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RESUMO

Feridas cronicas representam um fardo bioldgico, psicologico, social e econémico
devido ao longo tratamento e necessidade de cuidados continuos, impactando a
qualidade de vida dos pacientes e 0s custos para o sistema de saude. Infeccbes
retardam a cicatrizacdo e favorecem a formacédo de biofilmes bacterianos, que
dificultam a acdo de antibidticos. Alternativas como sais de prata podem ser toxicas,
e com o surgimento de cepas resistentes, terapias nanotecnoldgicas, como 0s
lipossomas, oferecem maior eficacia e menos efeitos adversos devido a alta
biocompatibilidade, ndo toxicidade e capacidade de proteger o farmaco. Em suma,
este projeto tem por objetivo preparar lipossomas encapsulados com ciprofloxacina,
caracterizé-los e analisar in vitro sua atividade antimicrobiana e antibiofiime com
possivel aplicacdo no tratamento de feridas. Para tal foi utilizado o método de
evaporacao de fase reversa para o preparo dos lipossomas com proporcao lipidica de
75:20:5 de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) e
distearoilfosfatidiletanolamina-(polietilenoglicol) (DSPE-PEG-2000) respectivamente.
Para caracterizacao foram realizados testes como taxa de encapsulac¢ao do farmaco,
tamanho de particula, citotoxicidade, Alamar blue e fusogenicidade. Os estudos de
concentracdo minima inibitoria e bactericida foram realizados em cepas de bactérias
gram-positivas e gram-negativas, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
MRSA - HU25, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas
aeruginosa, através da avaliacao pela técnica de coloracdo com Resazurina e pela
leitura de absorbéancia das placas em um fotébmetro de microplacas. Para estudo da
atividade antibiofilme foram preparados ensaios utilizando-se das concentracdes
minimas inibitérias obtidas para as cepas bacterianas, e as técnicas utilizadas foram
a de contagem de unidades formadoras de colbnia e analise de microscopias de
varredura e fluorescéncia. Os lipossomas preparados apresentaram uma taxa de
encapsulacdo proxima a 29% e tamanho médio de particula de 315 nm. Os
lipossomas mostraram-se néo citotoxicos e fusogénicos, enquanto os resultados para
a atividade inibitéria e bactericida foram satisfatorios, com eficiéncia superior a do
farmaco puro e a atividade antibiofilme dos lipossomas foi observada. Esses
resultados indicam que os objetivos do trabalho foram alcancados, os lipossomas
foram preparados e caracterizados com sucesso, assim como os testes de atividades

inibitéria, bactericida e anti-biofime. Onde os lipossomas encapsulados



demonstraram uma atividade superior ao farmaco isolado, destacando-se como uma

alternativa promissora para o tratamento de feridas.

Palavras-Chave: Feridas Cronicas, tratamento, Lipossomas, biocompatibilidade,
atividade inibitoria, antibiofilme.



ABSTRACT

Chronic wounds represent a biological, psychological, social, and economic burden
due to the prolonged treatment and need for continuous care, impacting patients'
quality of life and healthcare costs. Infections delay healing and promote the formation
of bacterial biofilms, which hinder the action of antibiotics. Alternatives like silver salts
can be toxic, and with the emergence of resistant strains, nanotechnology-based
therapies, such as liposomes, offer greater efficacy and fewer side effects due to their
high biocompatibility, non-toxicity, and ability to protect the drug. In summary, this
project aims to prepare liposomes encapsulated with ciprofloxacin, characterize them,
and analyze their in vitro antimicrobial and anti-biofilm activity with potential application
in wound treatment. The reverse-phase evaporation method was used to prepare the
liposomes with a lipid ratio of 75:20:5 of dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC),
distearoylphosphatidylcholine (DSPC), and distearoylphosphatidylethanolamine-
(polyethylene glycol) (DSPE-PEG-2000), respectively. For characterization, tests such
as drug encapsulation efficiency, particle size, cytotoxicity, Alamar blue, and
fusogenicity were performed. The minimum inhibitory and bactericidal concentration
studies were conducted on Gram-positive and Gram-negative bacterial strains,
including Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA - HU25, Escherichia
coli, Staphylococcus epidermidis, and Pseudomonas aeruginosa, through the
evaluation using Resazurin staining technique and absorbance readings of the plates
using a microplate reader. For the anti-biofilm activity study, assays were prepared
using the minimum inhibitory concentrations obtained for the bacterial strains, and the
techniques used were colony-forming unit counting and scanning and fluorescence
microscopy analysis. The prepared liposomes showed an encapsulation efficiency of
approximately 29% and an average particle size of 315 nm. The liposomes were found
to be non-cytotoxic and fusogenic, while the inhibitory and bactericidal activity results
were satisfactory, with efficiency superior to that of the pure drug, and the liposomes’
anti-biofilm activity was observed. These results indicate that the study's objectives
were achieved, the liposomes were successfully prepared and characterized, and the
inhibitory, bactericidal, and anti-biofilm activity tests were successful. The
encapsulated liposomes demonstrated superior activity compared to the isolated drug,

highlighting them as a promising alternative for wound treatment.



Keywords: Chronic Wounds, treatment, Liposomes, biocompatibility, inhibitory

activity, anti-biofilm
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1 INTRODUCAO

Feridas podem ser consideradas uma "epidemia silenciosa"”, com causas
variadas, incluindo procedimentos cirdrgicos, lesdes, pressdo, cisalhamento ou
condicbes clinicas, como diabetes e doencas vasculares. Feridas que ndo seguem
um processo normal de cicatrizagdo e permanecem abertas por mais de um més sao
classificadas como cronicas (FALANGA et al., 2022). A principal origem das feridas
cronicas sao infeccbes pos-cirargicas, seguidas por infecgbes relacionadas a
diabetes. Outras causas comuns incluem ulceras venosas em membros inferiores,
Ulceras de pé diabético, Ulceras de pressao e queimaduras (NUSSBAUM et al., 2018).

As feridas crOnicas apresentam etiologias variadas e acarretam custos
elevados para o sistema de saude. Os tipos mais comuns de feridas cronicas séo
Ulceras vasculares (venosas ou arteriais), Ulceras diabéticas e Ulceras de pressao,
geralmente localizadas nos membros inferiores (THAARUP et al., 2022). As
comorbidades mais associadas as feridas crbnicas sdo doencas cronicas nao
transmissiveis, como Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e Diabetes Mellitus (DM),
além de fatores de risco como dislipidemia, tabagismo e etilismo (HU et al., 2022). A
presenca simultanea de multiplas doencas crbnicas, denominada comorbidade,
frequentemente complica o quadro das feridas cronicas, dificultando seu rastreamento
como uma doenca isolada (SEN, 2019). Elas sdo uma preocupacédo de saude publica
global que exige recursos significativos do sistema de saude. A incidéncia de feridas
cronicas tem aumentado como uma em proporc¢des epidemioldgicas (LUIS CARLOS
ANTUNES CLARO et al., 2023).

