854 cm™, por sua vez, indicaram a presenca da cadeia hidrofébica dos
mesmos (UMAR et al., 2021).

No espectro de Lipo-CAZ, as bandas de deformacado axial, nas regides entre
3290-2924 cm™ corresponderam aos grupamentos quimicos OH e NH, caracteristicos
de compostos cefalosporinicos, a deformacédo axial em 1367 cm™indica a presenca
das ligacdes C-N dos anéis aromaticos, e, em 1736 cm™ é referente ao grupo amida
(DAFALE et al., 2012). As ligagbes C-H e C=0 presentes no anel B-lactamico sao
visualizadas em 2924 e 1753 cm™. Além disso, observou-se uma mudanca de
intensidade dos picos entre 1736 e 1367 cm™, indicando que houve interacdo entre o
lipossoma e a CAZ (OSORIO et al., 2018).
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Figura 18. Espectros de FTIR dos lipossomas sem revestimento de quitosana
(Lipo-AU, Lipo-CAZ, Lipo-NQui) e acido usnico (AU).

O espectro de AU, por sua vez, mostrou picos caracteristicos em 1690 e 1067
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cm™ conforme previamente relatado na literatura (NUNES et al., 2010). Possiveis
ligagbes de hidrogénio intramoleculares contribuiram para posicdo de menor
comprimento de onda da metilcetona aromatica em 1627 cm™. As vibragbes do
grupamento cetona ciclico conjugado estdo em 1690 cm™, além de bandas
antisimétricas em 1187 cm™ correspondentes as ligacées C-O-C (MAULIDIYAH et al.,
2021). No espectro de Lipo-AU, bandas semelhantes do AU foram observadas,
indicando que a incorporacéo no lipossoma néo alterou a estabilidade do farmaco.
Ademais, modificacées na intensidade e forma dos picos em 1735 e 1234 cm™
indicaram a interacao entre o AU e o lipossoma (LIRA et al., 2009).

Na Figura 19 estdo retratados os espectros de FTIR das formulagdes com o
revestimento de quitosana, sendo elas Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-
CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui, e quitosana.
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Figura 19. Espectros de FTIR dos lipossomas com revestimento de quitosana
(Lipo-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-
Qui) e quitosana (Qui).

Apos o revestimento dos lipossomas com a Qui (Lipo-Qui), o pico lipidico

caracteristico em 1735 cm™ modificou para valores com frequéncia mais baixos (1733
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cm™), indicando a possivel formacgédo de novas ligacdes de hidrogénio (HASAN et al.,
2016). A interacao entre o grupo fosfato presente nos fosfolipideos com a Qui resultou
na remocao de agua do mesmo, deslocando a banda para uma frequéncia mais alta
em 1981 cm™. As vibragGes de estiramento de N-O foram aparentes em 3355 cm™
no espectro de Qui, o qual modificou para uma frequéncia mais baixa (3289 cm™) nos
espectros dos lipossomas revestidos com quitosana (WANG et al., 2017). O pico de
flexdo N-H no espectro de FTIR de Qui (1575 cm™) foi modificado para 1566 cm™ no
espectro de Lipo-Qui, sugerindo a interacdo eletrostatica entre 0s grupos amina da
Qui e os fosfatos do lipossoma. Esses dados corroboram com os estudos de
HAMEDINASAB et al. (2020) que também observaram esses picos ao revestir com
quitosana lipossomas contendo N-acetilcisteina.

No espectro de Lipo-CAZ-Qui observou-se uma banda na 3011-3292 cm
referente aos grupamentos =C-H, N-H e O-H, além de um alongamento em 1736 cm-
1, referente a presenca da ligacdo entre C=0, sendo isso atribuido a associagdo desse
grupo com 0O grupo presente na cabeca polar da bicamada lipidica. Um outro
alongamento foi visualizado em 1566 cm- referente a deformacéo axial do grupo C=C,
deformacéo axial em 1100 cm formada pela C-O, e em 609-803 cm* formados pelas
deformacdes de hidrogénio (OSORIO et al., 2018). Nos espectros de Lipo-CAZ-AU-
Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui, foram evidenciados o deslocamento dos picos de
1566 para 1564 cm (Lipo-CAZ-AU-Qui), 1736 para 1735 cm e 1566 para 1562 cm'?
(Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui). Apesar desses deslocamentos, 0s espectros sao
semelhantes ao Lipo-Qui, sugerindo-se que a CAZ foi encapsulada com sucesso na
regido hidrofilica dos lipossomas (HUANG et al., 2019; FEUSER et al., 2021).

O espectro de Lipo-AU-Qui, por sua vez, observou-se picos caracteristicos da
presenca do AU em 1637 e em 1075 cm, sendo estes equivalentes as vibragées de
C=0 de amidas e deformacfes axiais do tipo C-O de ésteres. Além disso, foram
evidenciadas vibrages de deformacédo axiais em 2924 cm devido a C-H primarios
ou secundarios, deformacdes angulares em 1033 a 1146 cm™ equivalente a C-O de
alcool primario e terciario, respectivamente (SOMASEKHAR et al., 2021). Foi
observado, ainda que houve o deslocamento da banda em Lipo-CAZ-AU-Qui de 1637
para 1642 cmte 1100 para 1099 cm™, e de 1637 para 1644 para Lipo-CAZ-Qui +
Lipo-AU-Qui.

Assim, na Figura 20, é possivel observar que em todos os lipossomas séo

evidenciadas bandas de absorcdo caracteristicas da quitosana e dos lipideos,
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contudo, nas formulagdes contendo o AU e a CAZ, percebem-se deslocamentos de
bandas, sugerindo a interacdo com a quitosana e a eficaz encapsulagdo dessas
moléculas.

Estudos de difracdo de raios X foram realizados para investigar a
microestrutura do farmaco, dos fosfolipidios e da quitosana e suas interacbes com 0s
lipossomas desenvolvidos. Assim, na figura 20, esta evidenciado o DRX para as
formulaces sem o revestimento de quitosana (Lipo-AU, Lipo-CAZ, Lipo-NQui) e AU.
Como esperado, o AU puro exibiu todos os picos caracteristicos esperados para
cristais de AU, que estavam localizados na faixa de diferentes valores de 20, tais
como 10,3°, 14,5°, 18,6°, 22,7°, 24,3° e 27,4°, sendo estes todos de acordo com 0
relatado anteriormente em outros estudos (LIRA et al., 2009; KHAN et al., 2020).

