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CORIOLANO, D. L. Avaliacdo da atividade antibacteriana e antibiofilme da
associagao da polimixina B livre com acido usnico encapsulado em lipossoma
revestido com quitosana frente a bactérias Gram-negativas multirresistentes.
2023. 46. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) -
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

Infeccbes bacterianas representam um dos maiores problemas de saude publica
mundial. Foi estimado, que 7,7 milhdes de mortes no ano de 2019 foram associadas
a infecgdes bacterianas, em sua maioria causadas por Gram-negativos resistentes.
A resisténcia aos antimicrobianos € estimulada pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos e é exacerbada por fatores de viruléncia como o biofilme. Nesse
sentido, uma abordagem terapéutica inovadora é necessaria e a terapia combinada
mostra-se como uma alternativa para o tratamento. A associagcdo da polimixina B
(PMB) e do &cido usnico (AU) é uma alternativa, entretanto o AU possui limitagdes.
Essas limitacbes podem ser sanadas com sua encapsulacdo em lipossomas
revestidos com quitosana (QUI). Assim, nosso objetivo foi desenvolver, caracterizar
e avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme da associagédo da polimixina B com
o acido usnico encapsulado em lipossomas revestidos com quitosana frente a cepas
de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes a PMB. A
preparacdo do lipossoma foi realizada pela hidratagdo do filme lipidico e a
caracterizacao fisico-quimica através da analise do tamanho de particula (TP),
indice de polidispersao (PDI), potencial zeta (PZ) e pH. Para determinar o teor de
AU e a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) nas formulagbes foi usada a
espectrofotometria. A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada utilizando os
métodos de microdiluicdo em caldo e checkerboard e a atividade antibiofilme através
do método cristal violeta. O Lipo-AU-Qui teve TP de 136,615,1, PDI de 0,465, PZ de
+28, pH de 5, teor de 98,9+0,3% e eficiéncia de encapsulacdo (%EE) de
99,94+0,1%. A associacdo Lipo-AU-Qui + PMB apresentou interagcdes positivas,
diminuido as CIMs de PMB em 16-128 vezes, e as do Lipo-AU-Qui em 2-4 vezes.
Das 10 cepas testadas, 9 produziram biofilme. Dessas, 6 cepas foram escolhidas
para avaliar a atividade antibiofiime. A combinagao Lipo-AU-Qui + PMB foi capaz de

inibir entre 76,25-100% da formacdo de biofiime, assim mostrando que a



combinacao é eficiente, potencializa a atividade antibacteriana e antibiofilme, além

de reverter resisténcia.

Palavras-chave: Infecgbes bacterianas. Nanotecnologia. Nanocarreadores.
Resisténcia a antimicrobianos.



CORIOLANO, D. L. Evaluation of the antibacterial and antibiofilm activities of
the association of free polymyxin B with usnic acid encapsulated in a
chitosan-coated liposome against multiresistant Gram-negative bacteria. 2023.
46. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao em Biomedicina) — Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

ABSTRACT

Bacterial infections represent one of the biggest public health problems worldwide. It
was estimated that 7.7 million deaths in 2019 were associated with bacterial
infections, mostly caused by resistant Gram-negative bacteria. Antimicrobial
resistance is mainly due to the indiscriminate use of antimicrobials and is
exacerbated by virulence factors such as biofilm. In this sense, an innovative
therapeutic approach is needed and combined therapy is shown to be an alternative
treatment. The association of polymyxin B (PMB) and usnic acid (UA) is an
alternative, however, UA has limitations. These limitations can be overcome with its
encapsulation in liposomes coated with chitosan (CHI). Thus, our objective was to
develop, characterize and evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of the
association of PMB with UA encapsulated in CHI-coated liposomes against
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii resistant strains. Liposome
preparation was performed by resuspension of the lipid film, physicochemical
characterization through analysis of particle size (PS), polydispersion index (PDI),
zeta potential (ZP), and pH. To determine the UA content and the encapsulation
efficiency (EE%) in the formulations, spectrophotometry was used. The evaluation of
the antibacterial activity was carried out using the methods of microdilution in broth
and checkerboard, and the antibiofilm activity through the crystal violet method.
Lipo-AU-Qui had PS of 136.6 + 5.1, PDI was 0.465, ZP was +28, pH was 5, the
content was 98.9 £ 0.3%, and encapsulation efficiency (%EE) of 99.94 + 0.1%. The
association Lipo-AU-Qui + PMB showed positive interactions, decreasing the MICs of
PMB by 16-128, and those of Lipo-AU-Qui by 2-4 times. Out of the 10 strains tested,
9 produced biofilm. Out of these strains, six were chosen to evaluate the antibiofilm
activity. The Lipo-AU-Qui + PMB combination was able to inhibit between
76.25-100% of biofilm formation, thus showing that the combination is efficient,

exacerbates antibacterial and antibiofilm activity, and reverses resistance.



Key words: Bacterial infections. Nanotechnology. Nanocarriers. Antimicrobial
resistance.
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1 INTRODUGAO

Infeccbes bacterianas representam um dos maiores problemas de saude
publica mundial que continua a crescer todos os anos (MURRAY et al., 2022). Pois,
estas infecgdes tém se mostrado cada vez mais persistentes ao longo do tempo,
desencadeando obstaculos como o prolongamento de internagdes, falha no
tratamento, altos indices de morbimortalidade e aumento nas despesas dos
sistemas de saude e hospitais (FISHER; GOLLAN; HELAINE, 2017).

Foi estimado, que 7,7 milhdes de mortes no ano de 2019 foram associadas a
infeccbes bacterianas ocasionadas por um grupo de 33 patdgenos suscetiveis e
resistentes a antimicrobianos, que em sua maioria se apresentavam como
Gram-negativos (IKUTA et al., 2022). No cenario atual, as infecgdes por bactérias
gram-negativas, principalmente por cepas resistentes, sdo cada vez mais
prevalentes, sendo facilmente isoladas em infecgdes do trato urinario, infeccdes
intra-abdominais, pneumonia e septicemia (HO; TAMBYAH; PATERSON, 2010;
MORRIS; CERCEO, 2020). Desse modo, insere-se o problema da resisténcia
bacteriana, que se caracteriza como a principal causa dessa emergéncia em saude

publica.