Nos Estados Unidos as feridas cronicas afetam 10,5 milh8es de beneficiarios
do sistema de saude e impactam cerca de 2,5% da populacéo total, especialmente
entre idosos. Essas condi¢cdes acarretam uma variedade de complicacdes e custos
elevados para a saude (SEN, 2023) Uma pesquisa mostrou que em cinco anos, o
namero de beneficiarios do sistema de saude estadunidense com feridas aumentou
de 8,2 milhdes para 10,5 milhdes (CARTER et al., 2023), com destaque para o
crescimento de Ulceras arteriais e disturbios de pele, entre pacientes menores de 65

anos, e uma reducgdo nas feridas traumaticas (CARTER et al., 2023). Na Australia,
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um estudo de modelagem realizou estimativas para o cenario de feridas crénicas no
pais, sendo o custo total de $2,85 bilhdes por ano destinados ao tratamento delas,
representando 2% do total dos gastos governamentais em saude na Australia
(GRAVES; PHILLIPS; HARDING, 2022). No Brasil, as feridas cronicas representam
um grave problema de salde publica. Estima-se que a prevaléncia de feridas
cronicas na populacéo € de 2,2 por 1.000 habitantes (DANTAS et al., 2022). Segundo
a Sociedade Brasileira de Angiologia e de Cirurgia Vascular (SBACV), mais de 282
mil cirurgias de amputac&o de membros inferiores foram realizadas no Sistema Unico
de Saude (SUS) entre janeiro de 2012 e maio de 2023, sendo metade dos pacientes
diabéticos (SBACV, 2023). A demanda por produtos para tratamento de feridas nos
maiores mercados de curativos do mundo, EUA e Europa, € significativa.
Globalmente, o custo anual para o tratamento de feridas foi de US$2,8 bilhdes em
2014. Dessa maneira, 0 mercado de tratamento de feridas voltado para feridas
cirurgicas e ulceras cronicas pode chegar a US$ 22 bilhdes até 2024, impulsionado
principalmente pelo aumento da incidéncia de feridas crénicas e consequentemente
da demanda, aumento da populacéo geriatrica e avangos tecnoldgicos nessa area
(SEN, 2019).

O processo de cicatrizacdo de uma ferida requer uma sequéncia de eventos
sistémicos simultaneos e/ou paralelos que envolvem todo o organismo, sendo mais
complexo do que um evento local (WANG et al., 2024) . O reparo de feridas em
individuos saudaveis acontece em trés fases: inflamatéria, proliferativa e
remodelacdo, que se inicia e termina em aproximadamente seis semanas com a total
cicatrizacdo, porém qualguer mudanca ou interferéncia nesse processo pode
prolongar o processo de cicatrizacdo (MORGUETTE et al., 2023). A fase inflamatoria
se inicia assim que o corpo atinge uma certa estabilidade no ferimento (homeostase)
e tem como objetivo a limpeza da regido e expulsar qualquer material estranho do
local. Cerca de trés dias apds o dano tecidual ocorre a proliferacéo, fase que envolve
fibroblastos e producéo de colageno e outras moléculas que serdo responsaveis pela
remodelacéo tecidual. E por fim, depois de duas a trés semanas ocorre a restauracao
do colageno e o tecido da ferida amadurece, restaurando assim o tecido (JONIDI
SHARIATZADEH et al., 2025). Atencéo e cuidados apropriados devem ser realizados
para que a regeneracao tecidual ocorra de maneira correta. Caso contrario, uma ferida

pode servir como porta de entrada para diversos microrganismos terem acesso ao
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interior do corpo, além do comprometimento do processo de cicatrizacdo
(MORGUETTE et al., 2023), causando danos sociais e reducdo da qualidade de vida
do paciente. Infec¢des sdo os maiores contribuintes para a cronicidade de uma ferida,
ja que elas interferem diretamente no processo de reparacao e crescimento do tecido
além de modificar a resposta inflamatéria (GANESH et al., 2015). Um desequilibrio na
interferéncia de microrganismos, como bactérias, pode acarretar problemas como a
degradacédo do colageno, estresse e desnutricdo, impedindo a cicatrizacdo normal de
ferimentos (MORGUETTE et al., 2023).

As bactérias sdo amplamente presentes na natureza, e a maioria das feridas
cutaneas agudas cicatrizaram na presenca da flora normal da pele, a infec¢éo ocorre
guando o equilibrio entre a carga bacteriana, viruléncia e imunidade favorece estes
microrganismos (GAJULA; MUNNAMGI; BASU, 2020). A maioria das bactérias
presentes em feridas cronicas estd em estado de biofilme, ele & geralmente definido
como uma comunidade de microrganismos aderidos a uma interface e envoltos em
uma matriz polimérica. Essa organizacao contribui para manter a ferida em um estado
de inflamacgéo prolongada e néo cicatrizante (DURAND et al., 2022).

A despeito dos inUmeros tratamentos disponiveis, as melhores praticas atuais
de tratamento de feridas visam principalmente tratar as causas secundarias de
cronicidade, como a formacéo do biofilme, persistente e resistente a antibiéticos.
Outras alternativas, como sais de prata, reduzem a carga bacteriana, entretanto sao
citotéxicos para o hospedeiro, enquanto formulacbes modernas baseadas em
nanotecnologia, como por exemplo nanoparticulas, tém menor citotoxicidade e podem
promover a cicatrizacdo de feridas (NQAKALA et al., 2021). Os sistemas baseados
em nanotecnologia detém um imenso potencial no aumento da eficacia terapéutica de
farmacos (NEVES et al.,, 2022; WANG et al.,, 2019), inUmeros nano sistemas de
liberacdo de farmacos estdo sendo adotados para a cicatrizacdo de feridas e
regeneracdo da pele, melhorando a eficacia dos antimicrobianos e os auxiliando a
superar a resisténcia bacteriana em casos selecionados (GUVEN, 2021). Portanto,
nao é surpreendente que uma grande proporcao da pesquisa recente sobre feridas
tenha se concentrado no desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas e anti-
biofilme (WILKINSON; HARDMAN, 2020). Inumeros nanossistemas de liberacdo de
farmacos que transportam agentes terapéuticos foram desenvolvidos e estdo sendo

implementados de forma inédita na promocdo da cicatrizacdo de feridas,
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principalmente os lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas
inorganicas, nanoparticulas lipidicas, estruturas nano fibrosas e nano hidrogéis(CAl et
al., 2024; FATIMA et al., 2024; HOU et al., 2024; ZHANG et al., 2024) (ENGEL et al.,
2008; GAINZA et al., 2015; KORRAPATI et al., 2016; WANG et al., 2019a). Como alvo
deste trabalho, os lipossomas sdo vesiculas esféricas, constituidas por uma ou mais
bicamadas de lipidios, que possuem a capacidade de isolar compartimentos internos
do meio externo, possuindo uma alta biocompatibilidade (GONZALEZ GOMEZ;
HOSSEINIDOUST, 2020). Eles podem acomodar moléculas hidrofébicas,
aprisionadas entre a bicamada lipidica, hidrofilicas ou anfifilicas, podendo ser
encapsulados no nucleo (COSTA; SANTOS, 2017). Além dos beneficios oferecidos
por nanossistema liberadores de farmacos, como liberacdo controlada e sustentada
de farmacos (GUVEN, 2021), lipossomas sdo atoxicos, biodegradaveis,
biocompativeis com a pele e capazes de prevenir a degradacédo do farmaco (WANG
et al.,, 2019a). Essas nanoparticulas sédo fabricadas redirecionando os fosfolipidios,
em meio hidrofilico, onde espontaneamente eles se organizam formando as vesiculas
em busca de diminuir as forcas internas desfavoraveis. Uma outra caracteristica
atrativa é a possibilidade de modificac6es na bicamada para viabilizar o transporte de
farmacos em meios biologicos, como a insercdo de polietilenoglicol, peptideos e
carboidratos, conferindo mais especificidade ao modelo de entrega de farmacos
(PEREIRA et al., 2024). Com a soma desses fatores, os lipossomas configuram uma
alternativa eficaz e inovadora para o tratamento de feridas, proporcionando um
sistema avancado de entrega de farmacos e a possibilidade de otimizagdo de sua
estrutura garante uma maior biocompatibilidade, assegurando seu grande potencial

para atuar na cicatrizacao e reducao da cronicidade das feridas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia e Fisiologia da Pele

A pele, o maior 6rgao do corpo humano, € uma estrutura complexa que
desempenha uma variedade de funcdes fisioldgicas essenciais. Atuando como um
sistema de barreira primaria, ela protege o organismo contra agentes patogénicos

externos, como microrganismos e substancias quimicas nocivas, mitigando assim o
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risco de infec¢Bes e lesdes cutaneas (LEE; KIM, 2022). Além da protecdo do corpo
humano, ela também desempenha um importante papel em fung¢des regulatorias

como manutencao térmica.