O difratograma de Lipo-NQui exibiu apenas um unico pico amplo, com um valor
maximo em torno de 26 = 21°. Contudo, apo6s a encapsula¢do do AU no lipossoma,
0s padrdes de DRX mudaram consideravelmente comparado ao AU livre, o que indica
o carater amorfo da amostra, sendo isso explicado devido a formac¢édo de um sistema
com menor organizacdo, com a formacao de interacdes moleculares entre 0 AU e 0
lipossoma (LIRA et al., 2009; QU et al., 2018). O Lipo-CAZ, por sua vez, demonstrou
um pico em 20 = 25°, contudo, este nao é correspondente ao previamente descrito na
literatura para CAZ (26 de 20,2°, 21,5°, 22,3°), indicando o grau de cristalinidade dos
lipossomas, assim como as possiveis ligacdes de hidrogénio, ou interacdes

eletrostaticas entre o farmaco e os lipideos (PEREIRA, 2019).
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Figura 20. DRX dos lipossomas sem farmaco e sem quitosana (Lipo-NQui), com

acido usnico (Lipo-AU) e com ceftazidima (Lipo-CAZ), e do acido usnico livre (AU).
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Na Figura 21, por sua vez, esta evidenciado o DRX das formula¢cbes com o
revestimento de quitosana (Lipo-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui,
Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui), além da Qui. A Qui, exibiu picos correspondentes com
estudos anteriores, tais como o pico em torno de 26 = 20°, correspondentes as formas
cristalinas do tipo a e B, que indicam as caracteristicas tipicas desse polimero em
estado semicristalino (LIU et al., 2015; KHAN et al., 2020).

O difratograma de Lipo-Qui exibiu um pico de baixa intensidade em torno de 26
= 20°, indicando a presenca de interagcbes quimicas entre 0s componentes e a
quitosana. Por outro lado, os demais difratogramas consistiram em uma sobreposicao
dos padrdes individuais dos componentes principais, os fosfolipideos e a quitosana,
com ocultacdo dos picos que caracterizam a CAZ e o AU, sugerindo
amorfizacao/dispersédo destes no lipossoma (CADDEO et al., 2016; HUANG et al.,
2020).

m Lipo-CAZ-QUI + Lipo-AU-QUI
A )\ x PR
/"'-N Lipo-CAZ-AU-QUI

o

AT . Lipo-AU-QUI

Lipo-CAZ-QUI
2 Lipo-QUI
PN

Intensidade (u.a.)

10 20 k1) 1 0

26 (%)

Figura 21. DRX dos lipossomas com o revestimento por quitosana (Lipo-Qui,
Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui), e da

guitosana (Qui).

5.1.4 Andlises térmicas por termogravimetria e calorimetria exploratéria
diferencial dos lipossomas
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A Figura 22 mostra as curvas termogravimétricas de Lipo-NQui, Lipo-CAZ,
Lipo-AU e do AU. No Lipo-NQui, a primeira etapa foi exibida com perda de peso
minima (2,6%) na faixa de temperatura de 25 a 232 °C, sendo isso justificado a
presenca de agua residual nas amostras e substancias de baixo peso molecular. Por
outro lado, a segunda etapa ocorre entre 200 e 290 °C, onde ocorreu a maior perda
de peso das amostras (82,2%), referindo & degradacao dos lipideos. A terceira etapa,
aconteceu em temperaturas acima as de 300 °C, com a decomposi¢cao adicional dos

constituintes da formulagé&o (PAN et al., 2020).
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Figura 22. Termograma dos lipossomas sem quitosana (Lipo-NQui), com acido

usnico (Lipo-AU) e com ceftazidima (Lipo-CAZ), e do acido usnico livre (AU).

Ja no Lipo-CAZ e Lipo-AU, a primeira perda de massa ocorre entre 25 e 124
°C, e 25 e 81°C, com perda média de 6,2 e 6,5%, respectivamente, a segunda perda,
por sua vez, ocorre em 275°C e 288°C, com perda de 75,9 e 7,2%, pontos esses onde
h& degradacao dos farmacos. A terceira etapa, por sua vez, ocorreu em temperaturas

acima de 488 e 494 °C, sendo isso, possivelmente ocorrido através da degradacao
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final dos farmacos e dos demais constituintes da formulacdo (PAN et al., 2020).
Segundo a literatura, a CAZ apresenta perda de massa, de em média 10%, em
intervalos de temperatura entre 50 e 100 °C, e cerca de 75% desta perde massa em
temperaturas acima de 190 °C (SANTANA et al., 2020). O AU, por sua vez, de acordo
com o seu termograma perde massa de 48,8% em temperaturas entre 25 e 241 °C, e
cerca de 50,4% em temperaturas superiores a 459 °C. Assim, pode-se notar que as
formulacdes lipossomais exibiram melhor estabilidade térmica quando comparado
com os farmacos livres (NKANGA et al., 2017).

Por sua vez, a Figura 23, esta evidenciado o termograma das formulagbes com
o revestimento de quitosana (Lipo-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-CAZ-AU-
Qui, Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui), além da Qui. As curvas termogravimétricas obtidas
desses lipossomas, demonstraram uma perda de massa inicial até 226 °C em torno
de 7% para Lipo-Qui, 6,1% para Lipo-CAZ-Qui, 6,5% para Lipo-AU-Qui, 6,8% para
Lipo-CAZ-AU-Qui e 14,1% para Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui. e uma perda de = 62,2%
com temperaturas superiores a 285 °C. A Qui, por sua vez, teve uma perda inicial de
11,62% em 35 °C, e mais 87% em 285 °C na segunda etapa, e 1,1% acima de 514°C,
sendo este dado de acordo com o previamente descrito na literatura (MOUSSOUT,
2016).
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Figura 23. Termograma dos lipossomas com o revestimento por quitosana (Lipo-

Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui), e

da quitosana (Qui).

Esse perfil de perda de massa apresentado pelos lipossomas desenvolvidas
neste estudo é distinto do descrito na literatura, tanto ao previamente descrito para 0s
farmacos e evidenciam que ndo ha perda significativa de massa em temperaturas
entre 25°C e 226°C, evidenciando a eficiente encapsulacdo da CAZ e AU (NIAZ et
al., 2018).

No termograma de DSC, exibido na figura 24, os lipossomas apresentaram
picos endotérmicos, Lipo-NQui em 86,4, 94,4 e 128,5 °C, Lipo-CAZ em 86,1 e
159,1°C, Lipo-AU em 117,4 e 144,7 °C, enquanto o AU livre apresentou picos em
199,4 e 202,9°C. De acordo com a literatura, a CAZ apresenta picos em 120°C,
enquanto o AU tem pico de fusdo em 201,5, 204 e 273 °C (LIRA et al., 2009;
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SANTANA et al., 2020). Nesse sentido, observa-se que 0s picos correspondentes a
degradacdo dos farmacos néo foram evidenciados, sugerindo-se que a CAZ e o0 AU
encapsulado nos lipossomas promoveu melhorias na estabilidade térmica dos
mesmos (NKANGA et al., 2017).
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Figura 24. DSC dos lipossomas sem quitosana (Lipo-NQui), com &cido usnico (Lipo-
AU) e com ceftazidima (Lipo-CAZ), e do acido usnico livre (AU).