O aumento da resisténcia bacteriana se da principalmente pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos, que abrange seu uso excessivo, terapia empirica
inadequada, atrasos no diagnéstico, bem como o abandono do tratamento. Surtindo
efeito direto no surgimento de bactérias multidrogas resistentes (MDR), que se
espalham maijoritariamente em unidades de terapia intensiva, causando falha nos
tratamentos e desencadeando esse problema emergente (FISHER; GOLLAN;
HELAINE, 2017; MORRIS; CERCEO, 2020).

Além da contribuicdo do uso inadequado de antibidticos para a resisténcia
bacteriana, fatores de viruléncia como a capacidade de produgao de biofiime, que
muitos bacilos Gram-negativos apresentam, também € um importante agente para o
desenvolvimento da resisténcia a antimicrobianos (ARCIOLA et al., 2018). Nesse
sentido, torna-se necessario uma abordagem terapéutica inovadora como a terapia
combinada antimicrobiana que associa agentes antibacterianos convencionais e
produtos naturais. A terapia combinada representa uma alternativa no tratamento de

infeccdes bacterianas, sendo empregadas com o objetivo de melhorar o sucesso
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terapéutico (VASCONCELOS et al., 2020).

Nesse contexto, destaca-se a PMB, um polipeptideo catidnico ciclico
produzido pelas cepas de Bacillus polymyxa com agao através da alteragdo da
membrana plasmaticas em bactérias Gram-negativas (YU et al., 2015; VARDAKAS;
FALAGAS, 2016). Aléem da PMB, destaca-se o AU, um produto natural oriundo do
metabolismo secundario de liquens, que apresenta diversas atividades
farmacoldgicas, incluindo atividade antibacteriana, antibiofilme e potencial sinérgico
com antimicrobianos do mercado (COSTA et al., 2020). Todavia, apesar da
combinagao apresentar carater promissor, o AU apresenta limitagdes como a baixa
solubilidade aquosa, alta toxicidade e dificuldade de alcangar o alvo desejado
(FRANCOLINI et al., 2019).

Para sobrepor essas limitagdes, torna-se uma alternativa viavel a utilizagao
de sistemas de liberagao controlada, uma vez que esses sistemas possibilitam uma
terapéutica eficiente e segura para a administracdo de farmacos, reducdo dos

efeitos colaterais e entrega no alvo desejado (AGHDAM et al., 2019).

Dentre os nanocarreadores utilizados como sistemas de liberagdo controlada,
os lipossomas se destacam pela sua natureza anfifilica, pois tém capacidade de
incorporar farmacos hidrofilicos no seu compartimento aquoso e farmacos
hidrofdbicos na bicamada lipidica (BOZZUTO, MOLINARI, 2015; STHERBERG et
al., 2017).

Além disso, os lipossomas possibilitam a funcionalizacdo de sua superficie,
podendo ser revestidos com carboidratos, como a QUI, que também apresenta
atividade antibacteriana (DUAN et al., 2019). Dessa forma, encapsular o AU em
lipossomas revestidos com quitosana e associa-lo a PMB pode ser uma nova
abordagem terapéutica promissora frente a infecgdes bacterianas causadas por

cepas de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes a PMB.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INFECCOES BACTERIANAS
Infecgcdes bacterianas sao condi¢des localizadas ou sistémicas que resultam

de uma exposicdo a bactérias ou a suas toxinas de forma sintomatica ou



14

assintomatica. Na atualidade, essas infeccbes sdo um grande fardo para saude
publica por afetarem cada vez mais pessoas, principalmente pacientes
hospitalizados em unidades de terapia intensiva e profissionais de saude,
acometendo sitios com a pele, o trato gastrointestinal, trato respiratorio e o trato
urinario (VELOSO; CAMPELO; DE SA 2017; BRAGA et al., 2018). As infeccdes por

Gram-negativos estao entre os mais significativos problemas de saude publica atual.

2.2 BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

Em 1884, Hans Christian Gram desenvolveu um método de diferenciacido de
bactérias, utilizando um complexo cristal violeta-iodo e uma contra coloragdo de
safranina, onde as bactérias Gram-positivas sdo coradas de violeta ou roxo e as
bactérias Gram-negativas ndo s&o capazes de reter o complexo cristal violeta-iodo e
contrastam a coloragdo com safranina para dar uma cor rosa (BREIJYEH; JUBEH;
KARAMAN, 2020; THAIRU; NASIR; USMAN, 2014).

Esse método dividiu as bactérias em 2 grupos, as Gram-negativas e
Gram-positivas, uma vez que ha diferencas entre a composicdo das paredes
celulares bacterianas de ambos os grupos (MALANOVIC; LOHNER, 2016). As
bactérias Gram-negativas possuem um envelope que consiste em trés camadas. A
primeira camada € a membrana externa, uma barreira celular externa de protecao,
que é composta por um folheto interno de fosfolipidios e um folheto externo de
lipopolissacarideo, também conhecidos como endotoxina. Além de possuirem as
proteinas da membrana externa, como as porinas, que permitem a passagem de
pequenas moléculas como aminoacidos (BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020;
SCHWECHHEIMER; KUEHN, 2015).

A segunda camada é uma fina parede celular de peptidoglicano imprensada
entre as membranas interna e externa (EICHENBERGER; THADEN, 2019). o
peptidoglicano € um exoesqueleto rigido responsavel por determinar a forma da
célula e consiste em uma wunidade repetida de dissacarideo acido
N-acetilglucosamina-N-acetilmuramico (BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020). A
terceira camada é a membrana interna ou membrana citoplasmatica, uma bicamada
fosfolipidica responsavel pela estrutura, transporte e fungdes biossintéticas da célula
(BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020).

Essas bactérias representam um dos mais significativos problemas de saude
publica, causando infecgcbes em varios locais do corpo, incluindo trato urinario, trato
respiratorio inferior, trato biliar e corrente sanguinea (BREIJYEH; JUBEH;
KARAMAN, 2020; EICHENBERGER; THADEN, 2019). Entre as Gram-negativas,
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dois grupos de bactérias sdo os mais comuns, as Enterobacteriaceae e as
Gram-negativas nao fermentadoras (OLIVEIRA; REAGAERT, 2019).

As bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras (BGNNF) se caracterizam
pela incapacidade de fermentar agucares para gerar energia para suas fungdes
celulares vitais. Elas formam um heterogéneo de Proteobacteria, que apresenta
grande relevancia, uma vez se apresentam como microrganismos oportunistas,
causando infeccdes graves e fatais (GAJDACS; BURIAN; TERHES, 2019;
OLIVEIRA; REAGAERT, 2019).

Neste grupo estdo inclusas, Pseudomonas, Acinetobacter, o complexo
Burkholderia cepacia (BCC), Stenotrophomonas (Xanthomonas) maltophilia, além de
alguns géneros menos frequentemente isolados, como Achromobacter, Alcaligenes,
Brevimundas, Elisabethkingia, Flavobacterium, Ralstonia, entre outros (GAJDACS;
BURIAN; TERHES, 2019). Todavia, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii sao as bactérias que apresentam maior importancia clinica, devido ao
mal progndstico acarretado pelos crescentes indices de resisténcia a
antimicrobianos apresentados por cepas dessas bactérias (EL CHAKHTOURA et al.,
2018).

2.3 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana pode ser definida como a capacidade da bactéria de
sobreviver mesmo apoés exposi¢ao a antimicrobianos. Quando a bactéria é exposta a
antimicrobianos diversas vezes, pode-se ocorrer transformagdes, modificacdo de
genes e consequentemente apresentagao de mecanismos de resisténcia (KAPOOR,;
SAIGAL; ELONGAVAN, 2017; KHAMENEH et al., 2016). A resisténcia entre as
BGNNF resulta de mutagdes em genes cromossomais e transferéncias horizontais
de plasmideos carregando genes de resisténcia (RUPPE; WOERTHER; BARBIER,
2015).

Os mecanismos de resisténcia mais comumente apresentados pelas BGNNF
sao as mutagdes nos sitios de ligagdo do antimicrobiano, inativacdo enzimatica de
antimicrobianos e alteracdo das proteinas ou porinas da membrana externa,
resultando na redugdo da permeabilidade e bomba de efluxo (HO; TAMBYAH;
PATERSON, 2010; MUNITA; ARIAS, 2016).

Em 2017, a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) publicou uma lista de
bactérias que necessitam de novos antibioticos urgentemente, devido aos altos
indices de resisténcia a antimicrobianos. As BGNNF, P. aeruginosa e A. baumannii

ficaram no topo da lista, apresentando estado critico (WHO, 2017).
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Nos ultimos anos foi observado uma crescente prevaléncia de cepas P.
aeruginosa MDR e extensivamente resistente a farmacos (XDR), com taxas entre
15% e 30% em algumas regides do mundo. Essa alta prevaléncia de resisténcia a
antimicrobianos que as cepas de P. aeruginosa expressam, tem relacdo parcial com
sua resisténcia intrinseca, onde esse microrganismo naturalmente mostra uma maior
propensao de expressar genes como cefalosporinase AmpC, MexAB-OprM e
MexXY, que sao responsaveis pela resisténcia a varias classes de antimicrobianos
(HORCAJADA et al., 2019).

Além disso, cepas de P. aeruginosa expressam menor permeabilidade da
membrana externa em relagcdo a outras Gram-negativas, possuem capacidade
adquirida de causar infecgdo por meio da manipulagdo das interagcées entre o
patégeno e o hospedeiro e excelente capacidade de desenvolver resisténcia frente a
farmacos, como carbapenémicos, polimixinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos,
entre outros, através da aquisicdo de mutagdes cromossémicas (gyrA, parR, parS)
(HORCAJADA et al., 2019; PACHORI; GOTHALWAL; GANDHI, 2019).

As cepas de A. baumannii possuem algumas semelhangas com as de P.
aeruginosa, uma vez que também apresentam resisténcia intrinseca. Dessa
maneira, também possuem altas taxas de cepas MDR, quando comparadas com
algumas outras Gram-negativas. Esse microrganismo apresenta resisténcia
principalmente a betalactdmicos, carbapenémicos, fluoroquinolonas e mais
recentemente polimixinas (IBRAHIM et al., 2021; VAZQUEZ-LOPEZ et al., 2020).

2.4 BioFIiLME

Além desses mecanismos de resisténcia, as bactérias Gram-negativas podem
ser produtoras de biofilme, um fator de viruléncia que promove a evasao da resposta
imune do hospedeiro e garante a colonizagédo e disseminagao bacteriana. Biofilme
pode ser definido como agregados de col6nias microbianas envolvidas em uma
matriz polissacaridica com proteinas e DNA (VASUDEVAN, 2014; HOLBLEY et al.,
2015). O biofiime é um sistema complexo composto por conjuntos de bactérias
encapsuladas em uma matriz de substancia polimérica extracelular tridimensional
ligados a superficies, que oferece maior estabilidade, seguranca, nutrientes e
oxigénio a esses microrganismos, protegendo-os de estresses quimicos, fisicos, do
ambiente e do sistema imune, logo aumentando o potencial de sobrevivéncia e
persisténcia dessas bactérias (BOUDAREL et al., 2018).
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Os biofilmes sdo formados a partir de trés estagios especificos, sendo o
primeiro a fixagdo superficial, seguido pela agregacao de células para formacgao de
microcolénias e a diferenciacdo para uma forma maturada, chegando a estrutura
final do biofilme. Esse biofilme utilizara de diferentes mecanismos para se proteger,
incluindo a difusdo prejudicada de antibidticos, ativacdo da bomba de efluxo,
indiferenga a medicamentos, enzimas degradadoras de antibiéticos, baixa expresséo
de proteinas, fatores de crescimento diminuidos, comunicagao intercelular,
expressdo de mecanismos genéticos especificos para o biofilme, diferencas
fenotipicas e presenca de células persistentes, assim contribuindo para o aumento
da resisténcia (LEBEAUX; GHIGO; BELOIN, 2014; ROY et al., 2018).