A pele representa cerca de 15% do peso corporal total de um adulto e
tem uma area de superficie de aproximadamente 2 m2. Do ponto de vista anatémico,
ela é composta por trés camadas principais (Figura 1): a epiderme, a derme e a
hipoderme (ou tecido subcutdneo), cada uma com caracteristicas estruturais e
funcionais distintas (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013). A epiderme é a camada mais
externa da pele, composta principalmente por queratindcitos, células fibrosas que
conferem resisténcia e protecdo a primeira camada da pele (SILVA et al., 2024). A
derme € composta por componentes intersticiais e celulares, € uma regido
vascularizada e possui canais linfaticos e nervos sensoriais (LAI-CHEONG;
MCGRATH, 2013). Por fim o tecido subcutaneo é a camada mais interna da pele,
composta por células de gordura (adipdcitos) e fibras que a conectam a derme (SILVA
et al., 2024).

Figura 1 - Composicdo anatémica da pele
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Fonte: Adaptado de (ANON, 2023)
Apesar de uma barreira potente e eficiente, diversas comunidades microbianas

prosperam na superficie fazendo com que o maior desafio para o sistema imunoldgico
da pele seja o de resistir a infec¢des, em condicbes normais, sem a geracdo de um
recrutamento celular ou resposta inflamatéria (MA et al.,, 2024). Uma defesa
enfraquecida devido a situacdes atipicas, como uma lesdo, pode comprometer a
protecdo contra estes agentes infecciosos, aumentando o risco de infeccgao,

desencadeando respostas imunologicas mais complexas (MA et al., 2024).
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2.2 Feridas e processo de cicatrizacao

Uma ferida ou lesdo em uma area de dano na pele, pode ocorrer devido a varios
fatores, como cortes, abrasdes, queimaduras, contusdes, picadas de insetos, ou
mesmo por condi¢cdes médicas subjacentes (SEN, 2019). Quando lesionada, a pele
entra no processo de cicatrizagcdo, que em sua esséncia consiste numa reposta
sequencial do corpo a fim de reparar o tecido e conter a entrada de agentes externos
(Figura 2A). No primeiro momento (Figura 2B), em horas apo6s o ferimento, ocorre a
formacdo de um coagulo na barreira mais externa da pele (PENA; MARTIN, 2024), o
qual consiste em uma agregacéao de trombdéticos e plaquetas em uma rede de fibrina,
contando com a acao de fatores especificos através da ativacdo e agregacao dessas
células (JONIDI SHARIATZADEH et al.,, 2025). Posteriormente, a resposta
inflamatoria da ferida entra em acdo, acontecendo dentro de horas e podendo durar
alguns dias ap6s ferimento, onde os neutréfilos e macréfagos, séo atraidos, por sinais
de dano e dos patdgenos, recrutados por extravasamento dos vasos proximos antes
de migrarem para a ferida (Figura 2C) (PENA; MARTIN, 2024), Essas células
inflamatérias coordenam a formac¢do de um tecido de granulacdo que serd um
substituto para o tecido danificado, esse tecido comeca a se formar aproximadamente
quatro dias apos a leséo, ele é formado devido a um aumento na proliferacdo dos
fibroblastos e biossintese de colageno e elastina, que cria uma rede tridimensional
extracelular de tecido conjuntivo (ARIF; ATTIOGBE; MOULIN, 2021). Nesta etapa
também ha o envolvimento da formacdo de novos vasos sanguineos no local,
chamada de angiogénese (Figura 2D). A medida que o tecido de granulacdo é
depositado e o0s vasos sanguineos vao se formando, hd o impulsionamento da
migracao epitelial quanto a divisdo celular para restaurar a integridade da barreira
(Figura 2E) (PENA; MARTIN, 2024), e assim por fim, esses episddios cessam quando
as bordas da ferida se confrontam e a ferida esta curada (Figura 2F), gerando a
restauracdo completa do tecido em casos mais leves ou a resolucdo da ferida com

formacao de cicatrizes em casos de danos mais severos.
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Figura 2 - a) Diagrama de uma ferida na pele enquanto ela se fecha. B) Formac&o do coagulo.
C) Inflamacg&o. D) Angiogénese. E) Migracéo celular e proliferacdo. F) Reparacéo e resolucédo
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Para que a cicatrizacdo ocorra de maneira adequada, além de as respostas
sequenciais do sistema acontecerem de forma correta, uma higienizacao e tratamento

meédico adequado é importante para prevenir infeccoes.
2.3 Feridas cronicas

As feridas podem ser classificadas de diversas formas, com base em
caracteristicas como profundidade, tempo de evolugéo e conteido microbiano. Essas
classificagOes sé&o fundamentais para a escolha do tratamento mais apropriado e para
a compreensao do processo de cicatrizagdo (ANDRADE et al., 2019). No que diz
respeito a profundidade, as feridas podem ser superficiais ou epidérmicas, afetando
apenas a camada mais externa da pele, a epiderme; de espessura parcial, envolvendo
a epiderme e parte da derme, a camada subjacente; ou de espessura total, que
atravessam todas as camadas da pele e atingem tecidos subjacentes, como musculos
e 0ssos (LOPES, 2016). Além disso, as feridas podem ser classificadas pelo tempo

de evolugédo, sendo categorizadas como agudas ou cronicas. Feridas agudas seguem
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0 processo normal de cicatrizagdo, enquanto as feridas cronicas ndo cicatrizam
adequadamente, permanecendo abertas por longos periodos (ANDRADE et al.,
2019). Estas ultimas séo frequentemente associadas a condi¢cfes subjacentes, como
problemas circulatorios, diabetes ou infec¢bes. Por fim, as feridas também sé&o
diferenciadas com base no conteudo microbiano, sendo classificadas como sépticas,
guando ha presenca de infeccdo, ou assépticas, quando ndo ha infeccéo presente
(CHAVES et al., 2017).

O termo ferida crénica é caracterizado pela incapacidade de cicatrizacdo de
uma leséo, resultando numa descoordenagédo nos eventos sequenciais do processo
que perturba a recuperacdo da regido dentro de um intervalo de tempo aceitavel
(FALANGA et al., 2022). Existem diversos fatores que podem influenciar no
surgimento de feridas cronicas, como insuficiéncia venosa, alteragdes vasculares e
neuropaticas associadas ao diabetes e as Ulceras relacionadas com mecanismos de
presséo (VIEIRA; ARAUJO, 2018).

