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Resumo

Durante varias décadas, o uso extremamente difundido de antibidticos e o
aumento do interesse da industria farmacéutica por farmacos mais lucrativos em
detrimento do investimento em descobertas e desenvolvimento de novos
antimicrobianos levou inevitavelmente a um aumento considerdvel das resisténcias
aos antibidticos. Atualmente, estas estdao num nivel critico, comprometendo a eficacia
destes farmacos, tornando-se num problema grave de saude publica.

Neste momento estdo a ser investigadas novas classes de antibidticos, mas
também estdo a ser feitos estudos focados na melhoria da acdo/comportamento dos
farmacos ja existentes, ou seja, novas formulagdes de antibidticos. Inclui-se nestas
novas abordagens, a formulacdo lipossomal.

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas constituidas por uma ou mais bicamadas
de fosfolipidos, cujo diametro varia normalmente dos 0.02 aos 10 pum, que permitem o
encapsulamento de quantidades considerdveis de uma pandplia de substadncias
hidrofilicas e hidrofébicas. Os lipossomas, para além de conferirem maior eficcia aos
antibidticos, diminuem a toxicidade e aumentam a seletividade, sendo que vdrios
estudos ja demonstraram melhorias farmacodinamicas e farmacocinéticas
relativamente aos antibidticos convencionais contra bactérias suscetiveis e resistentes,
evidenciando uma grande potencialidade para a sua utiliza¢ado.

Por outro lado, existem algumas barreiras que de certa forma impedem a
rapida difusdo de utilizacdo destes sistemas de libertagdao, como o preco elevado, a
instabilidade e dificuldade de esterilizacdo e complexidade dos equipamentos
associados a sua producao.

Porém, ja existem antibidticos lipossomais em ensaios clinicos, incluindo
formulagcGes de amikacina (Arikace ® e Mikasome ®), a ciprofloxacina e tobramicina, o
gue sugere que pelo menos em alguns casos sera vidvel a aplicacdo desta tecnologia. O
curto tempo da sua aplicagcdo em antibidticos e a escassez de exemplares em
utilizacdo, também sugerem a necessidade de mais estudos para explorar as suas
potencialidades promissoras.

Palavras-chave: antibidticos; encapsulamento; lipossomas; resisténcias.
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Abstract

For several decades, the extremely widespread use of antibiotics and the
increased interest of pharmaceutical industry for more lucrative drugs spoiled the
investment in discovery and development of new antimicrobials, which inevitably led
to a significant increase in resistances to antibiotics. Nowadays, resistances are at a
critical level, compromising the effectiveness of these drugs, becoming a serious public
health problem. Currently several new classes of antibiotics are under research, but
there are also new studies focused on improving action / behavior of existing drugs, or
new antibiotic formulations. Liposome formulation is included in these new
approaches.

Liposomes are spherical vesicles composed by one or more bilayers of
phospholipids (whose diameter normally ranges from 0,02 to 10 um), allowing the
encapsulation of considerable quantities of a range of hydrophobic and hydrophilic
substances. Liposomes, also confer greater efficacy, decrease toxicity and increase
selectivity to the antibiotic. Furthermore, several studies have proven
pharmacodynamic and pharmacokinetic improvements over conventional antibiotics
against susceptible and resistant bacteria, showing a great potential.

On the other hand, there are some barriers that prevent the rapid spread of
these delivery systems such as high cost, complexity of the production equipment,
instability and difficulty of sterilization.

Some liposomal antibiotic formulations are currently in clinical trials, including
those of amikacin (Arikace® and Mikasome ®), ciprofloxacin and tobramycin, which
suggests that at least in some cases the application of this technology is feasible.

The fact that liposomal formulations of antibiotics are recent suggests the need
for more studies to explore their promising potential.

Keywords: antibiotics; encapsulation; liposomes; resistances.
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1. Introdug¢ao

Quando se aborda um tema relacionado com antibidticos é quase impossivel
nao relembrar os nomes Fleming e Ehrlich, pelos seus papéis primordiais nas
descobertas e desenvolvimento destes farmacos.

Os antibiodticos sdo provavelmente uma das classes de medicamentos mais bem
sucedidas na histdria da medicina. Estes eram vistos, no inicio da sua utilizagdo, como
verdadeiros medicamentos milagrosos, contudo, o seu acesso ndo esteve prontamente
disponivel para toda a populacdo. De facto, estes antibidticos, no fim da década de 30
e na década de 40, eram escassos e caros, para além de estarem reservados aos
militares, durante a Segunda Guerra Mundial. Os anos de ouro para as descobertas de
novas classes de antibidticos ocorreram entre 1950 a 1970. Estas inumeras
descobertas, aliadas a facilidade no processo de producdo, tornaram o acesso mais
simples, levando ao seu uso extremamente difundido. Os antibiéticos tornaram-se
verdadeiramente a panaceia da medicina, tendo sido usados para tratar os mais triviais
tipos de infecbes, apesar de muitas delas ndo serem de origem bacteriana [1,2].
Fleming foi um dos primeiros a alertar para o potencial de resisténcias a penicilina,
caso fosse usada em concentracdes sub-terapéuticas ou durante pouco tempo de
tratamento. Ainda nos finais dos anos 30 e durante os anos 40, registaram-se os
primeiros casos de resisténcia microbiana, pouco depois de se terem introduzido as
sulfonamidas e a penicilina [1]. Aliado ao aparecimento de resisténcias e ao uso
extremamente difundido esta o facto de a partir da década de 90 a industria
farmacéutica ter diminuido a sua dedicacdo a investigacdo de novos antibacterianos
(consultar anexo 1), focando-se em doencgas crdnicas, ou seja, mais lucrativas.
Consequentemente, durante estes Uultimos anos observou-se a conversdo de
resisténcia aos antibidticos num problema grave de saude publica [3].

Existe uma pandplia de medidas que podem ajudar neste problema, estando
estas incluidas em dois campos principais, mais concretamente, a correcao do modo
de utilizacdo dos antibidticos e o melhoramento do arsenal terapéutico. Esta

monografia focar-se-4 na area do melhoramento do arsenal, nomeadamente, no
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encapsulamento de antibidticos em lipossomas, demonstrando de que maneira a
aplicacdo destes sistemas pode ajudar a contornar as resisténcias a estes farmacos.

Os lipossomas foram descritos pela primeira vez em 1965, como sistemas
fosfolipidicos por Alec Bangham. Mais tarde Gregory Gregoriadis estabeleceu o
conceito de encapsulamento de farmacos por lipossomas [4]. Atualmente procede-se
ao encapsulamento de antitumorais, antifungicos, antibiéticos, acidos nucleicos,
vacinas, anestésicos e anti-inflamatérios. A sua diversificada utilizacdo tem por base as
caracteristicas que os seus componentes conferem, como a biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade, aptidao para encapsular farmacos hidrofilicos ou
lipofilicos e a vetorizagdo para sitios especificos. Além disso, também esta relacionado
com a versatilidade dos sistemas, que podem obter-se com multiplas formas e
composicao, o que alicia a investigacdo e o interesse comercial [5,6].

Esta monografia terd como objetivos principais a sensibilizacdo da necessidade
de resolucdo do problema das resisténcias bacterianas aos antibiéticos, a abordagem
das potencialidades dos antibidticos encapsulados por lipossomas nesse mesmo

ambito, assim como fazer o ponto da situa¢do quanto a sua aplicacdo.

2. Metodologia

Para a realiza¢do desta monografia foi utilizada uma metodologia que consistiu
na pesquisa de informacdo em artigos cientificos relacionados com o tema desta, cujas
palavras-chaves englobavam essencialmente os léxicos “liposomes”, “resistance”,
“antibiotics” e “encapsulated”. A pesquisa foi direcionada maioritariamente para
artigos com datas de publicacdo compreendidas entre 2000 e 2015, no arquivo de

literatura cientifica e biomédica, pubmed.

3. Antibioticos e resisténcia bacteriana associada
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“No sentido mais estrito, os antibidticos sdo substdncias antibacterianas
produzidas por diversas espécies de micro-organismos (bactérias, fungos e
actinomicetos), que suprimem o crescimento de outros micro-organismos’’ [7]. Porém,
é frequente alongar o uso do termo antibiético, para incluir agentes antimicrobianos
sintéticos, como as sulfonamidas e as quinolonas. Para além disso, os antibidticos
podem ser agrupados em dois grupos principais: os bactericidas, que eliminam as
bactérias e os bacteriostaticos, que apenas inibem o seu crescimento [8]. Ambos
podem diferenciar-se acentuadamente pelas suas propriedades fisicas, quimicas e
farmacoldgicas, no espectro antibacteriano e nos mecanismos de acdo [7]. Os
antimicrobianos sao classificados com base na sua estrutura quimica e no mecanismo
de acdo proposto [7]. Apesar de haver alguma divergéncia na classificacdao, podem-se
considerar 5 grandes classes: os inibidores da sintese da parede bacteriana, os ativos
sobre a membrana celular, os inibidores da sintese proteica, os inibidores dos acidos
nucleicos e os inibidores da sintese de acido fdlico.