A Figura 25 demonstra o DSC das formulacGes com o revestimento de
guitosana (Lipo-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui +
Lipo-AU-Qui), além da Qui. Os picos endotérmicos para Lipo-Qui foram em 77,6 e
131,18 °C, Lipo-CAZ-Qui em 86,1 e 106,4 °C, Lipo-AU em 151 °C, Lipo-CAZ-AU-Qui
em 83,1 e 121,9 °C, e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui em 150 °C. Autores indicam que
a quitosana € caracterizada por um pico endotérmico proximo de 100 °C, seguido por
um exotérmico em torno de 270 °C (LUO et al., 2011).
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Figura 25. DSC dos lipossomas com o revestimento por quitosana (Lipo-Qui, Lipo-

AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui, Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui), e da
guitosana (QUI).

No que diz respeito a analise dessas formulacdes, 0s primeiros picos
costumam estarem relacionados com a perda inicial de agua, atribuindo-se isso a
presenca de grupos hidrofilicos tanto nos lipideos quanto na quitosana. Ademais, 0s
picos caracteristicos de CAZ e AU nao se fizeram presentes no termograma,
sugerindo uma interagc&o entre 0s mesmos e a estrutura do lipossoma. Nesse sentido,
foi possivel verificar uma melhoria da estabilidade térmica das formulagbes quando
comparadas com as formulagdes sem o revestimento com quitosana, visto que foram
evidenciadas mudancas na temperatura de fusdo, devido a protecdo exercida pela

quitosana frente a degradacéao térmica para os farmacos (NIAZ et al., 2018).
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5.1.5 Estabilidade dos lipossomas em condicdes de ph gastrointestinais

simuladas

Uma vez que no presente estudo os lipossomas desenvolvidos foram
preparados para futura administracao oral, estes nanocarreadores poderiam sofrer
variacdes no processo de passagem pelo trato gastrointestinal humano, portanto €
fundamental estudar a influéncia do pH nas suas propriedades fisico-quimicas, a fim
de inferir sua estabilidade. Assim, apds serem submetidas a exposicdo em pH 1,2,
Lipo-Qui sofreram pequenas alteragbes apos 120 minutos, onde apresentaram & de
96,3 + 1,2 nm, PDI de 0,414 e ¢ de +8,4 £ 0,3 mV, Lipo-CAZ-Qui, por sua vez, exibiu
121,3+1,1 nm, PDIl de 0,371 e +10,3 £ 0,9 mV, Lipo-AU-Qui apresentou 207,3 = 14,9
nm, PDI de 0,619, e +8,7 £ 1,3 mV, Lipo-CAZ-AU-Qui, apresentou 203,1 £ 2,1 nm,
PDI de 0,485 e +14,1 £ 0,1 mV, e, por fim, o Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui demonstrou
146,9 £ 6,1 nm, PDI de 0,556 e +9,7 £ 0,3 mV (Tabela 2).

Tabela 3. Estudo de estabilidade em pH gastrico simulado (pH 1,2) das dispersdes
de Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-

AU-Qui.
Formulacao Tempo @ (nm) PDI ¢ (mV)

30 min 89,3+2,3 0,400 +9,32+0,3

Lipo-Qui 60 min 92,4+25 0,409 +9,53+0,4
90 min 95,7+1,7 0,425 +8,6 £0,1

120 min 96,2 +1,2 0,414 +8,4+0,3

30 min 115,1+1,3 0,366 +12,8+0,5

Lipo-CAZ-Qui 60 min 116,6 +1,3 0,392 +12,7+0,5
90 min 117,7+0,5 0,382 +11,7+0,8

120 min 121,3+1,1 0,371 +10,3+0,9

30 min 171,3+1,9 0,512 +11,3+1,1
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Lipo-AU-QuI 60 min 185,8 +2,8 0,552 +10,8 £ 0,3
90 min 168 +7,9 0,554 +11,1+16

120 min 207,3 + 14,9 0,619 +8,7+1,3

30 min 199,3+ 1,4 0,461 +18,7 + 0,4

Lipo-CAZ-AU-Qui 60 min 198,4 +1,2 0,469 +18,7+0,5
90 min 200,2 +1,5 0,482 +16,5 + 1,4

120 min 203,1 +2,1 0,485 +14,1+0,1

30 min 192,3+1,6 0,596 +9,5+ 0,6

Lipo-CAZ-Qui + 60 min 178,8 +2,2 0,549 +9,1+0,3
Lipo-AU-Qui 90 min 154,5+1,8 0,552 +10,3+0,1
120 min 146,9 + 6,1 0,556 +9,7+0,3

@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispersao; : Potencial zeta; Lipo-CAZ-
Qui: Lipossomas revestidos com quitosana encapsulando CAZ; Lipo-AU-Qui:
Lipossomas revestidos com quitosana encapsulando AU; Lipo-CAZ-AU-Qui:
Lipossomas revestidos com quitosana coencapsulando CAZ e AU; Lipo-CAZ-Qui +
Lipo-AU-Qui: Amostra Pool.

Levando em consideracéo os resultados apresentados, todos os lipossomas se
demonstraram estaveis durante a exposicdo em pH 1,2, que mimetiza o pH gastrico,
entre o intervalo de tempo de 30 a 120 minutos. Logo, notou-se que as formulacdes
obtiveram pequena reducdo no tamanho de particula e pequeno aumento do PDI,
sendo atribuido ao fato da quitosana apresentar solubilidade em condi¢des acidas,
cuja carga positiva em pHs abaixo do seu pKa (pH 6,5) tornam seus grupos amino
carregados (—NHs*), e com isso ha uma reducdo da osmolaridade interna em
comparacao com o ambiente externo, resultando em diferengas de pressao osmotica
gue pode levar ao vazamento da agua presente no nucleo dos lipossomas para a fase
externa, induzindo o encolhimento da membrana lipossomal e diminuicdo do seu
tamanho, assim como aumentando a polidispersédo entre as particulas (LIU et al.,
2016; ZHOU et al., 2021).
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A fim de fornecer outras informagdes adicionais sobre o mecanismo de
estabilidade dos lipossomas, a carga superficial também foi determinada no pH 1,2.
Assim notou-se também um reducédo nesse parametro, possivelmente decorrente a
liberacdo parcial da quitosana da superficie lipossomal em condi¢cdes acidas, que
reduz discretamente os valores de potencial zeta (CHEN et al., 2013; HI; HUANG,
2021). Portanto, uma vez que os lipossomas desenvolvidos nesse estudo se
mostraram estaveis em condi¢des acidas, eles sdo capazes de suportar a condicao

acida do estdmago e evitar a liberacdo do farmaco encapsulado nessa regiao.