O grau de cronicidade de uma ferida € proporcional ao grau de infec¢ao gerada
pelos microrganismos que permearam e adentraram o local danificado devido ao
longo tempo de exposicao e vulnerabilidade da regido (NTENTAKIS et al., 2021). A
susceptibilidade a presenca de bactérias, pode desempenhar um papel significativo
na dificuldade de cicatrizacdo A presenca prolongada delas na ferida pode criar um
ambiente propicio para a inflamacéo persistente e a interrupcdo do processo de
cicatrizacdo (THAARUP et al., 2022).

2.4 Bactérias e biofilme

As bactérias, podem ser classificadas com base em suas caracteristicas
estruturais, fisiologicas e bioquimicas. Elas no geral sdo separadas em dois grandes
grupos as gram-positivas e gram-negativas, isso porque quando submetidas ao teste
de coloracdo de Gram, as positivas apresentam uma coloracgéo violeta intensa e as
negativas apresentam coloragdo rosa (MEGRIAN et al., 2020). Esse fendmeno é
atribuido a estrutura da parede celular que ir& reter a cor, quando adicionada o corante
especifico, com base nas diferencas de propriedades quimicas e fisicas da parede da
bactéria (TRIPATHI; SAPRA, 2024). As bactérias Gram-positivas possuem em sua

parede celular uma camada mais espessa de peptidoglicano do que as bactérias
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Gram-negativas (MEGRIAN et al., 2020), ambas podendo apresentar formato e

composicdes diferentes (Figura 3).

Figura 3 - Exemplo de bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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Fonte: (IRINA CHUGUNOVA, 2020)

A formacdo do biofilme faz parte do desenvolvimento bacteriano, nele as
bactérias estéo ligadas a um substrato e inseridos em uma matriz poliméricas que lhes
proporcionam um alto nivel de tolerancia e resisténcia a antimicrobianos (SEN et al.,
2021). Para a formacdo do biofilme, bactérias produzem uma matriz extracelular
composta por carboidratos, proteinas e/ou DNA extracelular. Essa matriz extracelular
propicia a sobrevivéncia desses microrganismos em ambientes agressivos. Além da
maior aderéncia, & matriz extracelular, confere as bactérias uma maior resisténcia ao
sistema imune e a antimicrobianos (BAZSEFIDPAR et al., 2024). Devido a associacéo
a infeccdes, os biofilmes sdo importantes na pesquisa de doencas infecciosas
(VALENCIA et al., 2021). Geralmente, o processo de formagé&o do biofilme bacteriano
e dividido em cinco estagios (Figura 4): 1) Adeséo inicial/reversivel; 2) Adesao
irreversivel; 3) Formacgdo de microcolonias; 4) Deslocamento celular e 5) Disperséo
do biofilme (Yl et al., 2020).
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Figura 4 - Diagrama esgquemético e micrografia eletronica de varredura de diferentes etapas na
formacéo do biofilme de S. suis.

1- Adesao Reversivel

2- Adesdo Irreversivel

3- Microcolonia

4- Descolamento celular

5- Dispersdo do biofilme ¢
: ¢
@ Bactéria planctdnica Matriz EPS (¥
/
- \ e 0
® o6 Fa8 @
ey oo’ s So” o
Bactéria séssil e ﬂob 0 e 0

Fonte: Adaptado de (YI et al., 2020)

Na Terra, acredita-se que mais de 99% das bactérias vivem em comunidades
estruturadas de biofilme. A matriz polimérica extracelular que as envolve promove a
sobrevivéncia em ambientes hostis, incluindo a tolerancia a antibiéticos (ALOTAIBI,
2021). Em feridas estes microrganismos flutuantes se aderem a sua superficie quase
imediatamente e, dentro de 2 a 4 horas, as bactérias ja se apresentam na forma de
micro colonias fixas a ferida (CURTIS, 2020). Estima-se que a probabilidade de
formacao de biofilme em feridas esteja entre 78% e 100%, especialmente em feridas
cronicas, sendo agravada pela presenca de detritos ou corpos estranhos
(CALDWELL, 2020). A matriz de EPS criada age como uma camada de protecado que
faz com que haja uma diminuicdo na oxigenagdo no local, causando a necrose, e
reduz a permeabilidade ou captacdo de antibiéticos tanto tdpica quanto sistémica
(Figura 5) (BELL, 2024), e embora algumas células imunes parecam interagir com
biofilmes, sua funcéo é frustrada ou incompleta (SEN et al., 2021), dificultando ainda

mais a acdo de farmacos e tratamentos convencionais.
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Figura 5 - Resisténcia biofilme a entrega de farmacos
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2.5 Tratamentos

No geral, para realizacdo do tratamento de feridas crbnicas, ha o envolvimento
de uma abordagem multidisciplinar, incluindo cuidados com a pele, manejo da dor,
tratamento de infec¢cdes e manipulacdo de medicamentos. Pode variar dependendo
da causa subjacente e da gravidade da ferida (FALANGA et al., 2022). A limpeza da
ferida é crucial, para remocdo de tecido morto, bactérias e outros detritos para
promover a cicatrizagdo (SOBRINHO et al., 2024). Existem técnicas comuns como, a
terapia a vacuo, onde um curativo selado é aplicado sobre a ferida e conectado a um
dispositivo que aplica succéo intermitente ou continua ajudando a remover 0 excesso
de fluido e promover a cicatrizacdo (DOS SANTOS et al., 2019) e a terapia com
oxigénio hiperbarico, onde o paciente respira oxigénio puro em uma camara
pressurizada, aumentando a quantidade de oxigénio disponivel na ferida para
promover a cicatrizacdo (GOTTFRIED; SCHOTTLENDER; ASHERY, 2021).

Curativos especiais sado frequentemente aplicados para manter a ferida limpa, Umida
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e protegida, podendo incluir curativos de materiais diversos e até associados a
farmacos, dependendo das necessidades da ferida (FARAHANI; SHAFIEE, 2021).

O tratamento de feridas com biofilmes é desafiador devido a resisténcia dessas
comunidades bacterianas a terapia convencional. Fora os procedimentos mais
simples no tratamento de feridas, os tratamentos mais comuns hoje utilizados
envolvem a remocao fisica do biofiime do tecido necrosado, conhecido como
desbridamento (THOMAS et al., 2021), esse procedimento normalmente € realizado
utilizando equipamento especificos, mas em alguns casos séo utilizadas enzimas, a
fim de quebrar o biofilme e facilitar a remocéao dele do local (DE DECKER et al., 2022).
Ha também a utilizacdo de antibidticos, tdpicos ou sistémicos para combater as

bactérias presentes no biofilme.
2.6  Antibidticos e resisténcia bacteriana

Os antibidticos sdo agentes farmacologicos utilizados para combater infec¢des
bacterianas, atuando através da destruicdo direta das bactérias ou da inibicdo de sua
replicacdo (COOK; WRIGHT, 2022). No inicio da era dos antibiéticos, a maioria das
infecgbes bacterianas respondia bem a esses medicamentos. No entanto, com o
tempo, a resisténcia aos antibidticos tornou-se comum, principalmente devido a
evolucdo e selecdo natural (COOK; WRIGHT, 2022). Essa resisténcia surge, em
grande parte, por mutacdes durante a replicacdo do DNA, que favorecem bactérias
resistentes, e pela transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre diferentes
bactérias (COQUE; CANTON; et al., 2023). O surgimento de bactérias resistentes
limita as opcdes terapéuticas para infeccdes bacterianas, especialmente em
ambientes de alto risco. Entre as cepas multirresistentes mais comuns temos como
exemplo a Klebsiella pneumoniae resistente a Carbapenem e Colistina, Pseudomonas
aeruginosa resistente a Carbapenem, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), e Escherichia coli produtora de Beta-lactamases de espectro estendido
(ESBL) (VANEGAS et al., 2021). A presenca dessas cepas associada a dificuldade
de entrega do farmaco no biofilme, o tratamento de infec¢cdes em feridas representa

um dos grandes desafios da medicina moderna.