Todos os organismos vivos lutam para se adaptar ao ambiente em seu redor.
Portanto, ndo deve ser surpreendente que as bactérias mostrem uma notavel
habilidade em tolerar e adaptar-se ao ambiente que as rodeia, incluindo o
desenvolvimento de resisténcias, tanto aos antimicrobianos mais antigos como aos
mais recentes. Geralmente, a resisténcia bacteriana ocorre a nivel genético, podendo
ser desenvolvida pela via de mutacdo ou por introducdo de material genético. A
expressao dessas alteracdes genéticas resulta em alteragdes num ou mais mecanismos
bioldgicos da bactéria afetada, o que vai determinar especificamente o tipo de
resisténcia a ser desenvolvida. Para se desenvolver resisténcia ao antibidtico é
necessario que se reinam duas condi¢des: uma colénia heterogénea que tenha pelo
menos uma bactéria que possua uma alteracdo genética que confira resisténcia ao
antimicrobiano, e a presenca de um antibidtico capaz de inibir a maioria das bactérias

presentes [2].

A elevada ocorréncia de resisténcia pela via da mutacdo advém do grande
numero de bactérias de uma infecdo, do curto tempo de geracao e da elevada taxa de
mutac¢do. Numa populacao de 10" bactérias com a taxa de mutacdo de 1 em 10’, em

média haverd mil mutacdes. Se uma dessas mutacdes conferir resisténcia ao
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antibidtico aplicado, onde a maioria das bactérias sensiveis sdo mortas, a bactéria
resistente ird multiplicar-se (transmitindo a resisténcia verticalmente), aproveitando o
espaco e os nutrientes das suas vizinhas eliminadas. E de salientar que é a presenca do
antibiotico, a principal responsdvel pelo desenvolvimento da resisténcia, pois este,
como referido acima, confere condicbes benéficas a populacio de bactérias
resistentes, tanto que na auséncia do antibiético, o crescimento desta populagdo seria
provavelmente apenas similar ao das outras [2,9].

A transferéncia horizontal da resisténcia ocorre através de bacteriofagos,
plasmideos, transposdes e outro material genético. Os genes que conferem resisténcia
estdao normalmente localizados em fragmentos especializados de ADN conhecidos por
transposdes, o que lhes permite movimentar de uns plasmideos para outros. Alguns
destes transposdes contém fragmentos de ADN mais complexos, conhecidos por
integroes, que sdo capazes de integrar diferentes genes que conferem multi-
resisténcia aos antibidticos [2].

Para além das facilidades que as bactérias tém em desenvolver resisténcias,
existem fatores agravantes responsaveis pelo seu incremento. Como é o caso do uso
excessivo e irracional de antibidticos em doentes internados ou de ambulatério, quer
seja no tratamento ou em profilaxia, assim como o uso excessivo de antibidticos na
industria agricola (principalmente na producdo alimentar), ou do aumento da
esperanca média de vida, permitindo o uso de antibidticos até uma idade mais
avancada. Também os avancos na saude que resultam na sobrevivéncia de muitos
pacientes com varias doengas e com elevado risco de infe¢des estao incluidos nesses
fatores, tais como, pacientes em estado critico, imunodeprimidos ou com doencas
congénitas. O ndo cumprimento de medidas preventivas no controlo de infec¢des,
como por exemplo, a lavagem correta das mdos e o isolamento desapropriado de
pacientes com infecbes resistentes também é responsdvel por este fendmeno.
Paralelamente, o aumento de procedimentos invasivos, como as cirurgias, € o
incremento do uso de proteses e corpos estranhos com elevado risco de infecdo por
bactérias resistentes, contribuem para o agravamento do desenvolvimento de
resisténcias [2].

O primeiro fator apresentado é considerado o mais preponderante, pois o abuso

do uso dos antibidticos promove de forma frequente a proliferacdo das bactérias

4
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resistentes em detrimento das suscetiveis. A maioria dos restantes fatores,
paradoxalmente, acaba por ser um ponto negativo do desenvolvimento da saude
publica [2].

Como resultado das causas referidas acima, um grande nimero de estirpes de
bactérias torna-se resistente, e algumas delas multi-resistentes a estes agentes
terapéuticos, convertendo-os em farmacos ineficazes. Para cada classe de antibidticos
ha pelo menos um (muitas vezes mais) mecanismo de resisténcia desenvolvido ao
longo dos anos. De facto, em alguns casos, as bactérias tém desenvolvido resisténcias
a duas ou mais classes de antibidticos em simultaneo, tornando o tratamento de
infecdes muito dificil e dispendioso. Em muitos casos, as resisténcias sdo associadas a

alta morbilidade e mortalidade [2,10].

Embora o desenvolvimento de resisténcia possa ocorrer rapidamente, a perda
de resisténcia pode ser lenta, mesmo na auséncia do antibiético. Este fendmeno é
inerente ao custo que a posse dos genes e/ou plasmideos que conferem resisténcia,
acarreta para as bactérias. A presenca dos plasmideos assegura a sua manutencdo
durante o tempo em que providenciam vantagem para a sobrevivéncia da bactéria.
Alguns estudos detetaram uma diminuicdo da frequéncia de resisténcia apds a
remocao do antibidtico. Dois anos apds uma campanha com o objetivo de reduzir a
utilizagdo dos macrdlidos, a resisténcia das bactérias S. pyogenes baixou dos 20% para
os 10%. Contudo, a resisténcia geralmente permanece a um determinado nivel basal,
sendo que a reintrodugdo do antimicrobiano voltard a selecionar as estirpes
resistentes, mesmo passados meses ou anos de auséncia do farmaco. Algumas
descobertas sugerem que a maneira mais rapida de eliminar as resisténcias é através

da insercdo de bactérias suscetiveis, que vdo competir com as resistentes [10].

De seguida, serdo abordados de modo sucinto, os principais mecanismos de

resisténcia.
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3.1 Resisténcia por transformag¢ao ou destruicao do

antibidtico

A transformacdo ou a destruicdo do antibidtico ocorre quando a bactéria
produz um ou mais enzimas que o modificam ou degradam quimicamente, tornando-o
inativo contra esta. Este mecanismo, que é provavelmente dos mais antigos, afeta
diversos antibidticos. Um caso bastante conhecido é o que acontece com os [-
lactamicos. Estes sdo inativados quando sofrem hidrélise no seu anel B-lactamico, por
enzimas (B-lactamases) sintetizados pela bactéria [2]. A transformagao do antibidtico
pode ser exemplificada através dos aminoglicosideos. Estes ndo tém grupos labeis para
serem hidrolisados, mas sdo neutralizados por enzimas desativadoras que os
modificam quimicamente, resultando na perda de afinidade pelos alvos no ribossoma

e, consequentemente, deixam de inibir a sintese de proteinas [9,11].

3.2 Resisténcia por efluxo de antibioticos

O efluxo de antibidticos é relevante quando estes atuam dentro da bactéria,
ocorrendo quando esta é capaz de desenvolver um mecanismo de transporte ativo
gue bombeie a molécula antimicrobiana para fora da célula, o suficiente para que ndo
se atinja a concentracdo necessdria a atividade antibacteriana [2]. As bombas
utilizadas para excretar os antibidticos sdo diferentes das bombas membranares, as
guais todas as bactérias usam para excretar moléculas lipofilicas e anfipaticas para o
exterior da célula. Contudo, algumas bombas utilizadas para excretar antibidticos
produzidos pelas proprias bactérias, sdo também utilizadas como mecanismo de

resisténcia [9].

3.3 Resisténcia por modificagao do alvo
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A terceira estratégia de resisténcia ndo esta focada na remocdo, destruicdo ou
modificacdo do antibidtico, mas consiste na alteragdao do seu alvo. Esta modificagao
pode ocorrer em alvos a superficie da bactéria (lipopolissacarideos, catides ou
proteinas membranares), reduzindo a interacdo entre estes e o farmaco, e
posteriormente também a sua taxa de entrada na bactéria [12]. Por outro lado, pode
ocorrer alteragdo do alvo terapéutico, resultando numa diminuicao de afinidade entre
este e o antimicrobiano, e por conseguinte, numa reducao do efeito antibacteriano [2].
A alteragdo do alvo é um mecanismo comum, na qual se podem encontrar em todas as

classes de antibiodticos, independentemente do seu mecanismo de acao [13].

3.4 Resisténcia por impermeabilidade bacteriana

Para a maioria dos antibidticos exercerem o seu efeito bactericida ou
bacteriostatico, é necessario que acedam aos seus alvos intracelulares. Esta resisténcia
é bem mais frequente nas bactérias gram-negativas, justamente devido a presenca da
membrana exterior [11]. Por outro lado, nas bactérias gram-positivas é pouco
frequente a observacdo de resisténcias por impermeabilidade. Estas bactérias
possuem uma parede celular permeavel, que normalmente nao limita a penetracao de
antimicrobianos, desde que ndo excedam os 57 000 Da. Porém, a resisténcia devido a
restricdo de penetra¢do pode ocorrer quando ha producao de uma parede celular mais
espessa [13]. O biofilme é um exemplo particular de impermeabilidade, promovendo a
resisténcia a maioria dos antimicrobianos, em parte, devido a limitagdo do acesso aos
alvos antimicrobianos [11].