Em pH 6,8, a fim de mimetizar o pH intestinal, as formulacdo de Lipo-Qui
sofreram algumas alteragfes apos 120 minutos de exposi¢cdo, onde apresentaram &
de 109,4 £ 1,5 nm, PDI de 0,413 e { de +6,4 £ 0,9 mV, Lipo-CAZ-Qui, por sua vez,
exibiu 125 = 5,7 nm, PDI de 0,401 e +6,2 + 0,4 mV, Lipo-AU-Qui apresentou 262,6 +
10,1 nm, PDI de 0,685, e +6,5 £ 0,2 mV, Lipo-CAZ-AU-Qui, apresentou 256,9 = 2,6
nm, PDI de 0,497 e +8,3 £ 0,2 mV, e, por fim, o Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui
demonstrou 247 £ 6,1 nm, PDI de 0,521 e +8,3 + 0,5 mV (Tabela 3).

Tabela 4. Estudo de estabilidade em pH intestinal simulado (pH 6,8) das dispersbes
de Lipo-Qui, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-

AU-Qui.

Formulacao Tempo @ (nm) PDI ¢ (mV)
30 min 109,5+0,7 0,436 +4,6 £0,4
Lipo-Qui 60 min 109,8+2,5 0,419 +5,3+1,1
90 min 110,7 1,7 0,412 +5,7+04
120 min 1094 +1,5 0,413 +6,4+0,9
30 min 123,1+2,9 0,381 +5,4+0,2
Lipo-CAZ-Qui 60 min 126,9+25 0,382 +59+0,3
90 min 127,1+14 0,410 +6,5+ 0,5
120 min 125,0 £ 5,7 0,401 +6,2+ 0,4
30 min 2576 +7,1 0,576 +7,1+0,3
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Lipo-AU-QuI 60 min 234 +9,1 0,573 +7.4%1,2
90 min 233,9+12,1 0,646 +6,2+0,1

120 min 262,6 + 10,1 0,685 +6,5+ 0,2

30 min 263,5 + 4,7 0,490 +74+0,4

Lipo-CAZ-AU-Qui 60 min 2776 +1,1 0,500 +7,9+0,6
90 min 269,4 + 4,0 0,487 +7,4+0,4

120 min 256,9 + 2,6 0,497 +8,3+0,2

30 min 253,4 +2,1 0,569 +7,5+0,5

Lipo-CAZ-Qui + 60 min 2355 + 5,4 0,599 +7,4+0,2
Lipo-AU-Qui 90 min 2449 +9,1 0,486 +7,4£0,3
120 min 247 + 6,1 0,521 +8,3+0,5

@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispersao; : Potencial zeta; Lipo-CAZ-
Qui: Lipossomas revestidos com quitosana encapsulando CAZ; Lipo-AU-Qui:
Lipossomas revestidos com quitosana encapsulando AU; Lipo-CAZ-AU-Qui:
Lipossomas revestidos com quitosana coencapsulando CAZ e AU; Lipo-CAZ-Qui +
Lipo-AU-Qui: Amostra Pool.

Apoés a exposicdo ao pH intestinal simulado (pH 6,8), houve um aumento no
tamanho das particulas dos lipossomas, bem como reducdo do potencial zeta,
possivelmente devido a solucao estd acima do pKa dos grupos amino da quitosana,
assim, havendo uma desprotonacdo dos grupos NHs*, levando a um aumento na
agregacao coloidal das particulas, que, por sua vez, resulta no aumento do diametro
e reducédo na carga de superficie (ZHANG et al., 2021; MA et al., 2022).

Outros estudos comprovaram essas mesmas alteracoes nesses parametros
apos a exposicéo de lipossomas revestidos por quitosana em pHs simulado do trato
gastrointestinal, como Zhou et al. (2021) com a encapsulacdo da curcumina em
lipossomas revestidos por quitosana para fins nutracéuticos, e Hi e Huang (2021) com
lipossomas revestidos com quitosana para transporte de albumina sérica bovina para
administracdo oral de proteinas. Logo, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-
QUI e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui demonstram estabilidade em condi¢des
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gastrointestinais simuladas, possibilitando sua aplicacdo como sistemas de entrega

intestinais de antimicrobianos orais.

5.1.6 Estabilidade das dispersdes lipossomais

As formulacdes Lipo-CAZ-Qui, Lipo-Au-Qui e Lipo-CAZ-AU-Qui foram
acompanhadas quanto a estabilidade em disperséo por até 120 dias armazenadas a
2 °C e sofreram pequenas alteragbes de suas propriedades, onde Lipo-CAZ-Qui
apresentou 201,8 £+ 2 nm, PDI de 0,620, ¢ de +9,1 + 2,3 mV e pH 4,5, Lipo-AU-Qui
exibiu 303,5 = 6,4 nm, PDI de 0,726, +7,8 + 3,1 mV e pH 4, e, por fim, Lipo-CAZ-AU-
Qui apresentou 345,1 + 2 nm, PDI de 0,526, +9,1 + 2 mV e pH 4,6 (Tabela 4). O teor
e %EE também se mantiveram estaveis por 120 dias, onde em Lipo-CAZ-QUI
apresentou 40,2 + 0,7%, Lipo-AU-Qui 80,1 + 0,6%, e Lipo-CAZ-AU-Qui 38,4 + 0,6%
(CAZ) e 79,2 £ 0,1% (AU), respectivamente.

Tabela 5. Estudo de estabilidade a 2 °C das dispersdes de Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-
Qui e Lipo-CAZ-AU-Qui.

Formulagdo Tempo @ (nm) PDI ¢(mV) pH Teor (%) %EE

(dias)