Apesar da gravidade da resisténcia aos farmacos, foram raros 0S Nnovos

antibiéticos desenvolvidos nos Udltimos 40 anos, os estimulos de mercado
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convencionais nao foram, e provavelmente ndo seréo capazes de solucionar essa
falha na inovacédo (SILVA et al., 2020), especialmente considerando as restricdes de
uso desses medicamentos. Por este motivo muitas pesquisas atuais visam nao o
desenvolvimento de novos farmacos, mas sim o desenvolvimento de materiais e
técnicas para enfrentar estes obstaculos clinicos. Uma opc¢ao promissora € a adogéo
da terapia conjugada, que implica na unido de antimicrobianos tradicionais e
nanoparticulas (RODRIGUES et al., 2024), os chamados nano sistemas entregadores
de farmacos, que visam penetrar as barreiras impostas por infec¢cdes bacterianas

resistentes.

1.1 Nanotecnologia e entrega de farmacos

A nanotecnologia trouxe avancos impressionantes nos meios de tratamento de
feridas e entrega de medicamentos em nanoescala para regeneragao da pele. Esses
sistemas aceleram a cicatrizagéo de feridas e melhoram sua qualidade (WANG et al.,
2019a). Avancos nesta area permitiu a entrega intracelular de biomoléculas e
medicamentos para cicatrizacdo de feridas crbnicas, enquanto os protege da
degradacdo e aumentam sua penetracdo e tempo de meia-vida, reduzindo a
frequéncia de aplicacao e os custos associados. Nanocarreadores encapsulam esses
agentes, oferecendo perfis de liberacdo especificos que atendem as necessidades de
cicatrizacdo (BLANCO-FERNANDEZ et al., 2021).

A nanoescala permite uma precisdo sem precedentes na entrega de agentes
terapéuticos, a capacidade de encapsular uma variedade de substancias terapéuticas,
incluindo farmacos, proteinas e material genético, amplia ainda mais o potencial
desses nano sistemas (NEVES et al., 2022). A nanotecnologia € um campo cientifico
gue tem foco no desenvolvimento, caracteriza¢do, producao e aplicacao de estruturas,
dispositivos e sistemas com dimensdes na escala nanométrica (JALALI et al., 2024).
Um numero crescente de sistemas de entrega de farmacos em nanoescala esta
emergindo. Esses sistemas incluem principalmente nanoparticulas poliméricas,

nanoparticulas inorganicas, nano hidrogéis e lipossomas. (WANG et al., 2019a).
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1.2 Lipossomas

Como alvo deste trabalho, os Lipossomas sao vesiculas compostas por uma
ou mais bicamadas lipidicas (Figura 6). Foram descobertos por volta de 1960 pelo
biofisico Alec Bangham, quando este realizava estudos direcionados ao entendimento
de membranas biolégicas (MUFAMADI et al., 2011). Em um dos seus experimentos
Bangham visualizou que fosfolipidios em meio aquoso se ajustaram, de forma a
minimizar as interacdes desfavoraveis entre as longas cadeias carbbnicas apolares e
0 meio aquoso, em vesiculas. Em 1964 Alec Bangham, publicou o primeiro artigo
sobre sua descoberta chamado as vesiculas de mesofases esméricas multifamiliares,
que posteriormente seriam apelidadas por ele de Lipossomas (GERARD G.M.
D’SOUZA, 2017).

Figura 6 - Representag&o de um lipossoma.

Fonte: (ALFRED PASIEKA, 2016)

A semelhanca dos lipossomas com as membranas biolégicas permite uma
biocompatibilidade e seguranca superiores em comparagdo com outras
nanoparticulas poliméricas e metalicas (BIANCHI et al.,, 2020). Além disso, 0s
lipossomas possuem capacidade Unica de transportar tanto moléculas sollveis em
lipidios quanto em agua simultaneamente, devido ao autoajuste separando as porcdes
hidrofébicas e hidrofilicas dos fosfolipidios que podem carregar nelas o farmaco com

afinidade similar. Essa versatilidade € fundamental para a eficacia terapéutica, pois
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permite a entrega de uma ampla variedade de medicamentos, independentemente de
sua hidrofobicidade e hidrofilicidade, em um dnico sistema de liberacdo (HE et al.,
2019).

Em termos de composicdo lipossomas se constituem basicamente de
fosfolipidios, que também s&o os principais componentes de membranas bioldgicas.
Estes fosfolipidios possuem uma porg¢éao hidrofilica comumente chamada de “cabecga”
polar e uma porcédo hidrofobica ligados a um fosfato, que por sua vez de encontra
ligado a um glicerol seguido da porgéo hidrofilica ou “cauda” apolar, constituidas por
duas cadeias de acidos graxos (Figura 7), eles podem ser de origem natural ou
sintética. O grupo hidrofilico dos lipidios pode ser carregado ou neutro e 0 grupo
hidrofébico dos lipidios varia pode variar em comprimento de cadeia, simetria e
saturacao (NSAIRAT et al., 2022a).

Figura 7 - Composicéo fosfolipidios.
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Este tipo de fosfolipidio utilizado no preparo dos lipossomas € chamado
glicerofosfolipidios e sdo os mais utilizados devido a sua estrutura quimica permitir
uma maior variedade modificagdes que podem ser utilizadas para direcionar os
lipossomas para tecidos especificos ou melhorar a estabilidade dos lipossomas

(CHAI; PARK, 2024). A possibilidade de altera¢cdes através da substituicdo dos grupos
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ligados ao grupamento fosfato e os acidos graxos, abrem um leque de possibilidades
em relacdo a composicao e propriedades lipossomais (AJEESHKUMAR et al., 2021).
Um exemplo de glicerofosfolipidios muito utilizado € a Fosfatidilcolina (Figura 8), neste

fosfolipidio, a parte polar chamada de cabeca € composta por uma colina.