Observa-se que a formagao de biofilme é um fator chave na viruléncia de
microrganismos relacionados com infecgdes cronicas, estando presente em 65-80%
das infecgbes bacterianas recorrentes e agravando ainda mais o quadro clinico de
pacientes, acarretando muitas vezes em falha do tratamento e obito, logo
necessita-se da implementacdo de novas terapias, como uso da PMB
(VENKATESAN; PERUMAL; DOBLE, 2015).

2.5 PMB

Uma classe importante de antimicrobianos utilizada para o tratamento de
infeccbes ocasionadas por bactérias Gram-negativas sao as polimixinas,
especialmente a PMB. A PMB é um polipeptideo catidnico ciclico administrado por
via intravenosa, intramuscular e intratecal, utilizado para o tratamento de infecgdes
do trato urinario, sepse e meningite, que ressurgiu na pratica clinica devido aos altos
indices de morbimortalidade nas infecgbes causadas por bactérias Gram-negativas
MDR ou XDR, em especial por P. aeruginosa e A. baumannii (AVEDISSIAN et al.,
2019; FALAGAS et al., 2021).

Produzida pelo processo de fermentacdo da bactéria de solo “Bacillus
polymyxa”, a PMB é formada por um anel heptapeptideo com alta porcentagem de
acido 2,4-diaminobutirico e uma cadeia lateral de tripeptideos associada por uma
ligagdo amida a um acido graxo (HUANG et al., 2020; VARDAKAS; FALAGAS, 2016;
RIGATTO, FALCI; ZAVASCKI, 2019).

A polimixina B tem seu mecanismo de agdo na membrana externa, ligando-se
aos lipopolissacarideos (LPS) e na membrana citoplasmatica, ligando-se aos

fosfolipideos, agindo de forma similar a detergentes catibénicos simples. A PMB
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promove uma interagdo eletrostatica que desloca os ions Ca* e Mg#,
estabilizadores da parede celular, possibilitando a entrada no espaco periplasmatico,
consequentemente destruindo a integridade da membrana interna, levando a perda
do conteudo celular, ocasionando a morte da bactéria (YU et al., 2015; JORGE et al.,
2017).

Mesmo a PMB sendo a Uultima linha de tratamento contra bacilos
Gram-negativos MDR e XDR, tem-se relatado crescentes taxas de resisténcia. Essa
resisténcia se da pela modificacdo da estrutura da membrana externa, afetando
diretamente a agcdo da PMB, que se liga aos LPS da mesma (SRINIVAS; RIVARD,
2017). Desse modo, torna-se importante a utilizagdo de uma terapia antibacteriana
com associagao de um agente antimicrobiano convencional a um produto natural.
Pois, produtos naturais apresentam potencial de atuagdo em sinergia com
medicamentos utilizados na terapéutica, reduzindo a possibilidade de resisténcia
bacteriana e a dose necessaria para atingir o efeito desejado, ocasionando redugéo
dos efeitos colaterais (VASCONCELOS et al., 2020). Nesse contexto, o acido usnico
(AU), aparece como uma opcao terapéutica.

2.6 AU

O AU [2, 6-diacetil-7, 9-di-hidroxi-8, 9 b-dimetil-dibenzofurano-1, 3(2H,
9bH)-Diona] € um metabdlito de liquen secundario isolado em 1844 (CAKMAK;
GULCIN, 2019). Ele possui um esqueleto de dibenzofurano Gnico e € comumente
encontrado em fungos liquenizados dos géneros Usnea e Cladonia (LUZINA;
SALAKHUTDINOV, 2018). Esse composto apresenta atividades farmacoldgicas,
incluindo antiviral, antifungica, antiinflamatéria, analgésica, antibacteriana e
antibiofiime (FERRAZ-CARVALHO et al., 2016; COSTA et al., 2020).

A atividade antibacteriana do AU se da pela inibicdo da sintese de RNA e
alongamento da replicacgo do DNA (ANTONENKO et al, 2019;
MACIAG-DORSZYNSKA; WEGRZYN; GUZOW-KRZEMINSKA, 2014). A atividade
antibiofilme se da pela diminuicido da capacidade de adeséao, reducido da espessura
dos biofilmes maturados e por limitar nutrientes (NITHYANAND et al., 2015;
POMPILIO et al., 2016).

Além disso, o AU também tem demonstrado capacidade de intensificar a
atividade antibacteriana de farmacos comerciais (ARAUJO et al., 2015; COSTA et

al., 2020). Contudo, apesar de promissor, o AU apresenta baixa solubilidade aquosa
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com a formagéo de agregados cristalinos, assim como hepatotoxicidade, dificultando
sua aplicagcdo na clinica, tornando-se necessario o desenvolvimento de uma
alternativa que reduza esses problemas (FRANCOLINI et al., 2019; BATTISTA et al.,
2020). Portanto, o desenvolvimento de uma alternativa para superar as limitagdes da
PMB e do AU, assim como permitir a entrega desses agentes antibacterianos no

alvo desejado é necessaria.

2.7 LIPOSSOMAS

No sentido de superar limitagcdes, uma alternativa viavel é a utilizacdo de
nanocarreadores, pois eles possibilitam uma terapia eficiente e segura para a
administracdo de farmacos, com a reducdo dos efeitos colaterais. Dentre os

nanocarreadores, destacam-se os lipossomas (AGHDAM et al., 2019).
Os lipossomas, descobertos por Alec Bangham em 1960, sdo vesiculas

formadas por uma ou mais bicamadas lipidicas com um ou mais compartimentos
aquosos, que sao capazes de incorporar farmacos hidrofilicos e hidrofébicos
(AKBARZADEH et al., 2013; SHTENBERG et al., 2018).

Esses nanocarreadores sao biocompativeis, biodegradaveis, protegem os
farmacos, possuem baixa toxicidade, direcionam a entrega do farmaco ao local da
doencga e aumentam a solubilidade e a biodisponibilidade de medicamentos, sendo
ideal para veiculagdo de farmacos com limitagdes (BOZZUTO, MOLINARI, 2015;
SHAH et al., 2020).

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com algumas
caracteristicas, como a lamelaridade (DARAEE et al., 2016; HAS; SUNTHAR, 2020).
Em relacdo a lamelaridade eles podem ser: lipossomas unilamelares (Uma
bicamada lipidica separa a fase aquosa interna e externa), multilamelares (Presenca
de muitas bicamadas) e oligolamelares (Presenga de algumas bicamadas) (HAS;
SUNTHAR, 2020).