7 1184+ 0412 +176+ 52 981x 509+05

43 1,0 0,2
Lipo-CAZ- 14 121,7+ 0406 +159+ 51 974+ 487+08

Qui 2,6 2,4 0,6
30 1354+ 0501 +142+ 51 952+1 47,402

5,6 3.1

60 1599+ 0,612 +125+ 45 951+ 45405

7,1 3,5 0,9

120 201,8+2 0,620 +9,1+ 45 954+1 40,2+0,7
2,3
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7 1413+ 0,456 +24,6= 50 95,1+ 99,9+0,3
4,3 2,2 1,2
14 1495+ 0,474 +279+% 55 94,8 + 99,1+0,1
2,4 31 1,8
Lipo-AU-Qui
30 2125+ 0,636 +158+ 48 94,2 + 90,2+1,0
5,9 4,5 15
60 2899+ 0,714 +8,5+ 4 945+ 864+0,1
7,1 5,2 0,9
120 3035+ 0,726 +7,8 + 4 92,7+ 80,1+0,6
6,4 3,1 0,2
7 2352+ 0,419 +19,1+ 50 98,1+0,5 45,1
7,4 4,3 (CAZ) +0,2
(CAZ
)
96,9+0,5 94,9
(AU) +0,4
AU
Lipo-CAZ- (AY)
AU-Qui
14 259,1+ 0,456 +18,4+1 5,0 97,9+0,2 44,2
6,1 (CAZ) +0,5
(AU)
96,5+ 1 (AU) 94,5+
1
(AU)
30 256,4+ 0,471 +17,1+ 49 95,8+0,1 42,4
2,4 2,2 (CAZ) +1
(CAZ
)
96,2 +0,1 91,9
(AU) +0,2
(AU)
60 330,5+7 0,519 +9,2 + 4,7 943+ 41505
2,1 0,4 (CAZ)

(CAZ)
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91,2 + 79,2+0,1
0,4 (AU) (AU)
120 345,1+2 0,526 +9,1+£2 46 92,6 £ 38,4 +
0,3 0,6(CAZ)
(CAZ)
7 232,4+ 0,632 +19,3% 5 91,2+0,6 45,6 +
2,5 1,6 (CAZ) 2,1
(CAZ)
975+1 915+
(AU) 0,1 (AU)
14 2671+ 0,684 +154+ 48 92,3+0,7 39,6 £
3,1 2,6 (CAZ) 1,2
(CAZ)
98,2+1,8 71,3 +
(AU) 0,4 (AU)
Lipo-CAZ-
Qui + Lipo-
: 30 2814+ 0,696 +11,1+ 48 90,1+1,6 38,7 +
AU-Qui
1,8 3,4 (CAZ) 0,1
(CAZ)
99,1+1 70,4 +
(AU) 1,4 (AU)
60 3046+ 0,701 +7,1+ 4 90,6 +1 30,12
6,4 0,6 (CAZ) (CAZ)
96,4+0,2 68,13
(AU) (AU)
120 3262+ 0,821 +4,1z%1 3,6 924+26 25,1+
2,7 (CAZ) 0,2
(CAZ)
949+0,9 54,6 +
(AU) 1,2 (AU)

@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispersdo; : Potencial zeta; %EE:

Eficiéncia de encapsulacdo; Lipo-CAZ-Qui

encapsulando CAZ,

Lipo-AU-Qui:

: Lipossomas revestidos com quitosana

Lipossomas

revestidos

com

quitosana
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encapsulando AU; Lipo-CAZ-AU-Qui: Lipossomas revestidos com quitosana
coencapsulando CAZ e AU; Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui: Amostra Pool.

Garantir que a formulacdo permaneca estavel sob condicbes de
armazenamento é importante, pois ela deve conservar suas caracteristicas sem que
haja extravasamento do farmaco, oxidacdo, fusdo de vesiculas que podem formar
particulas maiores, podendo influenciar no desempenho in vivo da formulagéo (TIAN
et al., 2018). As formulagdes de Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui e Lipo-CAZ-AU-Qui se
apresentaram estaveis em suspensdao em torno de 30 dias (Tabela 1). Apés esse
periodo, as formulagdes apresentaram aumento de & e PDI, além de queda no C e
pH. Contudo, nenhuma das formulacbes em dispersdo apresentou agregado,
precipitacdo de farmaco ou separacdo de fases nos 120 dias do estudo de
estabilidade. Assim, apesar dessas pequenas alteracfes, as propriedades fisico-
quimicas das formulagbes permaneceram compativeis para a administracao por via

oral.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos lipossomas revestidos com
quitosana contendo CAZ, AU ou CAZ+AU (Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, Lipo-CAZ-AU-
Qui), assim como do pool Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui, é pioneira, frente a cepa que
podem induzir o CCR, como por exemplo E. coli ATCC 25922, NCTC 13846 e H10407
(Tabela 3). Os resultados demonstraram que a CAZ apresentou CIM de 1,95 pg/mL
para todas as cepas testadas e AU apresentou CIM de 500 pg/mL para E. coli ATCC
25922, 1000 pg/mL para E. coli NCTC 13846 e 250 pg/mL para E. coli H10407. A
CBM de CAZ foi de 1,95 pg/mL e AU 1000 pg/mL para todas as cepas testadas.

Lipo-CAZ-Qui apresentou CIM de 0,062 pg/mL para E. coli ATCC 25922 e
0,125 pg/mL para E. coli NCTC 13846 e E. coli H10407, enquanto Lipo-AU-Qui exibiu
CIM de 62,5 pg/mL para todas as cepas testadas. A CBM de Lipo-CAZ-Qui foi de
0,062 pg/mL para E. coli ATCC 25922, 0,250 ug/mL para E. coli NCTC 13846 e 0,125
png/mL para E. coli H10407, enquanto Lipo-AU-Qui exibiu CIM de 62,5 pg/mL frente a

todas as cepas testadas.
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Tabela 6. Avaliacdo da atividade antibacteriana de CAZ, AU, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui, LIPO-CAZ-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui +
Lipo-AU-Qui frente a E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC 13846 e E. coli H10407.

Bactérias CAZ AU Lipo-CAZ- Lipo-AU- Lipo-CAZ-AU-Qui Lipo-CAZ-Qui +
Qui Qui Lipo-AU-Qui
ciMm ¢cBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
pg/mL

Escherichia 1,95 195 500 1000 0,062 0,062 625 625 0,975/0,975 0,975/0,975 0,031/0,488 0,031/0,488
coli ATCC
25922
E. coli 1,95 1,95 1000 1000 0,125 0,250 62,5 62,5 1,95/1,95 1,95/1,95 0,062/0,976 0,062/0,976
NCTC
13846
E. coli 195 195 250 1000 0,125 0,125 62,5 62,5 0,975/0,975 0,975/0,975 0,062/0,975 0,062/0,975
H10407

CAZ: Ceftazidima; AU: Acido Usnico; Lipo-CAZ-Qui: Lipossoma revestido com quitosana contendo ceftazidima; Lipo-AU-Qui:

Lipossoma revestido com quitosana contendo acido usnico; LIPO-CAZ-AU-Qui: Lipossoma revestido com quitosana coencapsulando



79

ceftazidima e acido unico; Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui: Amostra pool; CIM: Concentracdo inibitéria minima; CBM: Concentracéo

bactericida minima; ATCC: American Type Culture Collection; NCTC: National Collection of Type Cultures.
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A atividade de CAZ encapsulada em lipossomas frente a cepas de bacilos
Gram-negativos ja foi previamente reportada na literatura, embora, até o presente
momento ndo se tenham resultados publicados da mesma em lipossomas revestidos
por quitosana. Torres et al. (2012) testaram lipossomas convencionais contendo CAZ
(Lipo-CAZ) frente a P. aeruginosa ATCC 27853 e P. aeruginosa SPM-1, obtendo CIM
de 8 ug/mL e 1024 pg/mL para a CAZ, enquanto Lipo-CAZ apresentou valores de 4
pg/mL e 512 pg/mL, respectivamente. A CBM também apresentou reducdo de 32
pg/mL para 16 pg/mL quando a CAZ foi encapsulada. Farzampanah et al. (2017)
também avaliaram a eficacia dessas formulacdes frente a P. aeruginosa ATCC 27853,
cujos resultados indicaram inibicdo bacteriana em 2 pg/mL para a CAZ e 0,5 pg/mL
para Lipo-CAZ.