Figura 8 - Fosfatidilcolina.
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Fonte: Adaptado de (LUCKEY, 2008)

Além da escolha entre uma gama de variedade de fosfolipidios, é possivel a
realizacdo de alteracdes superficiais para agregar ou melhorar as propriedades do
lipossoma, o que leva a diferenciacdo dele por tipos (Figura 9). Lipossomas
convencionais, sdo 0s compostos exclusivamente pelas bicamadas lipidicas, e se
limitam a condicdes especificas para a liberacdo do farmaco e dependem do meio
(PEREIRA et al., 2024) dificultando a seletividade e especificidade da entrega, séo
indicados para aplicacdes topicas por exemplo, diretamente no local de entrega
desejado, ainda sim sdo extremamente biocompativeis e comportam tanto farmacos
hidrofébicos quanto hidrofilicos (NSAIRAT et al., 2022a). Lipossoma furtivos sao
caracterizados pela aplicacéo de revestimentos superficiais compostos por polimeros
sintéticos, glicoproteinas, polissacarideos ou ligantes de receptores especificos,
visando o melhoramento na precisdo e especificidade da entrega do farmaco nos
locais desejados (PEREIRA et al., 2024). O acido hialurénico, o alcool polivinilico
(PVA) e principalmente o polietilenoglicol (PEG) se mostram as principais escolhas na
incorporagao para produgédo de lipossomas furtivos (NSAIRAT et al.,, 2022a). Os

lipossomas estabilizados com PEG apresentam circulacdo sanguinea prolongada
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resultando numa maior concentragdo nos alvos terapéuticos do que lipossomas
convencionais (RANGGER et al.,, 2012). Assim como os furtivos os lipossomas
direcionais visam um melhor direcionamento e facilidade na entrega do farmaco no
local, enquanto lipossomas convencionais ndo distinguem entre células normais e
doentes, lipossomas direcionados sdo desenvolvidos para que encontrem células
especificas (NSAIRAT et al., 2022), eles podem ser aprimorados pela incorporacao
de substancias que ajudam no reconhecimento molecular, melhorando o transporte e
eficicia do farmaco e diminuindo os efeitos colaterais. Um exemplo € a utilizagéo de

peptideos, proteinas (incluindo anticorpos) ou aptameros (ELKHOURY et al., 2020).

Figura 9 - Tipos de Lipossomas.
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Fonte: Adaptado de (ELKHOURY et al., 2020)

Lipossomas podem ser separados também por tamanho e quantidade de
vesiculas (Figura 10), quando formados por uma Unica bicamada lipidica séo
chamados de uni vesiculares UV e quando duas ou mais chamados de lamelas
multivesiculares MLV, ainda dentro das multivesiculares é possivel obter-se uma
vesicula grande contendo outras menores dentro chamada de vesicula multivesicular
MVV (NEVES et al., 2021). As uni vesiculares tém tamanhos entre 20 nm e 100 nm,
separadas em pequenas (small) SUV e grandes (Large) LUV, ja as multivesiculares
possuem tamanho entre 500 nm, normalmente as MLV, a 1000 nm para MVV (NEVES
et al., 2022).
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Figura 10 - Representacdo esquematica dos lipossomas de diferentes tamanhos
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Fonte:(SANTOS et al., 2023)

Uma outra carateristica muito importante em relacdo aos lipossomas € a
temperatura de transicdo de fase, onde em uma temperatura critica especifica,
chamada Tc, os fosfolipidios que compdem a estrutura do lipossoma passam de um
estado ordenado rigido, para uma transicdo de fase, atingindo um estado
desordenado fluido (Figura 11) (CHAI; PARK, 2024), onde pode ocorrer a liberacao

do farmaco encapsulado, conferindo a caracteristica de termo solubilidade.

Figura 11 - Transig&o de fase dos fosfolipidios

Fosfolipidio

Estado ordenado rigido Transi¢ao de fase Estado desordenado fluido

Fonte: Adaptado de (CHAI; PARK, 2024)

A temperatura de transicdo de fase de lipossomas depende principalmente da
composicao lipidica especifica dos lipossomas em questdo (WAHEED et al., 2024).
Essa transicdo de fase é influenciada por varios fatores, incluindo o tipo de lipidios
presentes nos lipossomas, sua concentragcao, a presenca de outros componentes na
formulacdo (WAHEED et al., 2024) a troca de acidos graxos na composi¢cao dos
fosfolipidios, por exemplo, mudara drasticamente a Tc do lipossoma (Figura 12),
cadeias mais longas e saturadas aumentam o valor da Tc enquanto cadeias menores

e insaturadas diminuem a temperatura critica (CHAI;, PARK, 2024).



Figura 12 - Influéncia das cadeias de acido graxo na Tc.

Fosfolipidios Rs Acido Graxo (R1e R2) Te(°C)
R1. o CH,~(CH.,),-CH=CH-(CH.).<(0)- <0
N ]\/ 5 ;-(CH,); (CH,),-(0) >3
R2 o] o O. Pl: /\/\N/ CH,-(CI{:)R-C(O)-
Y & : CH,-(CH),-C(0)- 42
CH,-(CH,),.-C(O)- 55
0 CH—O—?’:—R1
Rz_é';_o_(l;Hz Fosfatidilglicerol CH,-(CH,),,-C(0)- =
CH=-0—P—0-|CH_CHOH—CH OH CH,(CH,),-C(0)- 35

o

Fonte: Adaptado de (CHAI; PARK, 2024)

Outra vantagem associada aos lipossomas é sua semelhanca quimica e
estrutural a membranas celulares biologicas devido a bicamada fosfolipidica dos
liposomas (DE LEEUW et al., 2009). Esse mimetismo favorece a fusogenicidade dos

lipossomas com a membrana externa das células (Figura 13), por sua vez, facilita a

entrega de drogas ao citoplasma (AKBARZADEH et al., 2013).

Figura 13 - Fusédo mediada por similaridade estrutural de lipossomas

em membranas celulares biol6gicas.

Fonte: Adaptado de (WANG et al., 2019)

Quanto a formulacéo, lipossomas podem ser preparados utilizando diferentes
abordagens, é preciso planejar quais as carateristicas sdo as desejadas ja que o
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processo de fabricacdo do lipossoma e o tipo de fosfolipidio afetam criticamente as
suas caracteristicas finais. (RANGGER et al., 2012).

O método mais popular de preparo de lipossomas € o desenvolvido por
Bangham, chamado de hidratagdo de filme lipidico (Figura 14) (NSAIRAT et al.,
2022a), nele envolve a dissolucao de fosfolipidios em solventes organicos para formar
uma solucdo lipidica, que entdo por meio da rota-evaporacdo do solvente e
reidratacdo do filme lipidico que se fecham em vesiculas em contato com meio aquoso

formando os lipossomas.(AHMED et al., 2019)

Figura 14 - Método de hidratag&o de filme lipidico.
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Fonte: Adaptado de (NSAIRAT et al., 2022a)

Outra metodologia bastante difundida é a evaporacéo de fase reversa (Figura
15), inicialmente, os lipidios sdo dissolvidos em um solvente organico, que pode
carregar farmacos apolares, para formar uma fase lipidica. Em seguida, essa fase
lipidica € combinada com uma fase aquosa, podendo conter o farmaco polar. A
mistura € entdo agitada vigorosamente, por sonificacdo, para formar uma emulséo
estavel (NEVES et al., 2022). Posteriormente, ocorre uma remocao lenta do solvente
organico através de um rota-evaporador, levando a formacdo de um estado gel, que
€ submetido novamente a rota-evaporagdo a vacuo, promovendo a eliminacdo do
solvente até um ponto critico onde o excesso de fosfolipidios leva a formacéo das
bicamadas lipidicas e vesiculas gerando os lipossomas (NSAIRAT et al., 2022a). Este
método é utilizado para encapsular substancias hidrofébicas ou hidrofilicas em
lipossomas, proporcionando uma entrega eficaz de medicamentos, nutrientes ou

agentes terapéuticos (NEVES et al., 2022) .
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Figura 15 - Preparo lipossomas por REV.
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Fonte: Autor.
Essa técnica é chamada de fase reversa pois nele ha a formacdo de micelas
invertidas que serdo convertidas posteriormente na bicamada lipidica e nos
lipossomas (Figura 16) (SHI; Ql, 2018)

Figura 16 - Formac&o dos lipossomas em REV
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Fonte: Autor.