Identificar novos antibidticos foi outrora o objetivo prioritario de estudos
realizados pelas companhias farmacéuticas. O potente espectro de acdo desses
farmacos providenciou uma eficacia clinica extraordinaria. No entanto, o sucesso tem
sido comprometido, pois uma vasta quantidade de bactérias encontrou mecanismos
de tolerar/superar diferentes classes de antibidticos e de perder suscetibilidade a
maioria ou a todos os regimes terapéuticos. Ou seja, as previsdes que os clinicos e
outros profissionais de saude fizeram a meio do século XX, sobre a erradicacdo das

doencas infeciosas mais comuns da humanidade, serdao pelo menos, pouco provaveis
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de serem atingidas. Sera entdo importante adquirir um bom entendimento da base
molecular do desenvolvimento de resisténcia, pois permite-nos, por sua vez,
desenvolver novas abordagens para lidar com as infecGes causadas por estas bactérias,
e para criar novas estratégias para o desenvolvimento de novos tratamentos contra as

mesmas [14].

4. Custo socioecondmico das resisténcias bacterianas

Varios estudos tém reportado os elevados custos que as infe¢Ges resistentes
aos antibidticos acarretam para os cuidados de saude, quando comparadas com as
infecdes suscetiveis, embora com variagdes nos seus resultados.

A despesa global econédmica derivada da resisténcia aos antibidticos foi
estimada em, pelo menos, 1,5 bilides de euros, em 2007, na Europa e 55 bilides de
délares, em 2000, nos Estados Unidos da América (EUA), incluindo os custos do
hospital e do doente. Nas estimativas europeias, a perda de produtividade representa
40% de 1,5 bilides de euros, enquanto que nos EUA representa 64% dos 55 bilides de
délares. Ambas as estimativas nao tiveram em conta os custos apds o internamento
(exceto para doentes seguidos em casa posteriormente) [14]. Alguns estudos mostram
que as infecgdes resistentes sao responsaveis por duplicarem a taxa de mortalidade, a
probabilidade e o tempo de internamento, quando comparadas com infecdes
suscetiveis por bactérias da mesma espécie [16]. Outras investigagdes nos EUA
calcularam que mais de 15% das infe¢gdes nosocomiais sao causadas por bactérias
multi-resistentes. Na Europa, investigadores estimaram que em 2007, cerca de 25000
doentes morreram devido a infecdes multi-resistentes, o que se traduz em encargos
hospitalares de cerca de 900 milhdes de euros, com 2,5 milhdes de dias extra de
internamento [17].

E de realcar que a resisténcia antimicrobiana selecionada num determinado
ano ira persistir, sugerindo que ird causar problemas também nos anos posteriores.

Estima-se que os efeitos das resisténcias nosocomiais irdo custar alguns bilides de
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ddlares so nos EUA, e se as infecGes comunitarias forem consideradas, os custos serdo
ainda maiores [10].

Os estudos existentes ndo tém em considerac¢do as consequéncias econdmicas
da inviabilidade dos antibidticos mais utilizados, quer no tratamento, quer na
prevencdo nos diversos campos da medicina, como a cirurgia, cuidados de recém-
nascidos prematuros, oncologia e transplantes, o que poderd aumentar os custos.
Estudos recentes indicam um aumento da incidéncia de infegBes resistentes em
doentes oncoldgicos, doentes com érgdos transplantados, criangas e recém-nascidos
doentes. Esta tendéncia associada ao aumento do risco de morte dos doentes com
infecdes resistentes, faz com que a ameaca de morte prematura destes grupos de
doentes imunodeprimidos esteja a aumentar. Ora, o aumento da mortalidade
implicard um custo financeiro significativo nos sistemas de saude e social.
Similarmente, a profilaxia através dos antibidticos tem um papel importante na
prevencao de infecdes em cirurgia. Um estudo calcula que se ndo houvesse
antibioticos a disposicao, para prevenir infe¢Ges resultantes de cirurgias em doentes
submetidos a substituicdo total da anca, a taxa de infecdo seria aproximadamente de
40 a 50% (dos quais 30% morreriam) quando comparadas com a taxa atual de infegdo
com profilaxia efetiva que ronda os 0,5 a 2%. Consequentemente, o numero de
doentes submetidos a cirurgia diminuiria, o que levaria a um aumento de morbilidade,
traduzindo-se numa perda de produtividade [15].

Existem estudos com conclusGes ainda mais alarmantes e extremistas, que
defendem que muitos outros estudos tém apenas uma abordagem microeconédmica ao
incluirem apenas estes custos no setor da saude, quando deveriam ter uma
abordagem macroecondmica, onde incluissem maiores indicadores econémicos, tais
como: rendimento nacional, oferta de trabalho, produto interno bruto (PIB) e
crescimento econémico. Pelo menos um estudo admitiu a hipdtese que o aumento da
resisténcia tem potencial para diminuir a qualidade e quantidade da oferta de
trabalho, e que a diminuicdo de produtividade pode resultar num aumento do custo da
mesma, resultando num aumento do preco dos bens e servicos, podendo diminuir o
PIB. Com a reducdo do consumo de bens e servicos, os produtores empregarao menos
pessoas, aumentando o desemprego e reduzindo o rendimento do agregado familiar e

do crescimento econdmico [15].
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Apesar de ser um grande desafio, sera importante quantificar a despesa efetiva
das resisténcias aos antibidticos para ajudar e incentivar os profissionais de saude e
decisores politicos a definirem prioridades para a resolucdo deste problema de saude

publica.

5. Solug¢Oes para o problema das resisténcias

5.1 Abordagens politicas para o controlo das resisténcias

Como ja foi referido, o problema da resisténcia aos antibiéticos tornou-se
numa ameaca a salde publica. Como tal, é fundamental que haja governos com
vontade politica para agir numa escala global, e que em harmonia com todas as partes
interessadas sejam capazes de dar uma resposta eficaz e adequada ao problema [17].

As grandes organizagdes de saude internacionais tais como Centro de
Prevencdo e controlo de Doenca Europeu (CPCDE), Agéncia do medicamento europeu
(EMA), Escola de economia e ciéncia politica (EECP), Sociedade de quimioterapia
antimicrobiana britanica (SQAB) e sociedade de doencas infeciosas da América (SDIA)
tém-se reunido com as partes interessadas, reconhecendo a crescente gravidade do
problema. Os relatdrios oriundos destas reunides sugerem varias estratégias para
promover o investimento e a inovacdao na investigacao antibacteriana. Além disso, na
Suécia, uma iniciativa conhecida por “agao na resisténcia ao antibidtico” contribuiu
com sugestdes vitais para os decisores politicos. Em 2009, a Unido Europeia (UE) e os
EUA estabeleceram uma “forca armada no combate contra a resisténcia
antimicrobiana”, que prop6s uma variedade de acbes concretas para promover, nas
comunidades médica e veterinaria, o uso apropriado dos farmacos antimicrobianos, e
para reduzir a propagacao da infecdo nos cuidados de saude e em ambientes
comunitdrios. Desenharam ainda trés estratégias fulcrais para estimular a investigacdo
de novos antibidticos, mais concretamente, incentivos para o desenvolvimento de
novas drogas antibacterianas (e.g. financiamento), apoio coordenado entre UE e EUA

para projetos de pesquisa bdsica com a industria, e o aceleramento do processo de
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aprovacdo dos novos antimicrobianos [1]. A “iniciativa na inovacdo de medicamentos”,
co-fundada pela Comissdao Europeia e pela FEIFA, relne cientistas de instituicGes
académicas e de industria farmacéutica, juntamente com pequenas e médias
companhias, e agéncias reguladoras, para enfrentarem os desafios cientificos da
investigacao e desenvolvimento de antibacterianos. A CE comprometeu-se também a
introduzir um processo acelerado de aprovagdao de antibidticos e a estabelecer um
adequado mercado e condi¢cdes no preco, para encorajar um investimento ajustado
em novos antibidticos [1]. E o conselho da Unido Europeia langou recentemente um
programa, cujo objetivo é identificar novas moléculas e, posteriormente, apoiar o
desenvolvimento dessas moléculas até a fase 1 dos ensaios clinicos. A previsdo é
identificar 40 a 50 novas moléculas, o que podera ter um impacto significativo [17].

Em suma, apesar de a inovagdo ter vindo a ser insuficiente, ha um
reconhecimento internacional que tem o objetivo de contrariar a tendéncia, propondo
uma ampla variedade de politicas e incentivos destinados a iniciar o desenvolvimento

de novos farmacos antibacterianos [17].