Quanto ao AU, sdo escassos os estudos que tenham explorado o seu potencial
inibitorio frente a bactérias Gram-negativas. Dorszynska et al. (2014) testaram o AU
frente a E. coli MG1655, cepa resistente a polimixina, cujos resultados indicaram que
nao houve inibicio em nenhuma das concentracdes testadas (CIM de 0,5 a 5000
pug/mL). Costa-Junior et al. (2020) testaram AU frente a isolados de P. aeruginosa PA
05, PA 07, PA 18, PA 19, PA 46, PA 56, PA 57, PA 78, e PA 82, obtendo CIMs que
variaram de 250 a 500 pg/mL.

A baixa atividade do AU frente a essas bactérias pode estar relacionada com a
baixa permeabilidade das membranas bacterianas a agentes lipofilicos, como o AU,
dificultando assim a sua permeacéo e capacidade de inibir o crescimento bacteriano.
Levando em consideracdo esse fator, os nanocarreadores representam alternativas
viaveis, visto que auxiliam no processo de adesdo e liberacdo da substancia
encapsulada no seu interior da célula bacteriana (LUZINA; SALAKHUTDINQV, 2016;
ACOSTA-GUTIERREZ et al., 2021).

Na literatura foram encontrados alguns estudos que avaliaram a atividade de
AU nanoencapsulado frente a bactérias Gram-negativas. Grumezescu et al. (2013)
desenvolveram nanoparticulas a base de o6xido de ferro (FesOs) contendo AU e
testaram frente a E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853, observando CIM
e CBM de 10 e 60 pg/mL, respectivamente. Khan, Yu e Kim (2020) utilizaram
nanoparticulas de quitosana para encapsulacédo do AU e demonstraram CIMs de 1024
pg/mL e 512 pg/mL frente a E. coli KCTC 1682 e P. aeruginosa KCTC 1637,

respectivamente.
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Ademais, nossos resultados estdo de acordo com o descrito na literatura, os
quais demonstram a reducdo significativa de CIM e CBM para antibiéticos
encapsulados em lipossomas em comparagcao com os farmacos livres. Além disso, a
utilizacdo do revestimento dos lipossomas com quitosana € uma estratégia que
promove aumento da atividade antibacteriana, pois a quitosana em sinergia com o
farmaco encapsulado, interagem com a carga negativa presente nos grupos
carboxilas da parede celular bacteriana, bloqueando o transporte de substancias
essenciais para a sobrevivéncia da bactéria, e, em paralelo facilita a internalizacao do
farmaco no interior da bactéria, resultando em morte bacteriana (PU; TANG, 2016;
ALSHAMSAN et al., 2019).

Uma vez que a utilizacdo de terapia combinada representa uma alternativa no
tratamento de doencas bacterianas e pode ser empregada com o proposito de
aumentar a poténcia e, por consequéncia, 0 sucesso terapéutico. Assim, é importante
explorar o potencial de sinergia dos medicamentos e com isso reduzir a dose
necessaria para atingir o efeito desejado, levando também a possivel reducédo dos
efeitos colaterais (VASCONCELOS et al., 2020). Nesse sentido, o presente trabalho
prop6s o desenvolvimento de duas estratégias baseadas nesse principio: a
coencapsulacdo de CAZ e AU em uma mesma formulacdo (Lipo-CAZ-AU-Qui) e a
mistura das duas formulacées contendo os farmacos encapsulados isoladamente,
chamado de pool (Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui).

Lipo-CAZ-AU-Qui exibiu valores de CIM e CBM de 0,975 ug/mL para E. coli
ATCC 25922 e E. coliH10407, enquanto para E. coli NCTC 13846, CIM e CBM foram
de 1,95 pg/mL. O pool, por sua vez, teve CIM e CBM determinada em 0,031+0,488
Mg/mL para E. coli ATCC 25922 e 0,062+ 0,976 ug/mL para E. coli NCTC 13846 ¢ E.
coli H10407. Esses dados indicam que o pool apresentou maior potencial

antibacteriano comparado a todas as formula¢ces desenvolvidas.

A coencapsulacdo de farmacos, apesar de ser considerada vantajosa por
fatores relacionados a preservacéo da viabilidade dos farmacos durante o transito
gastrointestinal, melhor armazenamento e transporte, dado a existéncia de apenas
uma formulacao e evitar o acimulo de farmaco no local de acdo, tem desvantagens
significativas como a agregacao indesejada dos farmacos, que pode acarretar em

reducdo da eficiéncia de carreamento dos farmacos e eficiéncia de encapsulagéo,
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além do desafio do perfil de liberagdo sincronizada ou controlada (SUN et al., 2017;
MENG et al., 2021).

Alguns estudos da literatura corroboram os achados do presente estudo ao
observar que a formulacdo coencapsulando os farmacos apresentam menor potencial
antibacteriano in vitro comparado as formula¢cdes encapsulando os farmacos
isoladamente. Aljihani et al. (2020) coencapsularam azitromicina e N-acetilcisteina em
lipossomas convencionais e avaliaram sua atividade antibacteriana frente a isolados
clinicos de E. coli, SA057, onde a CIM para o lipossoma contendo azitromicina (LA)
foi de 0,38 pg/mL e CBM de 0,75 pg/mL, enquanto os lipossomas contendo N-
acetilcisteina (LN) ndo apresentaram atividade frente a cepa testada. Com a
coencapsulagdo de ambos os farmacos (LAN), os valores foram de 0,62 ug/mL para
CIM e 1,25 ug/mL para CBM.