Ha também o método de injecdo de solvente, onde uma solucao lipidica é
injetada em uma solu¢édo aquosa, resultando na formacao instantanea de lipossomas

devido a rapida dispersao dos lipidios na agua (NSAIRAT et al.,, 2022a). A
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microfluidizagéo é realizada com auxilio de um microfluidizador onde as solugtes
lipidicas e aquosas sao injetadas em microcanais em posi¢cdes opostas sob alta
pressdo e passam por um pequeno orificio, resultando em cisalhamento intenso. I1sso
leva a formacgéo de lipossomas de tamanho uniforme e pequeno (ELKHOURY et al.,
2020). O processo de Desidratacdo/Reidratacao consiste em dissolver os fosfolipidios
em um solvente organico para formar uma pelicula lipidica, que por sua vez é
desidratada para formar uma matriz lipidica (AKBARZADEH et al.,, 2013).
Posteriormente, esta matriz € reidratada com uma solugdo aquosa contendo o
composto a ser encapsulado, resultando na formacao de lipossomas. Outro exemplo
de metodologia de preparo, a fusdo induzida por ions de calcio, onde os lipossomas
sdo formados misturando fosfolipidios em uma solugdo aquosa contendo ions de
calcio (SCHMID et al., 2020). Os ions de calcio interagem com os grupos fosfato
presentes nos lipidios, causando a formacdo de complexos de calcio-lipidio
(SALDANHA; SCHILLER; HAUSER, 2023). Esses complexos promovem a fusédo das
membranas lipidicas, resultando na formacdo de lipossomas maiores e mais

complexos (SCHMID et al., 2020).

Enfim a variedade de técnicas e possibilidades para formulagcéo de lipossomas
é grande e suas utilizagbes variam de acordo com a necessidade de aplicacdo. Cada
método provera caracteristicas especificas ao lipossoma produzido ndo s6 em
questdes estruturais e dimensionais, mas como influenciardA no volume de

encapsulacao do farmaco e na eficiéncia de encapsulagdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristica lipossomal de acordo com metodologia de preparo com representacdes de
tamanhos e tipos.

M VOLUME DE EFICIENCIA DE
DIAMETRO ~ -
ESTRUTURAS nm ENCAPSULACAO ENCAPSULACAO
(uI/umol lipidico) %
HIDRATAGAQ FILME
|_|p|£|::)\co MLV 1000 1,4'1,8 9‘27

EVAPORAGAO FASE
REVERSA

INJEGAO DE SOLVENTE

MICROFLUIDIFICAGAO

DESIDRATAGAO-
REIDRATAGAO

FUSAO INDUZIDA POR
{ONS DE CALCIO

Fonte:(AHMED et al., 2019; AKBARZADEH et al., 2013b; NSAIRAT et al., 2022a; SALDANHA;
SCHILLER; HAUSER, 2023)
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A escolha do farmaco também terd influéncia na escolha do método j& que cada
metodologia responde a determinado tipo de farmaco. Como alvo deste trabalho
(AHMED et al., 2019), a ciprofloxacina compde o grupo de antibioticos da classe das
fluoroquinolonas, com eficacia comprovada contra bactérias Gram-negativas e
algumas Gram-positivas (SHARIATI et al., 2022). Ela se destaca por sua poténcia
contra Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae, como Escherichia coli
(COOK; WRIGHT, 2022), € um farmaco polar e necessita que o encapsulamento seja
eficiente na parte interna das vesiculas e deve ser adicionado na fase aquosa utilizada
na preparagao do lipossoma (AJEESHKUMAR et al., 2021), como na hidrata¢do de

filme lipidico.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento e caracterizacdo de um nanossistema de liberacdo de
antimicrobianos baseado em lipossomas encapsulados com ciprofloxacina e

avaliacao de seu potencial antimicrobiano e atividade antibiofilme.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Preparar lipossomas brancos e encapsulados com ciprofloxacina;

° Caracterizar os lipossomas;

° Avaliar a citotoxicidade do lipossoma;

° Avaliar a fusogenicidade do lipossoma e seu impacto no crescimento celular

através de teste de Alamar blue e fluorescéncia.

. Determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI) e a concentracdo minima
bactericida (CMB) do crescimento bacteriano contra bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas.

° Avaliar a atividade antibiofilme.
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4 JUSTIFICATIVA

A pesquisa sobre o desenvolvimento de novas tecnologias para auxiliar no
tratamento de feridas crénicas € de suma importancia devido a sua relevancia clinica
e cientifica. Feridas infeccionadas representam um desafio continuo na medicina
moderna, principalmente com a crescente resisténcia bacteriana aos antibioticos
convencionais (LUCENA et al., 2023).

O desenvolvimento de formulac¢des lipossomais contendo farmacos apresenta
uma oportunidade significativa para superar limitagdes na entrega de farmacos ao
sistema, se portando como um veiculo ideal para a entrega controlada, permitindo
uma liberacdo prolongada e direcionada do agente terapéutico no local da
ferida(PARTOAZAR; KIANVASH; GOUDARZI, 2022), além da capacidade dos
lipossomas de melhorar a estabilidade e a solubilidade do farmaco e da alta
compatibilidade com a membrana celular biolégica e seu potencial para contengéo e
prevencao da formagéo de biofiilmes (MAKHLOUF; ALI; AL-SAYAH, 2023).

A escolha da ciprofloxacina, um antibiético de amplo espectro, aplicados tanto
em bactérias gram-positivas quanto em negativas, oferece uma opcéao terapéutica
valiosa para farmaco alvo da encapsulacédo (IBNE SHOUKANI et al., 2024).

Além de sua importancia clinica, essa pesquisa também contribui para o
avanco do conhecimento cientifico, o estudo das propriedades fisico-quimicas dos
lipossomas, juntamente com a avaliacdo de sua eficacia antimicrobiana e antibiofilme,
oferece insights valiosos para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

no campo da medicina regenerativa e da terapia antimicrobiana.
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5 METODOLOGIAS

Como uma abordagem multicéntrica os ensaios foram realizados em Campis e
universidades diferentes englobando ambos os Campos da Universidade Federal de
Itajubd (UNIFEI) — Itajuba MG e Itabira MG, e uma parceria com o Laboratorio de
Bioengenharia da Universidades Estadual do Colorado (CSU) — Fort Collins CO USA.

O local de realizacdo do ensaio esta sinalizado por bandeiras, para o0s

experimentos realizados nos campis da UNIFEI e = para os realizados na CSU.

5.1 PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados na Universidade Federal de Itajuba, campus
Itabira no Laboratdrio de Bioengenharia, o volume total de lipossomas preparados foi
de 15 mL, seguindo o método de evaporacéao de fase reversa. Utilizou-se de aliquotas
cloroférmicas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) diestearoilfosfatidilcolina (DSPC)
e distearoilfosfatidiletanolamina-(polietilenoglicol) (DSPE-PEG-2000) com
propor¢cdes molares de 75:20:5 respectivamente, em uma concentracgao lipidica total
de 60 mm para o preparo de dois lipossomas diferentes (5mL cada), um encapsulado

com ciprofloxacina e um outro branco.

Para calculo das quantidades de fosfolipidios a serem adicionados para
preparo das solucdes destes em cloroférmio, foram consideradas as massas molares
de cada um sendo elas 734,04g/mol para DPPC, 790,15g/mol para DSPC e 875g/mol
para 0 DSPE-PEG2000. Considerando a contribuicdo de cada fosfolipidios para
preparo de 15mL (volume total necessario para preparo dos trés lipossomas) temos

que:

° 75% de DDPC correspondendo a 0,24774g para 11,25mL de cloroférmio;

° 20% de DSPC correspondendo a 0,04709¢g para 3mL de cloroférmio;

) 5% de DSPE-PEG:2000 correspondendo a 0,00654g para 0,75mL de cloroformo.