5.2 Medidas que visam solucionar o problema das resisténcias

Provavelmente, ndo havera uma solucdo 100% eficaz, pelo menos enquanto o
uso de antibidticos for inevitavel, dado que o desenvolvimento de resisténcias é
frequentemente inerente ao seu uso. Contudo, hd uma pandplia de medidas que
podem ajudar neste problema, que estdo incluidas em dois campos principais. S3o elas
a correcao do modo de utilizacdo dos antibiéticos e o melhoramento do arsenal
terapéutico. Ndo é objetivo desta monografia abordar todas as solu¢des para este
problema, contudo, é importante conhecer um pouco das estratégias que nao incluem
o encapsulamento dos antibidticos por lipossomas, para ajudar a percecionar a
importancia e viabilidade desta ultima abordagem.

A correcdo ou o aperfeicoamento da utilizacdo dos antibidticos é talvez a
vertente mais importante, sendo que o seu uso indiscriminado é a razao principal do

aumento das resisténcias. Neste campo estdo abrangidas medidas que promovem a
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diminuicdo da automedicacdo, da disponibilidade do medicamento sem receita
médica, do uso abusivo e irracional de antibidticos em ambulatdorio e em doentes
hospitalizados (para tratamento ou profilaxia), e da resisténcia cruzada dos
antibioticos para uso veterindrio e ragbes de animais (industria alimentar) [2,10].
Também fazem parte deste campo, desenvolvimento de diagnésticos rdpidos e de
testes com biomarcadores e sistemas de vigilancia da suscetibilidade ao farmaco que
permitam o direcionamento de investigacdes e o uso de antibidticos apropriados para
cada situagao [10,18,19]. O melhoramento do arsenal terapéutico alberga uma grande
diversidade de dareas. O desenvolvimento de tratamentos com baixo potencial de
inducdo de resisténcia parece ser uma boa aposta. Seguem-se alguns exemplos

[18,19]:

e Imunoterapia, pela infusdo de anticorpos monoclonais ou por leucécitos que
eliminam bactérias;

e Terapia bioldgica, na qual as bactérias ndo morrem, mas sdo-lhes alteradas
habilidades para diminuir a inflamacdo ou a causa da doenca;

e Tratamento com probidticos, que competem com as bactérias durante o
crescimento microbiano;

e Sequestro de nutrientes do hospedeiro para prevenir o seu acesso pelas
bactérias;

e Moderacdo da inflamacdo do hospedeiro na resposta a infecao;

e Uso de bacteriofagos, uma vez que estes conferem especificidade.

O desenvolvimento do tratamento através da combinagdo de compostos num
Unico medicamento tem vindo a contornar a resisténcia. E o caso do Augmentin®, que
contém o antibidtico amoxicilina adicionado de acido clavulanico, que é um inibidor da

B-lactamase [19].

A descoberta e o desenvolvimento de novos antibidticos sdo as estratégias
centrais no combate a resisténcia, com especial interesse para aqueles que possuem
estruturas quimicas que atuam em novos alvos, pois tém uma menor probabilidade de

serem sujeitos a mecanismos de resisténcias existentes (apesar de alguns mecanismos
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serem transversais para muitos antibidticos, como o efluxo ou a impermeabilidade
aumentada) [20].

Enquanto varios investigadores fazem esforcos para descobrir ou desenvolver
novos antibidticos, outros estdo focados em potenciar a eficicia de antibidticos
atualmente em utilizagao [21]. De facto, o grosso da investigagcdo antimicrobiana
continua a ser o desenvolvimento de novos antibidticos, que frequentemente sdao uma
extensdo de classes ja existentes. No entanto, o progresso na terapia antibacteriana
também engloba melhorias dos fdrmacos ja existentes, muitas vezes através de
estratégias de encapsulacdo, usando transportadores como as nanoparticulas ou os
lipossomas, por exemplo [22].

A distribuicdo de farmacos mediada por nanoparticulas permite melhorar o
indice terapéutico, de modo a que seja possivel diminuir a dose e a frequéncia de
administracdo; aumentar a entrada do farmaco no meio intracelular (atenuando o
desenvolvimento de resisténcia); uma melhor acumulacdo no 6rgao alvo, limitando
efeitos secunddrios [22]. No entanto, entre varios sistemas de libertacdo de farmacos,
os lipossomas tém atraido mais atencdo, devido a varias carateristicas que incluem,
estabilidade quimica e biolédgica, bom poder de solubilizagdo, reduzida captag¢ao pelos
macrofagos e encapsulamento de moléculas hidrofilicas e hidrofébicas, para além de
permitirem reduzir a toxicidade, aumentar o indice terapéutico e melhorar a
vetorizacdo do farmaco ao alvo. E esta a estratégia que vai ser abordada com mais

detalhe nesta monografia [22,23].

6. Os lipossomas como sistemas de libertacao de farmacos

6.1 Da concegao a aplicagao

Em 1965, Alec Bangham e os seus colegas publicaram a primeira descri¢do dos
lipossomas enquanto sistemas fosfolipidicos, o que estabeleceu a base para sistemas
membranares. Passados poucos anos, foram descritas diversas estruturas singulares

de bicamadas fosfolipidicas fechadas. Gregory Gregoriadis foi o primeiro no
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estabelecimento do conceito dos lipossomas, estabelecendo que estes sistemas
lipidicos poderiam encapsular fadrmacos e serem usados como sistemas de distribuicao
dos mesmos. Outros investigadores foram mostrando que os lipossomas poderiam
alterar a distribuicdo dos farmacos encapsulados in vivo, enquanto novos métodos
estavam a ser desenvolvidos para permitir a preparacdo de grandes lipossomas
unilamelares, com melhorias na capacidade de encapsulamento e homogeneidade [4].
Durante os anos 70 e 80, varios progressos foram feitos no campo da composicao e
consequente estabilidade dos lipossomas, permitindo o aumento do seu tempo de
circulacdo sanguinea [6].

Os lipossomas sdao muito utilizados como veiculos de varias moléculas na
cosmética e na industria farmacéutica, quer em solucdes coloidais, aerossoéis ou em
formas semissélidas, tais como géis e cremes [5]. Na cosmética foram introduzidos
pela primeira vez, em 1986 pela Dior. Na industria farmacéutica em 1995,
doxorobicina (Doxil®) foi o primeiro composto veiculado por lipossomas aprovado pela
FDA [24].

Os estudos e os avancos desta tecnologia permitem que, atualmente, ocorra
uma miriade de ensaios clinicos em diversas areas, como na veiculagdao de farmacos
antitumorais, antifungicos, antibiéticos, acidos nucleicos, vacinas, anestésicos e anti-

inflamatorios [5,6].

6.2 Estrutura e propriedades dos lipossomas

Designam-se lipossomas os sistemas vesiculares formados quando fosfolipidos
sdo dispersos em 4agua, e espontaneamente formam estruturas enclausuradas
constituidas por camadas de membranas fosfolipidicas, com um ambiente interno
aquoso. Os lipossomas sdo vesiculas esféricas, que podem ser produzidas com
fosfolipidos, cadeiras longas de acidos gordos, colesterol, surfatantes nao téxicos,
esfingolipidos, glicolipidos e proteinas de membrana. Estes sdo também, como ja foi
enunciado, veiculos de uma grande variedade de moléculas, incluindo pequenos

farmacos, proteinas, nucleétidos e até plasmideos [6,24].
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Estruturalmente, os lipossomas podem ser classificados em vesiculas
multilamelares (MLVs) quando possuem multiplas bicamadas, ou em vesiculas
unilamelares (ULVs) quando tém apenas uma bicamada. Os ULVs podem ainda ser
classificados em pequenas vesiculas unilamelares (SUVs), quando o seu tamanho esta
compreendido entre os 20 e os 100 nm, ou em grandes vesiculas unilamelares (LUVs),
quando o mesmo é superior a 100 nm [24].

Como ja foi referido, os lipossomas conseguem veicular compostos hidrofilicos
e hidrofdbicos. Os primeiros sdao encapsulados no interior da vesicula, dissolvidos no
espaco aquoso. Os ultimos ficam localizados na bicamada lipidica, e os compostos com
carga elétrica ficam adsorvidos a superficie lipidica, como representa a figura 8.1 [25].

As propriedades dos lipossomas podem divergir, podendo-se dividi-los em 4
grandes grupos: lipossomas convencionais, lipossomas “stealth”, lipossomas ativos e
lipossomas eletricamente carregados [26].

Os lipossomas convencionais sdo o tipo de vesiculas mais utilizado, apesar das
estruturas relativamente instaveis, da reduzida capacidade de transporte e
encapsulacdo, para além dos problemas relacionados com a biodistribuicdo e
vetorizagcdo. O colesterol é frequentemente adicionado para conferir estabilidade
[26.27].

Lipossomas “stealth” ou lipossomas estabilizados estericamente tém polimeros
hidrofilicos de cadeia longa incorporados, maioritariamente ancorados, tais como
polietilenoglicois (PEG), conferindo estabilidade e protecdo ao farmaco, o que permite
maior tempo de semivida de circulagao [26.27].