As bicamadas podem ter suas superficies revestidas e funcionalizadas para
suprir problemas como a degradagao, agregacao e fusado de vesiculas lipossomais,
justificando a utilizagao de revestimentos com biopolimeros, como a quitosana, que
além de sanar esses problemas, também apresenta atividade antibacteriana
(SEBAALY et al., 2021).

2.8 QUI
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A quitosana é um polissacarideo formado por unidades de glucosamina e
N-acetilglucosamina com grupamento amino, tornando-a um composto catiénico. A
quitosana é obtida a partir da desacetilagdo da quitina, oriunda, principalmente, do
exoesqueleto de crustaceos (ALl, AHMED, 2018; CHOI; NAM; NAH, 2016; SENEL,
YUKSEL, 2020).

Por possuir carga catidnica, a QUI tem maior solubilidade em agua quando
esta em meio acido. Devido ao grupo amina protonado nos residuos glicosidicos
repetidos, apresenta propriedades como bioadesdo, biocompatibilidade,
biodegradabilidade. Além de permitir a liberagdo do farmaco nas células bacterianas
(ALI, AHMED, 2018; SEBAALY et al., 2021). Assim, encapsular AU em lipossomas
revestidos com quitosana e associa-lo a PMB pode ser uma nova abordagem
terapéutica promissora frente a infec¢gdes bacterianas causadas por cepas de

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes a PMB.

3 OBJETIVOS

3.1 OBUETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme da
associacdo da polimixina B com o acido usnico encapsulado em lipossomas
revestidos com quitosana frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa e

Acinetobacter baumannii resistentes a PMB.

3.2 OBJETIVOS EsPECiFIcOs
e Desenvolver lipossomas revestidos com quitosana encapsulando AU
(LIPO-AU-QUI);
e Caracterizar o LIPO-AU-QUI quanto ao tamanho de particula, indice de
polidispersao, potencial zeta, pH, teor e eficiéncia de encapsulacéo;
e Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofiime de LIPO-AU-QUI e associagéo
com a PMB.

4 METODOLOGIA

4.1 PREPARACAO DO LIPO-AU-QUI

O LIPO-AU-QUI foi preparado pelo método de hidratagdo do filme lipidico
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seguido de sonicagdo. Para preparagao do lipossoma, colesterol , AU, fosfatidilcolina
e Tween 80 foram solubilizados em solvente organico sob agitagdo magnética. Em
seguida, o filme lipidico foi formado pela evaporacdo dos solventes a presséao
reduzida. O filme lipidico formado foi ressuspendido com tampéao fosfato (pH= 7.4)
formando espontaneamente lipossomas multilamelares grandes que foram
posteriormente sonicados para obtencdo de lipossomas unilamelares pequenos
(CAVALCANTI et al., 2011). Para o revestimento com QUI dos lipossomas contendo
AU, a QUI foi solubilizada em acido acético glacial a 1%, e submetida a agitagcéo
constante por 1h e 30 min. Os lipossomas foram adicionados gota a gota na solugao
de quitosana e foram mantidos sob agitagdo magnética por 45 minutos
(ALSHAMSAN et al., 2019).

4.2 CARACTERIZAGAO DO LIPO-AU-QUI

O Lipo-AU-Qui foi submetido a caracterizagdo fisico-quimica através da
analise do TP, PDI, PZ e pH como previamente descrito por Cavalcanti et al. (2011).
As dispersdes do lipossoma foram dimensionadas por espectroscopia de correlagao
de fotons utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, Reino Unido).
Para analise do TP, a dispersao lipossomal foi diluida em agua ultrapura. As
medig¢des foram realizadas a 25 °C com um angulo fixo de 90° e os resultados foram
expressos como a média do didmetro hidrodindmico dos lipossomas (nm). O PZ dos
lipossomas foi medido apds a diluigdo da dispersédo de lipossomas em uma solugéao
de NaCl 1 mM. 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.

4.3 DETERMINACAO DO TEOR E EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO DO LIPO-AU-QUI

Para determinar o teor de AU nas formulagdes, a formulagéo lipossomal AU
foi diluida em CH3OH, centrifugada durante 10 minutos e o sobrenadante,
mensurado por espectrofotometria. Os resultados foram expressos em percentual a
partir da média das absorbancias. O experimento foi realizado em triplicata em trés
experimentos independentes. A EE% do AU foi determinada pela técnica de
ultrafiltragao/ultracentrifugagdo, utilizando unidades de filtragdo (Amicon Ultra

Centrifugal Filters; Millipore, Billerica, MA). Amostras de lipossomas foram inseridas
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nos filtros e submetidas a ultracentrifugacdo a 8.000 rpm a 4 °C por 1h. Uma
aliquota da amostra filtrada foi diluida em CH3OH. O teor de AU foi mensurado por
espectrofotometria e os resultados foram expressos em percentual a partir da média
das absorbéncias (CAVALCANTI et al., 2011). Os dados de eficiéncia de

encapsulacdo de PMB foram calculados usando a equacao descrita abaixo:

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

4.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO LIPO-AU-QUI ASSOCIADO A PMB

A atividade antibacteriana in vitro do Lipo-AU-QUI, AU, PMB, PMB+AU e
Lipo-AU-QUI+PMB foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo
com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). Inicialmente foi
distribuido caldo Mueller-Hinton em cada pog¢o das placas. Em seguida, foram
adicionados Lipo-AU-Qui e PMB através de diluicao seriada e por fim as suspensodes
bacterianas das cepas A15, A25, A71, A72, A76, Pa18, Pa46, Pa56, Pa57, Pa78. As
microplacas foram incubadas a 35 °C por 24h e a concentracao inibitéria minima
(CIM) foi determinada por espectrofotometria no comprimento de onda de 630 nm.

Todo o experimento foi realizado em triplicatas independentes.