Esses resultados corroboram com os achados por Alarfaj et al. (2022) que
também verificaram essa diferenca. O estudo avaliou a eficacia da encapsulacdo em
lipossomas da tobramicina (TL), e tobramicina + N-acetilcisteina (TNL), frente a
isolados clinicos de E. coli e Klebsiella pneumoniae. As CIMs obtidas para o TL foram
de 8-32 ug/mL e CBM de 16-64 ug/mL, enquanto TNL apresentou CIM variando de
16-32 ug/mL e 32-128 ug/mL, respectivamente. Assim, os autores indicam que apesar
dos resultados sejam inferiores ao observado nos farmacos encapsulados de forma
individual, a coencapsula¢do ainda é justificada em decorréncia de outros fatores
relacionados a formulacdo, como a estabilidade e reducao da toxicidade, apesar de
serem necessarios estudos in vivo para que possam verificar aspectos como
farmacocinética e farmacodindmica a fim de confirmar qual formulacdo é mais
adequada.

Quanto a utilizacdo do pool das formulacdes lipossomais, alguns estudos
indicam sua eficacia devido a capacidade de dois farmacos encapsulados
isoladamente em dois nanocarredadores atingirem alvos diferentes de forma
sincronizada (EFTEKHAR et al., 2019; JAMIL et al., 2019). Low, Martin e Kenward
(2013) analisaram a eficacia antibacteriana da mistura de lipossomas contendo Oleo
de Tea tree (Lipo-TTO) e ions de prata (Lipo-Ag). Nesse estudo foi observado que a
concentracéo letal minima para P. aeruginosa foi de 0,25% para Lipo-TTO e 5,08 x
1073% para Lipo-Ag, enquanto o pool das formulacGes apresentou concentracgéo letal

de 0,05% + 1,59 x 1073%, respectivamente, mostrando o potencial de melhora da
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eficicia antimicrobiana através da mistura desses dois lipossomas. Nesse contexto,
sugere-se que, uma vez que ambos estdo encapsulados em nanossistemas
individuais, estes ndo competem entre si por espaco ha vesicula, e assim, pode ser
induzido um efeito sinérgico com concentracdes adequadas dos farmacos resultando
em morte devido interrupc&o nos processos celulares essenciais (JAMIL et al., 2019)

O tratamento preventivo com o0 uso de antibibticos contra bactérias
relacionadas com o desenvolvimento de cancer, como o observado na Helicobacter
pylori e 0 cancer géstrico, j& é bastante reportado na literatura (LIOU et al., 2019).
Nesse contexto, estes medicamentos sdo, geralmente, utilizados apds isolamento dos
microrganismos em amostras de bidpsia e tem por objetivo eliminar a coloniza¢éo dos
mesmos antes do desenvolvimento da neoplasia (SUZUKI; MORI, 2018). Portanto, a
partir dos resultados encontrados nesse estudo, ha a possibilidade de utilizacdo das
formulagbes encapsulando CAZ e AU isoladamente com a formulagdo
coencapsulando os dois farmacos e, principalmente o pool das duas formulacées em
pacientes que foram diagnosticados com cepas genotdxicas de Escherichia coli na

tentativa de prevenir o desenvolvimento de CCR.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

Sabendo-se que a formacao de biofilme confere um ambiente propicio para o
desenvolvimento bacteriano e, com isso, causa resisténcia aos antibibticos, é
necessario o desenvolvimento de alternativas que possam ser capazes de realizar a
inibicdo e erradicacdo do mesmo. Estudos indicam que os lipossomas apresentam a
capacidade de adsorcdo na superficie do biofilme bacteriano e, devido a isso,
permitem a entrega dos farmacos encapsulados nas células bacterianas (HEIDARI et
al., 2020; LU et al., 2021).

5.3.1 Avaliagédo da inibic&o do biofilme

A inibicdo da formacéo do biofilme por CAZ, AU, Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui e
Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui ocorreu de modo dependendo da dose, com maior

inibicdo na CIM e menor inibicdo na CIM/16 (Figura 18). Assim, foi observada uma
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inibicdo do biofilme entre 4,4 e 70,1% para CAZ, entre 2,5 e 66,5% para AU, entre
54,6 e 81,1% para Lipo-CAZ-Qui, entre 20,4 e 69,6% para Lipo-AU-Qui, entre 66,7 e
94,4% para Lipo-CAZ-AU-Qui, e entre 61,7 e 98,1% para Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-
Qui. CAZ e AU encapsulados nos lipossomas revestidos com quitosana apresentaram
valores de CIMB inferiores quando comparado com os farmacos livres com valores de
inibicdo de superiores em até 13 vezes. Foi, ainda, possivel observar o potencial de
inibicdo da formacéo do biofilme das formulacdes coencapsulando CAZ e AU, além
do pool, exibindo, em ambos os casos, potencial antibiofilme superior aos farmacos
livres e encapsulados separadamente. Conforme esperado, Lipo-Qui nao inibiu a
formacéo de biofilme em nenhuma das concentracdes testadas.

Escherichia coli H10407
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Figura 26. Inibicdo da formacgao do biofilme de cepas de Escherichia coli H100407
apos o tratamento a ceftazidima e acido usnico encapsulados em lipossomas

revestidos com quitosana.

CIM: Concentrac&o inibitoria minima; CAZ: Ceftazidima; AU: Acido Usnico; Lipo-CAZ-
Qui: Lipossoma revestido com quitosana contendo ceftazidima; Lipo-AU-Qui:
Lipossoma revestido com quitosana contendo acido Usnico; LIPO-CAZ-AU-Qui:
Lipossoma revestido com quitosana coencapsulando ceftazidima e acido unico; Lipo-
CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui: Amostra pool.
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Os biofilmes s&@o formados por uma matriz de exopolissacarideo que isola as
bactérias de substancias antibacterianas. Nesse sentido, as substancias eficazes para
fins antibiofilme devem apresentar capacidade de penetrar no biofilme e eliminar
bactérias (LU et al., 2021). Baseado nisso, a atividade de inibicao de biofilme exibidas
pelas formulagdes desenvolvidas no presente estudo, ocorre pela agédo de CAZ e AU
encapsulados, uma vez que ambos apresentam potencial antibiofilme, especialmente
ao que se refere as etapas de adesdao, proliferacdo e crescimento de biofilmes
(BATTISTA et al., 2020; MALAEKEH-NIKOUEI et al., 2020).

Assim, para que haja a inibicdo da formagéo de biofilmes, existem trés
estratégias, atingir de forma direta as células bacterianas, bloquear a adeséo
bacteriana a uma superficie, ou, interromper a comunicacdo entre as células —
também chamado de Quorum sensing. Desse modo, farmacos que podem inibir
qualguer uma dessas estratégias pode ser promissora como moléculas para serem
encapsuladas em nanoformulaces como propostas antibiofiimes, ja que estas
dificultam a manutencéo da estrutura tridimensional do biofilme (ZHANG, 2018; ALAM
et al., 2020)

A fim de avaliar a inibicdo da formacdo de biofilme de nanossistemas alguns
estudos foram desenvolvidos. Thyagarajan et al. (2015) avaliaram ceftazidima
encapsula em nanoparticulas revestidas com quitosana frente a E. coli, e obtiveram
resultados de inibicdo de até 80% na concentracdo de 100 pg/mL, cujos autores
indicam que a referida atividade foi mediada através da reducdo da quantidade de
carboidratos totais e proteinas na matriz que envolve os biofilmes, fator este que leva

enfraquecimento da estrutura do biofilme, e, assim, facilitou a entrada da CAZ.