Lipossomas ativos contém substdncias que providenciam uma libertacdo
seletiva e controlada, que pode ser ativada de dois modos. A ativacdo por afinidade
estd associada a compostos que interagem por afinidade, como por exemplo
antigénios, anticorpos, enzimas, proteinas, vitaminas ou recetores, em que depois da
interacdo com o alvo, a substancia encapsulada é libertada. O outro mecanismo de
libertacdo envolve a incorporacdo de um composto que promove alteragdes
estruturais no lipossoma e, consequentemente, a libertacdo do farmaco, como
resposta a determinados estimulos externos. Alteracdes do pH, concentracdes de ides,

temperatura ou irradiacdo de luz sdo alguns exemplos [26].
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Lipossomas eletricamente carregados possuem fosfolipidos possuidores de
carga, que influenciam o mecanismo e a extensdo da interagao entre o lipossoma e a
célula. Mais concretamente, uma superficie com carga elevada promove essa
interacao, para além permitir a interagdo com macromoléculas com carga oposta, isto
é, ADN, ARN e proteinas, e de facilitar a internalizacdo de substancias com elevado
peso molecular [26,28].

No entanto, existem outras alternativas para classificar os lipossomas, como

esta representado na figura 6.1.

Tipos de lipossomas

Carregados positivamente e negatwamente
munopossoma;@ -
. @ Farmacos hidrofobicos

Pmteopossoma@ .

Lipossoma sensivel ao pH

Tipos de encapsulagao

Farmacos hidrofilicos
0 o

Farmacos carregados

Figura 6.1 - Classificacdo dos lipossomas [adaptado de (25)]

6.3 Preparacao de lipossomas
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Existe uma variedade de métodos de preparacao de lipossomas que resulta em
diferentes tipos de vesiculas, divergindo no tamanho e carateristicas. A evaporagao da
fase reversa, reidratacdo e desidratacdo, injecdo de etanol, injecio de éter e
hidratagdo do filme lipidico fazem parte do leque de processos existente [29].

Como ja foi referido, Alec Bangham e os seus colegas publicaram a primeira
descricao dos sistemas fosfolipidicos. Nesta preparacao dos lipossomas foi utilizado o
método de hidratacdo de filme lipidico (atualmente o método mais reportado), que
consiste na dissolu¢do de lipidos num ou mais solventes organicos, seguido da
evaporagcdo do(s) solvente(s), formando um filme lipidico. De seguida, este é
hidratado com agua ou solugdo tampdo, sob agitacdo vigorosa, favorecendo a

formacdo de MLVs com diferentes tamanhos e nimero de camadas [29,30]. Se

o

farmaco for hidrofilico é incorporado na solucdo tampdo, por outro lado, se for
lipofilico é dissolvido na mistura lipidica [30]. Este método tem uma reduzida eficacia
no encapsulamento, especialmente para farmacos hidrofilicos [6,30]. Depois da
formacao dos MLVs, é possivel obter-se SUVs ou LUVs, através de métodos mecanicos,
guimicos ou eletrostdticos, sendo os mecanicos os mais utilizados. Destacam-se a
sonicacao (aplicacdo de ultrassons) e a extrusdo (homogeneizadores de alta pressao),
na qual os homogeneizadores exercem pressao sobre as vesiculas, com gases inertes
gue obrigam os lipossomas a passarem por filtros com poros de tamanho definido.

Todo este processo esta representado na figura 6.2 [31].
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e

FILME LIPIDICO SECO SOLUGCAO AQUOSA HIDRATAGAO

Figura 6.2 — Representacdo da preparacdao de lipossomas pelo método de
hidratacdo do filme lipidico e subsequentes operac¢des aplicadas para obtencdo de

diferentes tipos de lipossomas [adaptado de (31)].

6.4 Vias de administracao

Sdo vdrias as vias de administracdo utilizadas em experiéncias com antibiéticos
lipossomais. Estas podem-se dividir em invasivas (intraperitoneal, intramuscular,

intravitrea, intravenosa) e ndo invasivas (percutanea, oral, inalatéria) [32].

6.4.1 Vias invasivas

As injegOes intraperitoneais sao preferiveis para a administragdo em animais
devido a facilidade de acesso e possibilidade para administrar doses elevadas,
contudo, ndo é muito comum a utilizacdo em humanos [32].

Inje¢des intramusculares sao utilizadas para administragdo de antibidticos

livres, mas nem tanto com farmacos lipossomais [32].
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A via de administracdo intravitrea de antibidticos livres necessita de frequentes
injecdes, o que provoca a hemorragia retinal e, consequentemente, a ndao adesdo a
terapéutica, o que faz dos lipossomas uma alternativa interessante devido as suas
propriedades que permitem a libertacdo prolongada [32].

A administracdo intravenosa é a mais popular para farmacos lipossomais.
Porém, existe a desvantagem de uma rapida depuragdo plasmadtica pelo sistema
mononuclear fagocitario (MPS). Para além disso, é necessdrio que as vesiculas tenham

um tamanho compreendido entre 100 e 200 nm [31,32].

6.4.2 Vias nao invasivas

A administracdo percutanea é atrativa, uma vez que é indolor, tem uma boa
relacdo custo-beneficio, ndo necessita de dispositivos e leva geralmente a uma boa
adesdo a terapéutica. Existem tratamentos com antibidticos livres para aplicacdo
percutanea, como fosfato de clindamicina e eritromicina, contudo, ja foram dadas
provas de uma melhoria através do encapsulamento de antibidticos para este tipo de
aplicagcdo. O caso da clindamicina lipossomal é exemplificativo, pois ja demonstrou
aumentar a eficacia, no tratamento da acne vulgaris, devido ao incremento da
penetragao na pele. [32,33].

A via de administragdao por inalagdo é a mais comum nos antibidticos
lipossomais, utilizando-se pdssecos (através de inaladores) ou formulagdes liquidas
(através de nebulizadores ou inaladores pressurizados). Por esta via, os farmacos
encapsulados podem ser libertados diretamente no pulmao, o que é muito util para
doencas respiratdrias, tornando os farmacos mais eficazes com doses mais baixas, para
além de diminuir o tempo de circulagdo (reduzindo em ambos os casos a toxicidade

sistémica) [21,32].
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7. Encapsulamento lipossomal de antibidticos e

diminuicao da resisténcia aos antibioticos

7.1 Vantagens do encapsulamento lipossomal de antibioticos

De seguida, serdo descritas vdrias vantagens do encapsulamento de
antibioticos (onde estdo realgados os seus contributos na superacdo das resisténcias),
que tém sido o foco de inumeros trabalhos, como a melhoria da farmacocinética e
biodistribuicdo, a diminuicdo da toxicidade, a potenciacdo da atividade contra
bactérias intracelulares, a melhoria da seletividade no alvo e a potenciacdo da

atividade contra bactérias extracelulares [21,25].

7.1.1 Melhoria da farmacocinética e biodistribuigao, e perfil de

toxicidade

A administracdao sistémica é frequentemente ineficiente, podendo ndo
providenciar uma concentra¢do terapéutica no tecido infetado, antes de provocar
efeitos secundarios graves. Estas concentracdes sub-terapéuticas podem exacerbar
complicacdes infeciosas e promover resisténcias aos antibidticos [22].

Por outro lado, a administracdo de doses elevadas e frequentes (efeitos de
curta duracdo) podem elevar a toxicidade, o custo e diminuir a adesdo a terapéutica, e
por conseguinte, o desenvolvimento de resisténcias [34].

Uma das vantagens dos lipossomas consiste na libertacdo gradual e constante
de antibidticos, o que permite manter o fdrmaco na concentragdo pretendida, mais
concretamente, acima da concentracdo minima inibitéria (MIC), durante mais tempo.
O encapsulamento lipossomal melhora a farmacocinética e protege antibiéticos contra
a atividade hidrolitica dos enzimas e contra a desativacdao imunoldgica e quimica [25].

Os lipossomas convencionais administrados intravenosamente sao

reconhecidos como antigénios estranhos ao sistema imunolégico, sendo por isso
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opsonizados (processo no qual ocorre a fixacdo de moléculas que ajudam no
reconhecimento e captura pelo sistema mononuclear fagocitario (MPS)) [25]. A
opsonizacdao pode desestabilizar o lipossoma, provocando a libertacdo do farmaco,
contudo, esta pode ser desejada para o tratamento de infe¢des por bactérias
intracelulares (como sera posteriormente demonstrado em detalhe). A taxa de
opsonizag¢ao depende das propriedades do lipossoma, como o tamanho, a carga e a
rigidez. A depuracdo plasmatica das vesiculas pequenas (aproximadamente 100 nm)
pode ter a duragdo de varias horas, enquanto a depurag¢dao das MLVs pode durar
apenas varios minutos. As vesiculas rigidas ou sem carga tém um tempo de circulacdo
maior do que as fluidas ou carregadas, no entanto, as duas ultimas sdo as que tém
apresentado maior atividade antimicrobiana. Os lipossomas “stealth” estdao protegidos
do MPS, o que reduz a sua captura, resultando num tempo de semivida longo [25,35].