4.5 METODO CHECKERBOARD

Para avaliar a interacdo entre o AU e PMB, e Lipo-AU-Qui e PMB
(Sigma-Aldrich®) frente as 10 cepas foi realizado o método Checkerboard
(SOPIRALA et al., 2010). Inicialmente, 95 uL de caldo Mueller-Hinton foi adicionado
a cada pogo de placas de 96 pogos. Para obter a CIM final e diluicdes com valores
inferiores a CIM dos respectivos compostos, adicionou-se PMB no eixo X e o AU e
LIPO-AU no eixo Y. Finalmente, a concentragdo bacteriana foi ajustada para uma
densidade de 0,5 na escala McFarland para obter a concentragcdo final de
10°UFC/pogo. Os pogos da coluna 11 foram utilizados como controles de
crescimento, contendo apenas o meio de cultura e o in6culo, enquanto os pogos da
coluna 12 foram utilizados como controles estéreis, contendo apenas o meio de
cultura. As microplacas foram incubadas a 35+2°C por 24 horas e apos este
periodo, a leitura foi realizada a 620 nm.

Para classificar o tipo de interacdo entre os compostos, o indice de

concentragao inibitéria fracionada (FIC) foi calculado de acordo com a equagéao FIC
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= FICa + FICb = (Ca/MICa) + (Cb/MICb), onde Cb e Ca séo os valores de MIC dos
compostos combinados e MICa e MICb sdo os MIC dos compostos isolados. Os
valores obtidos na equagao FIC foram interpretados de acordo com a classificagao
proposta por Sopirala e colaboradores (2010): sinérgico (FICI<0,5), aditivo
(0,5>FICI £1,0), indiferente (1> FICI<4,0) e antagdnico (FICI > 4,0).

4.6 DETERMINAGAO DA PRODUGAO DE BIOFILME PELOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados bacterianos produtores de biofilme foram identificados através do
método do cristal violeta (STEPANOVIC et al., 2000). Inicialmente foi distribuido
caldo triptona de soja (TSB) + glicose em cada pogo das placas de microdiluigdo e
posteriormente foram adicionadas as suspensdes bacterianas (10° UFC/mL) dos
isolados clinicos, e incubadas a 35 + 2 °C por 24 h. Apds incubagao o conteudo dos
pocos foi aspirado e foram realizadas lavagens com tampé&o fosfato pH 7,4. As
placas foram secas e, em seguida, as bactérias aderidas foram fixadas com metanol
a 99%. Apos a fixagdo, o metanol foi removido e 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 acido acético glacial 30%
foi adicionado em cada pogo. Em seguida, a analise do resultado foi realizada por
espectrofotometria a 570 nm (Multiskan FC microplate photometer, Thermo
Scientific, Madrid, Espanha). Pogos contendo apenas meio de cultura foram
utilizados como controle negativo.

As cepas foram classificadas em quatro categorias baseado nos valores de
ODs (Densidades opticas) dos biofilmes bacterianos, em comparagéo com valor da
ODc (Densidade o6ptica do controle): nao aderente se OD < ODc; fraca produgéo de
biofiime se ODc < OD < 2 x ODc; produ¢cdo moderada de biofilme se 2 x ODc < OD
< 4 x ODc; ou forte producdo de biofilme se 4 x ODc < OD (STEPANOVIC et al.,
2000). Experimentos independentes em triplicata foram realizados em diferentes

dias.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A atividade antibiofiime de Lipo-AU-QUI frente a cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes a PMB foi realizada através do
método do cristal violeta (STEPANOVIC et al., 2000). Inicialmente foi distribuido

caldo triptona de soja (TSB) + glicose em cada pogo das placas de microdiluigéo.
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Em seguida foi adicionado as solugdes de Lipo-AU-QUI, AU, PMB, PMB+AU e
Lipo-AU-QUI+PMB através de diluicdo seriada e posteriormente foram adicionadas
as suspensodes bacterianas. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Apos
incubagcdo o conteudo dos pogos foi aspirado e foram realizadas lavagens com
tampéao fosfato pH 7,4. As placas foram secas e em seguida as bactérias aderidas
foram fixadas com metanol a 99%. Apds a fixagdo o metanol foi removido e 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 acido acético glacial 30% foram adicionados em cada pogo. Em seguida
a analise do resultado foi realizada através de espectrofotometro a 570 nm
(Multiskan FC microplate photometer, Thermo Scientific, Madrid, Espanha). Todo o

experimento foi realizado em triplicatas independentes.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram estatisticamente analisados e expressos em média +
desvio padrdo . A comparacdo da média dos grupos foi realizada pela analise de
variancia (ANOVA) aplicando o teste de Tukey para comparagdes multiplas. O nivel

de significancia usado nos testes foi de p <0.05.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZAGAO DO LIPO-AU-QUI

O Lipo-AU-Qui (Imagem 1) foi formulado e caracterizado. Os resultados da

caracterizagao estdo expressos na tabela 1.

Figura 1: Lipo-AU-Qui.

——

p—g
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Fonte: Prépria (2023)

O tamanho de particula € um dos aspectos principais que influenciam a
farmacocinética, distribuicdo tecidual e depuragcao de uma formulacéo, além de ter
bastante influéncia em processos fisioldgicos como acumulagdo e absorgéao
hepatica, difusdo tecidual, extravasamento tecidual e excrecao renal (DANAEI et al.,
2018). No nosso estudo, o tamanho da particula foi de 136,6 £ 5,1 nm, assim, o
lipossoma €& capaz de atravessar e/ou penetrar em vasos fenestrados no endotélio
hepatico por ser <150 nm e ser distribuido para a medula éssea, bago e sinusodides
hepaticos por capilares descontinuos, portanto podendo ser utilizado para entrega
sistémica (KRAFT et al., 2014).

Quanto ao potencial zeta, a formulagdo apresentou carga superficial positiva,
devido a interacao eletrostatica dos grupos de acidos graxos livres e fosfato dos
lipideos, que apresentam carga levemente negativa, com grupamentos aminas da
quitosana (NH;"), que apresentam carga positiva, portanto conferindo uma carga
superficial positiva para os lipossomas, favorecendo repulsao eletrostatica mais forte
entre as particulas e acarretando em uma melhor estabilidade para a formulagao
(NAHR et al., 2018; BASHIRI et al., 2020).