Apesar de ndo se terem achados na literatura com avaliagdo do AU
encapsulado em nanossistemas para fins antibiofilmes de bactérias Gram-negativas,
este ja foi previamente reportado em Gram-positivas. Francolini et al. (2019)
investigaram o potencial antibiofiime de lipossomas glicosilados contendo AU frente a
biofilmes de Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, com CIMB de 16 pg/mL. Para
0s autores, a presenca da carga positiva e os residuos de acglcares presentes na
superficie lipossomal séo fundamentais para promocéo da interacédo dos lipossomas

com microrganismos.
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Além das caracteristicas dos farmacos, as relacionadas aos lipossomas podem
melhorar o potencial antibiofiime. A literatura relata que lipossomas devem ter
diametros entre 100 e 300 nm para melhorar a penetracdo e direcionamento dos
agentes antibacterianos no biofilme (KHAN et al.,, 2020). Assim, os lipossomas
desenvolvidos nesse estudo apresentaram tamanhos apropriados para essa
penetracdo (116 a 240 nm). Além disso, a presenca da quitosana como revestimento
confere uma carga superficial positiva as formulacdes de Lipo-CAZ-Qui, Lipo-AU-Qui,
Lipo-CAZ-AU-QUI e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui, fator este que possibilita a interacéao
eletrostatica com a superficie das bactérias carregada negativamente, podendo
reduzir a adesédo bacteriana aos enterdcitos, resultando no impedimento da formacéo
do biofilme (MALAEKEH-NIKOUEI et al., 2020).

5.3.2 Avaliagao dainibicdo do biofilme pré-formado

A inibicdo do biofilme pré-formado apds exposicdo a CAZ, AU, Lipo-CAZ-Qui,
Lipo-AU-Qui e Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui também ocorreu de forma dose
dependente, com maior percentual de inibicdo em 16xCIM. Dessa forma, foram
observados percentuais entre 13,1 e 46,7% para CAZ, 6,5 e 27,8% para AU, 26,4 e
82,5% para Lipo-CAZ-Qui, 13,5 e 50,4% para Lipo-AU-Qui, 42,2 e 81,1% para Lipo-
CAZ-AU-Qui, e 50,6 e 89,2% para Lipo-CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui (Figura 19).

. Portanto, nota-se que a CAZ e AU encapsulado em lipossomas apresentaram
valores de inibicdo maiores quando comparados aos farmacos livres, e, ademais, a
associacdo desses farmacos tanto na forma de coencapsulacdo, quanto de pool,
potencializou ainda mais esses valores. Conforme esperado, Lipo-Qui ndo erradicou

a formacéao de biofilme em nenhuma das concentracdes testadas.
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Escherichia coli H10407
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Figura 27. Inibicdo do biofilme pré-formado por cepas de Escherichia coli H100407
apos o tratamento com ceftazidima e acido Usnico encapsulados em lipossomas
revestidos com quitosana.

CIM: Concentrac&o inibitéria minima; CAZ: ceftazidima; AU: Acido Usnico; Lipo-CAZ-
Qui: Lipossoma revestido com quitosana contendo ceftazidima; Lipo-AU-Qui:
Lipossoma revestido com quitosana contendo acido Usnico; LIPO-CAZ-AU-Qui:
Lipossoma revestido com quitosana coencapsulando ceftazidima e acido Unico; Lipo-

CAZ-Qui + Lipo-AU-Qui: Amostra Pool.

A inibicdo do biofilme pré-formado consiste no combate direto aos biofilmes ja
estabelecidos, através de mecanismos que degradam a matriz de exopolissacarideo.
Nesse contexto, além da eliminacdo das células bacterianas no biofilme, a matriz deve
ser erradicada a fim de que novos biofiimes ndo possam ser formados (DIEZ-
AGUILAR et al., 2021). Em consonancia com 0s nossos resultados, Wan et al. (2020)
desenvolveram uma nanoparticula de prata conjugada com alginato e ceftazidima
(Ag@MON-CE) e avaliaram a inibicdo do biofilme formado de P. aeruginosa PA 01,
gue variou entre 25 e 26% para a CAZ livre e 70 e 73,71% para a Ag@MON-CE nas
concentracdes de 0,07 a 1,72 mg/mL. Segundo os autores, isso se explica devido a
sinergia entre os ions de prata, ceftazidima e o alginato, os quais degradaram os

componentes da matriz ocasionando inibicdo do biofilme.
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Portanto, os nossos resultados indicam que os lipossomas revestidos por
quitosana encapsulando a CAZ e o AU, podem n&o apenas inibir a formagéo do
biofiime de E. coli H10407, mas também inibir eficientemente o biofilme formado,
fornecendo, assim, base para ensaios in vivo que possam demonstrar o desempenho

da formulagao.
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6 CONCLUSAO

Os lipossomas revestidos com quitosana encapsulando a ceftazidima e o acido
usnico desenvolvidos nesse estudo foram produzidos através da aplicacédo de técnica
simples, com baixo custo e passivel de escalonamento industrial. Ademais, estes
apresentaram caracteristicas compativeis com a potencial administracdo oral em
futuras aplicacdes na terapia antibacteriana e antibiofilme in vitro e in vivo, tais como
tamanho de particula abaixo de 245 nm, carga superficial positiva, alta eficiéncia de
encapsulacdo dos farmacos e estabilidade em dispersao por 3 meses, térmica, e em
meio gastrico e intestinal pH simulados.

A CAZ e 0 AU encapsulados isoladamente ou co-encpasulados nos lipossomas
apresentaram atividade antibacteriana in vitro frente aos isolados de Escherichia coli,
além de apresentar potencializacdo da inibicdo da formacgéo do biofilme e no biofilme
formado. Portanto, os lipossomas desenvolvidos nesse estudo se configuram como
uma estratégia terapéutica promissora frente as bactérias indutoras de CCR. Assim,
espera-se que o0s resultados futuros possam confirmar a possibilidade de
administracdo por via oral em pacientes que apresentaram bidpsias positivas para a
presenca de E. coli pks+, fornecendo, assim, uma nova inovacgéo terapéutica no
tratamento do CCR. Contudo, estudos de farmacocinética e farmacodindmica devem
ser realizados em estudos posteriores, a fim de comprovar o desempenho de cada

formulacéo e a eficacia do sistema in vivo.
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