Este sistema de libertacdo de farmacos permite concentracbes elevadas de
farmaco no local de infecdo, uma vez que a permeabilidade capilar aumenta neste
local, permitindo a passagem do lipossoma. Por acrescento, a presenca de antigénios
bacterianos induz uma resposta inflamatdéria, o que incrementa ainda mais o
extravasamento do lipossoma. Este mecanismo promove significativamente a
atividade antibacteriana [25].

A capacidade dos lipossomas reduzirem a toxicidade dos antibidticos pode
tornar mais generalizada a utilizacdo dos antibidticos cuja toxicidade e eficacia sao
elevadas, ja que até ao momento a sua utilizagdo se limita a casos extremos, como é o
caso da polimixina B. O encapsulamento da deste por lipossomas reduz efeitos
adversos, que incluem e nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio neuromuscular e,
para além disso, ainda se verifica uma melhoria da sua atividade antimicrobiana [24].
Por outras palavras, a reducdo da toxicidade permite que seja utilizada uma maior
diversidade de antibidticos, aliviando a pressao de desenvolvimento de resisténcias de

outros antimicrobianos.

7.1.2 Potencia¢ao da atividade contra bactérias intracelulares
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O tratamento de infecGes provocadas por bactérias alojadas dentro de células
de mondcitos ou neutrdfilos é um verdadeiro desafio, devido a reduzida atividade do
antimicrobiano no meio acidico dos lisossomas e a sua baixa captura pelas células
fagocitdrias [36]. Além disso, o aumento das multirresisténcias faz com que o
tratamento se torne num desafio ainda maior. A terapia, geralmente, envolve a
combinag¢do de farmacos durante longos periodos de tempo. Apesar disso, idealmente
os antibidticos que tém como alvos bactérias intracelulares, deveriam superar a
barreira membranar, libertar-se e ficar retidos no meio intracelular a uma
concentracdo terapéutica, durante o tempo desejado [34]. Torna-se assim importante
o uso de sistemas de libertacdo de farmacos (como os lipossomas), com capacidade de
direcionamento para células fagocitarias, com o objetivo de melhorar a terapia contra
as infecGes intracelulares [37].

Os lipossomas tém sido testados em varios tipos de infecdo, tendo obtido
bastante sucesso no combate as bactérias intracelulares. Uma das primeiras
experiéncias consistiu na erradicacao da Listeria monocytogenes, na qual foi utilizada
ampicilina encapsulada, que foi rapidamente fagocitada por macrdéfagos. Numa outra
experiéncia, utilizou-se gentamicina encapsulada em lipossomas convencionais para
tratar a brucelose. Neste processo, os lipossomas foram captados pelo MPS no figado
e baco, o que levou a uma diminuicdo do nimero de bactérias nos tecidos desses
drgdos. Vancomicina encapsulada por lipossomas provou melhorar o resultado do
tratamento clinico de infe¢Ges intracelulares por Staphylococcus aureus resitentes a
meticilina (MRSA). Também ja foi demonstrado que a aplicacdo de lipossomas com
isoniazida, rifampicina e claritromicina na tuberculose, potencia a eficacia

antibacteriana em comparagdao com o uso destes antibidticos na forma livre [25].

7.1.3 Melhoria da seletividade no alvo

Varios trabalhos tém demonstrado a possibilidade de vetorizar os lipossomas
para determinados érgdos, tecidos ou microorganismos. A interacdo nao especifica ou
especifica com o alvo é inerente a composi¢cdo da superficie da vesicula. Quando a
interacdo ndo é especifica, a composicao fosfolipidica e a carga da membrana sdo os
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factores mais preponderantes na vetorizagdo. S3o utilizadas vesiculas sensiveis ao pH
ou a temperatura e com carga, sendo que os lipossomas com carga positiva sao
aqueles que tém intera¢cdes mais fortes com as células, pois estas possuem cargas
negativas. Por outro lado, lipossomas com agdao especifica estdo equipados com
proteinas, oligossacarideos, anticorpos ou fragmentos de imunoglobulina na sua
superficie, possuindo uma afinidade especifica com os recetores do alvo definido, quer
sejam células infetadas ou agentes patogénicos. Ou seja, os lipossomas podem ser
vetorizados, através de ligandos ancorados para determinadas bactérias ou estruturas
bacterianas, como por exemplo, biofilme (conjunto de bactéria aderentes entre si e a
uma superficie) [25].

A capacidade de vetorizacdo dos fadrmacos também pode ser bastante util para
o tratamento e prevencdo de formacdo de biofilmes. As bactérias produtoras de
biofilmes (frequentemente encontradas em dispositivos médicos, como os cateteres)
sdo extremamente dificeis de erradicar, pois estdo cobertas por uma matriz
extracelular, constituida por substancias poliméricas que Ihes conferem resisténcia,
impedindo a interacdo dos farmacos com as bactérias. Através dos lipossomas
promove-se a concentracdao dos antibidticos na matriz do biofilme, permitindo a
libertacdo dos mesmos, na vizinhanga dos micro-organismos [25].

De modo transversal, os sistemas de libertacao de farmacos proporcionam a
vantagem da vetorizagdo dos antibidticos, provocando um menor nivel de resisténcia
do que a administracdo sistémica do fdrmaco. Para além disso, existe uma boa
correlagao entre a protecdo da microbiota e a prevenc¢ao da colonizacao de bactérias
resistentes. E por isso importante que, um dos critérios das tecnologias emergentes
aplicadas aos antimicrobianos, seja proteger a microbiota, o que é possivel através de

sistemas de libertacdo de farmacos, como os lipossomas [22].

7.1.4 Potenciagao da a¢ao contra bactérias extracelulares

Varios trabalhos tém utilizado lipossomas para vetorizacdo de antibidticos para
agentes patogénicos extracelulares, revelando, em muitos casos, o aumento da
atividade antimicrobiana. Por exemplo, Fluidosomes® (formulacdes de lipossomas que
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adotam uma conformacdo fluida) fundem-se com a membrana da Pseudomonas
aeruginosa, libertando o antibidtico diretamente no espago periplasmatico, o que
permite baixar a concentracdo minima inibitéria (MIC) relativamente ao do antibidtico
livre. A interacdo entre os lipossomas e a membrana da bactéria tem-se tornado
bastante promissora no tratamento de infecGes por estirpes resistentes de
Pseudomonas aeruginosa, cujos mecanismos de resisténcia sdo na sua maioria
relacionados com baixa permeabilidade e sistemas de efluxo. Também por esta razao,
a aplicacdo de antibidticos encapsulados por lipossomas pode superar os mecanismos
de resisténcia [25]. Outros estudos demonstram que aminoglicosideos como
gentamicina, amicacina e tobramicna, quando administrados na forma lipossomal
possuem um MIC inferior ao registado para os farmacos nao encapsulados. O aumento
de eficacia é atribuido a potenciacdo da penetracio do farmaco na membrana
bacteriana pouco permedvel, como se verifica nas estirpes resistentes de Burkholderia

cenocepacia [38].

7.2 Desvantagens do encapsulamento de farmacos por

lipossomas

A utilizagdo de lipossomas providencia uma série de vantagens como foi
descrito anteriormente, porém, possui algumas barreiras gerais independentes da
natureza do farmaco encapsulado, que os impedem de serem usados como seria
desejado. De seguida serdo enunciadas, de modo sucinto, desvantagens da aplicacao
dos lipossomas [23,25].

e Baixa estabilidade
o Quimica
= Oxidacdo de fosfolipidos
= Hidrdlise de fosfolipidos
= Peroxidacao
o Fisica

* Libertacdo precoce dos farmacos
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= Agregacdo ou fusdo de lipossomas
o Dificuldade de esterilizagao
e Toxicidade
e Preco elevado
e Complexidade de equipamento

e Possiveis reag0Oes alérgicas

Uma das desvantagens dos antibidticos lipossomais é o curto tempo de
validade das vesiculas lipidicas, devido a sua instabilidade. Esta pode ser dividida em
quimica ou fisica [25].

A instabilidade quimica pode ser derivada da hidrdlise de ligacdes ésteres ou
oxidacdo e/ou peroxidacdo de cadeias insaturadas de lipidos dos lipossomas, sendo
que estas reacdes ocorrem em fosfolipidos naturais ou sintéticos. Além do mais, os
fosfolipidos naturais exibem uma diversidade estrutural, promovendo a formacado de
fosfolipidos Unicos quanto a composicdo, o que causa diferengas na estabilidade.
Desta maneira, a estabilidade dos farmacos encapsulados depende principalmente da
composicao lipidica, sendo a temperatura de armazenamento um fator importante. A
adicdo de componentes antioxidantes ou o recurso a um processo de liofilizacdao
podem ajudar a prevenir a oxidagao [25].

Por outro lado, a instabilidade fisica provoca libertacdo precoce dos farmacos
ou a agregacdo e/ou fusdo dos lipossomas, formando particulas de maiores
dimensdes, o que influencia a sua farmacocinética e, posteriormente, podera afetar o
indice terapéutico [3]. De facto, os problemas de estabilidade ocorrem in vivo, pois nas
condicOes fisioldgicas a sua estabilidade diminui devido as interagcdes das membranas
lipossomais com os componentes dos fluidos do organismo [25].