Além disso, o Lipo-AU-Qui apresentou pH acido, ja que a quitosana € um
polimero catibnico, que apresenta em sua estrutura quimica grupos amino na
posicdo C, do anel de piranose da molécula, sendo este fator o principal para
conferir carga positivamente a formulagdo e consequentemente ocasionar uma
reducao no pH da formulagcdo (SHARILATINIA; JALALI, 2018).

O teor de AU no Lipo-AU-Qui foi de 98,9 £ 0,3%, enquanto a % EE foi de
99,94 + 0,1%, demonstrando que o método de encapsulagao utilizado neste estudo
é eficiente. Devido o seu caracter hidrofobico, o AU se inclui na bicamada lipidica do
lipossoma, facilitando o processo de encapsulagcdo e consequentemente
aumentando a %EE (FRANCOLINI et al., 2019; BATTISTA et al., 2020).

No estudo de Lira et al. (2009) e Cavalcanti et al. (2018) observou-se um teor
de AU acima de 90% e %EE proximo a 99% em lipossomas convencionais. Ja no
estudo de Nunes e colaboradores (2016) encapsulou-se o AU em membrana a base

de gelatina contendo o lipossoma e encontrou-se uma %EE de 93,75%, assim como
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no de Francolini et al. (2019), que encapsulou AU em lipossomas glicosilados e
obteve uma % EE de 89%. Assim mostrando que nossos resultados corroboram
com dados descritos na literatura. Além disso, os altos indices de teor e eficiéncia de
encapsulacdo dos farmacos em formulagbes sio fatores essenciais para um
tratamento eficiente frente a infecgdes bacterianas causadas por bactérias Gram
negativas multidroga resistente (ALOMRANI et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Tabela 1: Caracterizacdo quanto ao tamanho de particula, indice de polidispersao, potencial zeta, pH,

teor e eficiéncia de encapsulagao de Lipo-AU-Qui

Formulagao @ (nm) PDI ¢ (mV) pH Teor (%) %EE

Lipo-AU-QUI 136,6 £ 5,1 0,465 +28+£0,8 5,0 98,9+0,3 99,9+0,1

@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidisperséo; {: Potencial zeta; %EE: Eficiéncia de

encapsulacao; Lipo-AU-Qui: Lipossomas revestidos com quitosana encapsulando AU.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana da PMB, AU, Lipo-AU-Qui e das combinag¢des AU +
PMB e Lipo-AU-Qui + PMB foram testadas (Tabela 2). As CIMs de PMB encontradas
frente as 5 cepas de P. aeruginosa ficaram entre 8-32 ug/mL, ja frente as cepas de A
baumannii as CIMs foram superiores a 32 ug/mL, sendo todas as cepas resistentes
conforme os pontos de corte do CLSI (=2 8ug/mL= resistente)(CLSI, 2021). As CIMs
de AU encontradas frente as 5 cepas de P. aeruginosa ficaram entre 250-500 pug/mL,
ja frente as cepas de A. baumannii as CIMs foram superiores a 500 ug/mL.

As CIMs do Lipo-AU-Qui encontradas frente as 10 cepas testadas ficaram
entre 125-500 pg/mL, ocorrendo uma redugdo das CIMs quando o AU foi
encapsulado. No estudo de Cavalcanti et al. (2018), utilizando lipossomas contendo
AU, resultados semelhantes aos do nosso estudo também foram encontrados. Os
lipossomas contendo AU apresentaram CIMs de 2 a 4 vezes menores em relagao ao
AU livre, quando testados frente a isolados clinicos de Staphylococcus aureus.

No estudo de Lira et al. (2009), utilizando lipossomas contendo AU frente a
cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, também foi observado uma redugéo da

CIM do lipossoma contendo AU em relagao ao AU livre. Onde a CIM do lipossoma



27

contendo AU foi em torno de 10% menor do que a do AU livre, assim mostrando que

a encapsulagao do AU é eficaz e capaz de exacerbar sua atividade antibacteriana.

Ademais, esse padrao também se manteve quando o AU livre e o Lipo-AU-QUI

foram testados em associacdo com a PMB, onde o Lipo-AU-Qui associado com a

PMB apresentou uma reduc¢ao das CIMs em relacdo a combinacido AU+PMB livres.

Tabela 2: Atividade antibacteriana da PMB, AU, Lipo-AU-Qui, AU + PMB e Lipo-AU-Qui + PMB

Bactérias PMB AU Lipo-AU-Qui AU + PMB Lipo-AU-Qui +
PMB
CIM (pg/mL)
Pa18 8 500 125 500/8 31,25/0,0625
Pa46 32 250 125 250/32 31,25/2
Pa56 8 250 250 250/8 125/0,0625
Pa57 32 500 500 500/32 250/0,25
Pa78 32 500 250 500/32 125/0,25
A15 >32 >500 125 500/32 62,5/0,25
A25 >32 >500 500 500/32 250/0,25
A71 >32 >500 500 500/32 250/8
A72 >32 >500 500 500/32 250/8
AT76 >32 >500 500 500/32 125/0,5

A: Acinetobacter baumannii; AU: Acido usnico; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; Lipo-AU-Qui:

Lipossoma encapsulando acido usnico revestido com quitosana: Pa: Pseudomonas aeruginosa; PMB:

Polimixina B.

A combinacdo AU + PMB manteve as mesmas CIMs encontradas quando os

agentes foram testados isoladamente, apresentando interacéo indiferente frente as

10 cepas testadas (FICI = 2) (Tabela 3). Resultados semelhantes aos encontrados
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no estudo de Costa et al. (2020) testando a combinagado AU + PMB frente a isolados
clinicos de A. baumannii e de Ferraz-Carvalho et al. (2016) com a associagao entre
AU e isoniazida frente a isolados clinicos de M. tuberculosis.

A combinagéao Lipo-AU-Qui + PMB foi testada no nosso estudo e constatou-se
interacdes positivas frente a todas as cepas testadas, sendo 7 interagdes aditivas e
3 interagbes sinérgicas, logo mostrando que encapsulagdo do AU pode interagir
melhor com farmacos comerciais, como a PMB, e induzir uma diminui¢ao das CIMs.