A esterilizacdo dos lipossomas é uma barreira para a sua utilizacdo, ja que os
Seus processos convencionais tém problemas associados. No caso da esterilizacdo com
recurso a altas temperaturas, esta apenas pode ser utilizada para farmacos lipofilicos e
termoestaveis. Por outro lado, a esterilizacdo por filtracdo apenas pode ser utilizada
para vesiculas com tamanho inferior as bactérias. Concomitantemente, ndo garante a

remocdo de particulas virais. O método da liofilizacdo tem a desvantagem da
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dificuldade da remoc¢do dos agentes quimicos, como o oxido de etileno. Também o
método de irradiagdao nao é compativel com os lipossomas [39].

Como ja foi abordado, os lipossomas apresentam biocompatibilidade. No
entanto, é associada toxicidade a lipossomas carregados e vazios, resultado da carga
elétrica lipossomal e da presenca de solventes organicos volateis. Um estudo indicou
que lipossomas eletricamente carregados provocaram efeitos citotdxicos ao contrario
dos lipossomas neutros, contudo, esta informacao ndo esta completamente elucidada.
Os residuos dos solventes nem sempre sdao completamente removidos, o que pode
conduzir a efeitos citotdxicos [21].

Para além do preco elevado, os métodos de preparacdo de lipossomas com
baixa taxa de encapsulamento tornam a aplicacdo destes bastante mais cara do que o
tratamento com antibidticos convencionais. Por acrescento, os métodos de
preparacao utilizados em laboratdrio sdo muito complexos e caros, impossibilitando

em alguns casos de produzir em grande escala [23,25].

7.3 Mecanismos de a¢ao dos lipossomas em infegoes

bacterianas intracelulares

Como ja foi referido anteriormente, os lipossomas, como sistemas de
libertacdo, permitem a vetorizacdo seletiva para células fagocitdrias e o aumento da
penetracao celular. A vetorizacdo pode ser passiva ou ativa. A passiva é conseguida
através da capacidade inerente das células fagocitarias em ingerir os lipossomas, que
sdao reconhecidos como corpos estranhos ao organismo. A vetorizacdo ativa é
concretizada pela modificacdo da superficie do lipossoma (através de adicdo de
ligandos), de modo a desenvolver afinidade, através do reconhecimento e interacao
especifica com os recetores das células alvo. Para além de os ligandos incorporados
poderem favorecer a interacdo com os macréfagos, também podem inibi-la, se o
objetivo for aumentar o tempo de semi-vida em detrimento de uma rapida entrada

nas células [37].
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O principal mecanismo pelo qual os lipossomas sdo capturados pelas células
fagocitdrias consiste nas seguintes fases: adsor¢dao a membrana celular; internalizagao
da vesicula, dependente de consumo de energia; fusdo das vesiculas endociticas
(endossomas) com os lisossomas (principal local de alojamento das bactérias
intracelulares), formando fagolisossomas; por fim, os enzimas lisossomais convertem
os lipidos em acidos gordos, promovendo a libertagdao dos farmacos [37,21]. Apesar
disso, quando as bactérias estdo alojadas no citoplasma, podem ser usados lipossomas
sensiveis ao pH que permitam a sua fusdo com a membrana endossomal, libertando o
farmaco para o citoplasma. A adsorcdo do lipossoma a superficie celular parece ser o
passo limitante deste processo, uma vez que se assume que as vesiculas estavelmente
adsorvidas sdo mais suscetiveis de serem capturadas do que os lipossomas fracamente
adsorvidos [37,40].

Existem outros mecanismos de interagdo, tais como: degradacao enzimdtica da
bicamada lipidica (com consequente libertacdo do farmaco na vizinhanca da célula),
difusdo ndo facilitada (farmacos hidrofébicos), destacando-se a troca lipidica com a
célula, a fusdo e a endocitose mediada por recetores [37].

A troca lipidica (representada na figura 9.1) é uma interacao de longo alcance,
gue consiste na troca de lipidos lipossomais (incluindo o fdrmaco) com variados lipidos
da membrana celular [41].

A figura 9.1 também inclui o processo de fusdo, o qual requer a fusdo de
membranas bioldgicas, e é também importante para a libertacdo de farmacos lipidicos.
Mais detalhadamente, o contacto préximo dos lipossomas promove a mistura e
difusdo dos lipidos lipossomais com os lipidos da membrana plasmatica alvo,
permitindo assim a libertacdao dos farmacos encapsulados no compartimento aquoso,
diretamente para o citoplasma. Por outro lado, os compostos incorporados na
bicamada lipidica do lipossoma sao libertados na membrana da célula [21].

A endocitose inclui dois processos semelhantes: fagocitose e endocitose

mediada por recetores (representados na figura 7.1).
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Fagocitose Fusdo Troca lipidica Endocitose

Figura 7.1 - Mecanismos de penetracdo de antibidticos encapsulados por
lipossomas em células fagocitdrias. A esquerda estdo representadas as varias fases do
mecanismo de penetra¢do de antibidtico encapsulado por lipossoma, por fagocitose,
em células fagociticas: 1) adsorcdo a membrana da célula; 2) internalizacdo da
membrana 3) fusdo da vesicula com o lisossoma; 4) degradacdo do lipossoma e

libertacdo do farmaco.

7.4 Mecanismo de a¢ao dos lipossomas em infe¢oes

bacterianas extracelulares

A composicdo dos lipossomas tem um papel importante na eficacia
antibacteriana dos mesmos. Esta permite a interacdo com varios constituintes das
membranas externas bacterianas, como por exemplo, glicoesfingolipidos e
lipopolisacarideos. Apds a interacdo pode ocorrer a fusdo do lipossoma com a
membrana externa bacteriana, que consequentemente promove a libertagcdo do
farmaco para o interior das células bacterianas. No caso das bactérias gram-positivas,
o peptidoglicano serve de barreira, dificultando o contacto direto com os lipossomas, o
qgue faz com que a fluidez da bicamada lipossomal seja particularmente importante
[42]. Lipossomas com membrana fluida sdo capazes de libertar os seus compostos
depois da interacdo com a barreira peptidoglicana externa, enquanto lipossomas que
possuam uma estrutura rigida libertam os seus fdrmacos lentamente e, por

conseguinte, sdo menos eficazes contra bactérias gram-positivas [42,43].
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7.5 Aplicacao dos antibidticos lipossomais em infe¢oes

bacterianas

Neste capitulo serdo referidos varios estudos efetuados com antibidticos
lipossomais contra bactérias resistentes e suscetiveis, elucidando o progresso que est3

a ser feito nesta area.

7.5.1 Testes realizados em bactérias resistentes

De seguida serdo enunciados estudos realizados com antibidticos lipossomais
contra bactérias resistentes, demonstrando que efetivamente os lipossomas permitem
superar resisténcias de bactérias aos antibidticos.

Um estudo demonstrou que antibidticos aminoglicosideos, nomeadamente
amicacina, gentamicina e tobramicina, poderiam ter sucesso no tratamento de
infecBes causadas por Pseudomonas Aeruginosa (P.Aeruginosa) resistentes, devido ao
seu mecanismo de potenciacdo da entrada de farmacos na célula. Nesta experiéncia,
onde as culturas bacterianas foram provenientes de doentes com fibrose cistica, os
antibidticos encapsulados possuiram uma atividade significativamente superior aos
farmacos na forma livre, sendo que os MICs dos primeiros foram 4 vezes menores que
os dos ultimos. A melhoria do tratamento das infecdes causadas por estas bactérias
(das quais 90% sdo multirresistentes, destacando-se a reduzida permeabilidade) é
particularmente importante, uma vez que sdo a maior causa de morbilidade e
mortalidade destes doentes [44].

Numa experiéncia realizada para testar tobramicina liposomal em estirpes
resistentes de P. ageruginosa e B. cenocepacia, verificou-se a reducdo dos MICs em
comparacao com o farmaco convencional, em ambas as espécies. Os autores sugerem

gue o sistema de libertacdo de farmacos utilizado podera ser util contra organismos
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resistentes, que afetam frequentemente doentes com infecdes cronicas pulmonares
[45].

Tém sido estudadas formulagbes lipossomais com o objetivo de reduzir a
resisténcia celular, melhorando a interagao com a bactéria e incrementando a reduzida
permeabilidade celular. Como tal, foi elaborada uma investigacdo para testar o
comportamento de polimixina B encapsulada por lipossomas em P. aeruginosa
resistente. No estudo, observou-se uma reduc¢do dos MICs e um aumento dos niveis do
antibiotico dentro da bactéria para a polimixina B lipossomal, em relagao a polimixina
B livre. Através dos resultados, os autores sugerem que a polimixina B lipossomal foi
capaz de superar os mecanismos das resisténcias destas bactérias [46].

Foi realizado um outro estudo, no qual é testada a eficdcia da vancomicina
lipossomal contra MRSA. Estas bactérias sdao a maior causa de pneumonia nosocomial,
podendo persistir em macréfagos alveolares e contribuir para o insucesso do
tratamento com a vancomicina. Foi demonstrado que a vancomicina livre é incapaz de
eliminar as bactérias, devido a reduzida penetragdo nas células fagocitarias. Por outro
lado, o tratamento com vancomicina encapsulada por lipossomas convencionais
(auséncia de PEG) obteve uma concentracdo de antibiético, no meio intracelular dos
macrofagos, suficiente para ter o efeito bactericida contra MRSA. Contudo, lipossomas
possuidores de PEG nao surtiram efeito em MRSA, provavelmente devido a fagocitose
demorosa, derivada do efeito protetor de PEG [47].

Também j& num estudo mais antigo, a vancomicina e teicoplanina
encapsuladas por estes sistemas provaram ter uma maior eficacia contra MRSA,
comparativamente as suas formas livres, derivado do aumento da captacdo de
farmacos pelos macréfagos [48].

Outra experiéncia foi realizada para averiguar a eficacia de acidos oleicos
encapsulados, em infe¢des cutaneas por MRSA. Sabia-se que os acidos gordos livres e
0s seus ésteres possuiam atividade bacteriana, especialmente em bactérias gram-
positivas. Contudo, ndo se conhecia ao certo os mecanismos de acao, suspeitando-se
da rutura e do aumento da permeabilidade da membrana celular. Estes mecanismos
pouco especificos sdo relevantes na reducdo da resisténcia. Na experiéncia realizada,
os acidos oleicos foram integrados nas membranas lipossomais, promovendo a

solubilidade, a penetracdo na pele e o melhoramento da eficiéncia destes. Sugerem
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portanto, um elevado potencial para o tratamento de infe¢cdes cutaneas por MRSA
[49].

Noutra investigagao, onde se utilizou uma nanoformulagao lipossomal de acido
linolénico, verificou-se que a sua eficacia era superior a terapia convencional para o
tratamento de Helicobacter pylori. Os lipossomas utilizados erradicaram todas as
estirpes testadas desta espécie, incluindo as resistentes. Para além disso, durante as
experiéncias, aquando da utilizagdo de concentragdes sub-bactericidas, as bactérias

nao desenvolveram resisténcias [50,51].

7.5.2 Testes realizados em bactérias suscetiveis

O sucesso dos testes realizados com antibidticos encapsulados por lipossomas,
no tratamento de infe¢des por bactérias suscetiveis, também é importante,
especialmente quando estes tém uma maior eficacia que os antibiéticos na forma
livre, dado que o aumento da concentracdo intracelular de antimicrobianos e a
diminui¢ao da MIC geram uma menor pressao para o desenvolvimento de resisténcias

[44,49]. De seguida, vao ser enunciados esses testes de modo sucinto na tabela 9.1.

Tabela 7.1- Resumo de resultados obtidos de testes realizados com antibidticos

lipossomais em bactérias suscetiveis.

Antibidtico Bactéria alvo Composicao do Referéncia
encapsulado lipossoma
Amikacina Pseudomonas (DPPC) e colesterol 52
aeruginosa
Ampicilina Listeria Colesterol, 53
monocytogenes fosfatidilcolina e
fosfatidilserina
Benzilpenicilina Staphylococcus DPPC, 24
aureus (Biofilme) colesterol, e DC-chol
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Ceftazidima e Pseudomonas phosphatidylcholine 54
Cefepima aeruginosa (PC), colesterol e a-
tocopherol
Ciprofloxacina Francisella fosfatidilcolina (do 55
tularensis ovo) e colesterol
Clofazimina Mycobacterium DMPC e DMPG) 56
avium
Esparfloxacina Mycobacterium DPPG, DPPC e COL 57
avium
Estreptomicina Mycobacterium fosfatidilglicerol, 24
avium fosfatidilcolina e
colesterol
Gentamicina Salmonella DOPE 58
typhimurium e
Listeria
monocytogenes
Meropenem Pseudomonas PC/DOPE/SA ou 59
aeruginosa PC/DOTAP/Chol
Netilmicina Bacillus subtilis e Fosfatidilcolina, 60
Escherichia coli colesterol e
fosfatidilinositol
Ofloxacina E. colieP. MC/COL/PS e 61
aeruginosa MC/COL/DP
Polimixina B Pseudomonas DPPC e colesterol 62
aeruginosa
Rifabutina Mycobacterium DPPC: DPPG 63
tuberculosis
Tobramicina Pseudomonas DPPC e DMPG 59
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aeruginosa

7.6 Ensaios clinicos

A amicacina encapsulada por lipossomas, como se tem vindo a verificar em
diversos trabalhos, possui um elevado potencial. De tal forma que, Arikace™
(amicacina lipossomal), atingiu a 32 fase de ensaios clinicos [64]. Esta foi desenvolvida
para aplicacdo inalatéria, como alternativa de tratamento as infe¢cdes pulmonares por
P. aeuriginosa, em doentes com fibrose cistica. Para tal, Arikace™ consiste em
lipossomas de tamanho reduzido (0.3um) e sem carga, o que permite a penetragao no
biofilme formado pelas bactérias [25].

Continuando com o exemplo da amicacina, Mikasome® consiste em amikacina
lipossomal unilamelar com cerca de 50nm, que estd direcionado para a erradicacdo
micobacteriana, tendo ja passado a 22 fase de ensaios clinicos. E de destacar que,
numa das experiéncias efetuadas, verificou-se que durante 11 semanas de tratamento,
o MIC ndo se alterou, ao contrario da amicacina convencional, o que sugere que
durante esse tratamento ndo se desenvolveram resisténcias ao farmaco [64,65].

Outro antibidtico encapsulado pelos lipossomas presente em ensaios clinicos é
a ciprofloxacina, desenvolvida também para o tratamento de doentes com fibrose
cistica (ARD-3100) ou com bronquiectasias ndo causadas pela fibrose (ARD-3150). Em
2008, procedeu-se a 22 fase dos ensaios clinicos com esses doentes infectados por P.
aeruginosa. A ciprofloxacina lipossomal foi administrada por via inalatéria através de
um nebulizador, obtendo-se uma boa tolerancia e eficacia, e uma concentragao sérica
inferior a do antibidtico convencional [64].

Tobramicina lipossomal (ARB-CF0223) também se encontra em ensaios
clinicos para o tratamento de infecOes respiratérias em pacientes com fibrose cistica,
tendo demonstrado bons resultados a nivel da seguranca, eficacia e frequéncia de

administracdo [66].
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Conclusao

Como foi demonstrado nesta monografia, o rapido desenvolvimento e a perda
demorada de resisténcia, o numero reduzido de novos antibioticos e os elevados
custos monetdrios e ndo monetarios, fazem com que haja uma forte e urgente
necessidade de contornar estas resisténcias.

O encapsulamento de antibidticos por lipossomas demonstra ter potencial para
surgir como alternativa para ajudar no problema das resisténcias aos antibiéticos,
derivado das vdrias vantagens que oferece. Tanto na farmacocinética e biodistribuicao,
estabilizando a concentragao sérica do farmaco, como na melhoria da seletividade, e
até mesmo na potenciacdo do efeito terapéutico dos antibidticos contra bactérias
suscetiveis, reduzindo a indugdao de desenvolvimento das resisténcias, parece haver
espaco para esta nova abordagem. De referir ainda a potenciacdo da atividade
terapéutica de antimicrobianos contra bactérias resistentes, sendo esta justificada
principalmente pela superacdo direta das resisténcias que envolvem a
impermeabilizagdo das bactérias e sistemas de efluxo. O mecanismo genérico esta
associado a possibilidade da estrutura dos lipossomas permitir uma melhor interagao e
entrada do farmaco nas bactérias ou nas células infetadas, aumentando a quantidade
de farmaco no meio intrabacteriano, saturando as bombas de efluxo.

Contudo, estes sistemas de libertacdo de farmacos tém desvantagens que
impedem a sua rdpida difusao de utilizagdo, nomeadamente a instabilidade,
dificuldade de esterilizacao, preco elevado e complexidade de equipamento associado
a sua producdo.

Muitos casos de antibidticos lipossomais ja demonstraram melhorias
farmacodinamicas e farmacocinéticas, relativamente aos antibidticos convencionais
contra bactérias suscetiveis e resistentes, evidenciando elevado potencial.

Neste momento, existem ja antibidticos encapsulados em lipossomas em
ensaios clinicos, como a amicacina (Arikace® e Mikasome®), a ciprofloxacina e a
tobramicina. Isto sugere que, pelo menos em alguns casos, serd viavel a aplicacdo

desta tecnologia.
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Apesar dos lipossomas ndao serem muito recentes, a sua aplicagdo em
antibioticos estd a dar os primeiros passos, sendo que ainda serdao necessarios mais

estudos para testar a viabilidade de mais exemplares antibacterianos.
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Aplicacdo dos lipossomas como estratégia para superar a resisténcia bacteriana aos antibidticos

Anexos

Anexo 1 — Descobertas e desenvolvimento de novos antibidticos versus

resisténcias [adaptado de (1)]
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