No estudo de Ferraz-Carvalho et al. (2016) é testado uma formulagdo de Au
encapsulado em lipossoma junto a isoniazida frente a isolados clinicos de M.
tuberculosis e a interacdo apresentada é indiferente. Portanto, evidenciando que a
atividade antibacteriana do LIPO-AU-QUI em associagdo com a PMB pode se
mostrar mais eficaz a associagdes com o AU livre e com o AU encapsulado em
combinagao com outros farmacos. No nosso estudo, as CIMs de PMB diminuiram de
16-128 vezes quando testada em conjunto com o Lipo-AU-Qui, e as CIMs do
Lipo-AU-Qui em associagdao com a PMB diminuiram entre 2-4 vezes, mostrando o

quéo promissora € essa combinacao.

Tabela 3: Avaliacdo da interagao entre AU + PMB e Lipo-AU-Qui + PMB.

Bactérias AU + PMB FICI Interagao  Lipo-AU-Qui + FICI Interacao
CIM (pg/mL) PMB
CIM (pg/mL)
Pa18 500/8 2 Indiferente 31,25/0,0625 0,257 Sinergia
Pa46 250/32 2 Indiferente 31.25/2 0,312 Sinergia
Pa56 250/8 2 Indiferente 125/0,0625 0,507 Aditivo
Pa57 500/32 2 Indiferente 250/0,25 0,507 Aditivo
Pa78 500/32 2 Indiferente 125/0,25 0,507 Aditivo
A15 500/32 2 Indiferente 62,5/0,25 0,507 Aditivo
A25 500/32 2 Indiferente 250/0,25 0,507 Aditivo
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AT71 500/32 2 Indiferente 250/8 0,75 Aditivo
A72 500/32 2 Indiferente 250/8 0,75 Aditivo
A76 500/32 2 Indiferente 125/0,5 0,26 S|nerg|a

A: Acinetobacter baumannii; AU: Acido Usnico; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; FICI: indice de
concentragao inibitdria fracionada; Lipo-AU-Qui: Lipossoma encapsulando acido usnico revestido com
quitosana; Pa: Pseudomonas aeruginosa; PMB: Polimixina B.

5.3 DETERMINAGAO DA PRODUGAO DE BIOFILME

Foi avaliada a capacidade de produgao de biofiime de 10 cepas (Tabela 4),
onde a A. baumannii 25 (A25) apresentou producdo de biofilme forte, a P.
aeruginosa 57 (Pa57) apresentou produgédo fraca, e as demais apresentaram
producado moderada. Das 10 cepas, 3 cepas de P. aeruginosa que produzem biofilme
moderadamente foram escolhidas, e 3 cepas de A. baumannii que produzem
biofiime fortemente e moderadamente foram escolhidas para a avaliacdo da
atividade antibiofilme.

A producdo de biofilme é cada vez mais comum em isolados clinicos de P.
aeruginosa e A. baumannii resistentes. No estudo de Gurung et al. (2013), avaliando
a producao de biofilme de 109 isolados clinicos de P. aeruginosa e A. baumannii, foi
reportado que 46 cepas produziram biofilme, sendo 30 cepas de A. baumannii e 16
de P. aeruginosa. Além disso, houve uma relagdo entre a resisténcia e a produgao
de biofilme, relagao essa, que também foi apresentada no nosso estudo, onde 9 das

cepas resistentes a PMB apresentaram producéao de biofilme moderada ou forte.

Tabela 4: Avaliagdo da produgao de biofilme

Producao de biofilme

Bactérias
Pa18 Moderada
Pa46 Moderada
Pa56 Moderada
Fraca

Pa57
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Pa78 Moderada
A15 Moderada
A25 Forte

A71 Moderada
A72 Moderada
A76 Moderada

A: Acinetobacter baumannii; Pa: Pseudomonas aeruginosa.

5.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A atividade inibitéria da formacao de biofilme das 5 amostras e combinacdes
foi testada frente as 6 cepas que apresentaram uma maior capacidade de formar
biofilme. Nesse experimento foi avaliado a porcentagem de inibi¢do da producéao de
biofilme utilizando as CIMs de cada composto e combinacdo previamente
encontradas (Figura 2). O AU foi capaz inibir entre 35,75% e 79% a produgéo de
biofiime das 6 cepas testada, a PMB inibiu entre 37,5% a 66,5%, o Lipo-AU-Qui
inibiu entre 65,6% e 84,5%, a combinagao AU + PMB inibiu entre 61,75% e 88,25%
e a combinagao Lipo-AU-Qui + PMB inibiu entre 76,25% e 100%.

No estudo de Francolini et al. (2019) avaliando a atividade antibiofiime de um
lipossoma glicosilado contendo AU frente a Staphylococcus epidermidis ATCC
35984, foi relatado que a formulacédo lipossomal contendo AU apresentou uma
maior inibicdo da formagao de biofilme do que o AU livre, indicando que lipossomas
contendo AU facilitam a penetragdo na matriz do biofilme e melhoram a atividade
antibiofilme.

A atividade inibitoria da combinacéo Lipo-AU-Qui + PMB foi significativamente
superior (p < 0,0001) a todas as outras testadas no nosso estudo, chegando a inibir
a producéo de 4 cepas em 100%. Em nosso conhecimento ndo ha estudos na
literatura que associam lipossomas contendo AU com farmacos comerciais para a
avaliagdo da atividade antibiofilme, sendo nosso estudo o primeiro a reportar e

apresentar resultados promissores.
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Figura 2: Atividade antibiofiime do AU, PMB, LIPO-AU-QUI, AU + PMB e LIPO-AU-QUI +

PMB.

Valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <0,001 (**) e p <0,0001 (***) foram considerados
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Fonte: Prépria (2023)
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6 CONCLUSAO

Os nanocarreadores, em especial os lipossomas, apresentam uma 6tima
alternativa para a encapsulagcdo de farmacos e produtos naturais. No presente
estudo, a formulagdo Lipo-AU-Qui foi desenvolvida e caracterizada, apresentando
caracteristicas fisico-quimicas aceitaveis, além de uma alta eficiéncia de
encapsulacdo. A combinagao Lipo-AU-Qui + PMB foi capaz reduzir as CIMs dos
compostos, mostrando interagdes aditivas e sinérgicas frente a cepas testadas, além
de apresentarem melhores resultados do que a combinagdo com o AU livre, sendo

capaz até de inibir a formacao do biofilme em até 100%.
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