Essas soluctes foram transferidas para trés balées volumétrico em aliquotas,
por baldo, de 3,75mL de DPPC, 1mL de DSPC e 0,25mL de DSPE-PEG2000, € entao
cada um dos baldes foi submetido a remoc¢ao do solvente sob vacuo até que um filme

lipidico nas paredes do frasco fosse formado. Em todos os frascos foi adicionado uma
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aliquota de 15 mL de éter dietilico foi adicionada a solucéo lipidica (razdo de fase
aguosa/fase organica de 1/3). Foram adicionados 5mL da solucédo de 250 ug/mL de
ciprofloxacina a um balédo volumétrico, para a encapsulacéo do farmaco no lipossoma
e um segundo baléo foi utilizado sem adicdo de nenhuma solucéo para preparo do
lipossoma branco. Os filmes foram ent&o dissolvidos e agitados vigorosamente, as
misturas obtidas foram submetidas a um aparelho de voértex por 3 minutos,
produzindo uma emulsao do tipo A/O (agua em 6leo). As emulsdes foram submetidas
a evaporacao sob vacuo para remocao do solvente organico, permitindo a formacgéo
de vesiculas lipidicas. Para garantia de tamanho minimo de particula, todos os
lipossomas foram submetidos a dialise em agua ultrapura por 24h sob agitacao

magnética, utilizando membrana de celulose para dialises com aberturas de 33mm.

Para estudos com microscopia de fluorescéncia foi preparado também 1mL de
lipossoma encapsulado ndo s6 com o farmaco, mas com um corante Fluoresceina
(FITC) (m-IgGk BP-FITC: sc-516140), a unica diferenca no preparo deste lipossoma
foi a adicdo junto ao farmaco do corante numa proporcédo de 50:1 de fosfolipidios
para FITC.

A nomenclatura utilizada para os lipossomas foi TSL, por se tratar de

lipossomas termo sensiveis, C e B para ciprofloxacina e branco.

Para os ensaios realizados na Universidade estadual do Colorado foram
utilizados somente o lipossoma TSLC e encapsulado com FITC, previamente
preparado no laboratério de bioengenharia da Universidade Federal de Itajuba,

campus Itabira.

4.2 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

4.2.1 Taxa de encapsulagcao

Para calculo da taxa de encapsulamento dos farmacos foi utilizado o
equipamento de cromatografia liquida (HPLC). Foi preparada uma curva de calibracao
com concentrac¢des conhecidas dos farmacos de 10, 20, 40, 60, 80, 100 pg/mL a partir
da diluicdo de uma solucdo mae de 250 pg/mL, os parametros utilizados na leitura

foram, fase mével, fase estacionaria, coluna c18 e comprimento de onda de 230 nm,
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fase mével KH2PO4, pH=3,2 e concentracdo de 0,05 mol/L e metanol 99,8% numa
proporcao de 82:18, num fluxo de 10 mL/min.

Uma aliquota de 0,1 mL do lipossoma foi adicionada a um Vail com 0,2 mL de
etanol e entdo levado para leitura e aplicado a curva para determinar a concentragao
do lipossoma.

4.2.2 Tamanho médio de particula DLS e potencial Zeta =

Para a andlise do tamanho de particulas foi utilizado um espectrémetro de
correlagdo de fotons ou Dynamic Light Scattering (DLS). Trés diluicdes foram
preparadas do lipossoma, puro, 50% e 25% da concentracao inicial. Os lipossomas
foram introduzidos na célula de medicdo do equipamento. A luz laser € entédo
direcionada para a amostra e a disperséo da luz pelas particulas € medida ao longo
do tempo.

4.2.3 Biocompatibilidade =

4.2.3.1 Crescimento Celular

Células-tronco derivadas de tecido adiposo humano (ADSC) foram isoladas
pela Professora Kimberly Cox-York, do Departamento de Ciéncia de Alimentos e
NutricAo Humana da Colorado State University a partir de biopsias de tecido adiposo
subcutaneo abdominal e femoral. As células foram cultivadas a 37°C em uma
atmosfera de 5% de CO2, em frascos de poliestireno para cultura de tecidos com area
de superficie de 175 cm?, usando meio de crescimento (MEM Modificagdo Alpha,
HyCloneTM) com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina
adicionados. Todas as ADSC utilizadas neste estudo estavam abaixo da quinta
passagem. Antes da semeadura das células, as amostras foram lavadas 3 vezes com
PBS e expostas a radiacao ultravioleta por 30 minutos. As células foram semeadas
nas amostras a uma concentracao de 10.000 células por po¢o em placas de 48 pocos,
e foram cultivadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. Todas as amostras foram

utilizadas pelo menos em triplicata (n = 3).
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4.2.3.2 Citotoxicidade

Para analise da citotoxicidade foi utilizado o Kit de Ensaio de Citotoxicidade
Thermo Scientific™ Pierce™ LDH, que envolve a quantificacao da liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH), por absorbancia, uma enzima citosdlica liberada quando h&a

danos na membrana celular.

Foram preparadas trés diluicbes do TSLC e da ciprofloxacina, farmaco puro
como controle, no meio contendo as células, o volume final preparado de cada
concentracéo foi de 2000 pL sendo respectivamente 1800 puL de meio para 200 pl de
lipossoma encapsulado puro, 1900 pL de meio para 100 pL e por fim 1950 uL de meio
para 50 pL do lipossoma ou farmaco. Elas foram nomeadas da mais concentrada
como L1/C1 para mais diluida L3/C3.

Para tanto, foi adicionado 300 pL em uma placa de 48 pocos quintuplicatas de
cada diluicao de lipossoma (coluna 1, 2 e 3) e de farmaco puro (coluna 6, 7 e 9) em
colunas separadas e nas duas colunas centrais da placa foram adicionados 300 pL
de meio com células puro para controle negativo e positivo. A Figura 17 ilustra como
ficaram organizados os grupos. A placa foi levada para incubacédo por 24h em
temperatura constante igual a 37°C.
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Figura 17 - Placa de 48 pocos para a realizag&o dos testes de citotoxicidade e Alamar Blue.
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Fonte: Autor

Para controle positivo as células foram simplesmente adicionadas ao meio nos
pocos sem nenhum reagente e para controle negativo foi adicionado ao meio Triton,

gue € um surfactante e promove a abertura das membranas celulares.

Apos a incubacéao retirou-se 50 uL de cada poco e transferiu-se para uma placa
de 96 pocos adicionando a eles 50 uL de uma mistura de substratos (Lactato + NAD+
+ Sal de Tetrazélio + Diaforese) e incubou-se por 30 min. Ao final da incubacéo
adicionou-se 50 pL de uma solucao stop e a placa foi encaminhada para leitura de

absorbéancia na faixa de 490 a 680 nm.

4.2.3.3 Alamar blue: Respiracao Celular

A mesma placa do teste de citotoxicidade foi utilizada para realizacdo dos
testes com o Alamar Blue. Apdés retirar as amostras para leitura do LDH no leitor de
placas, aspirou-se todo o meio de cultura celular restante da placa e adicionou-se 300
pL de uma solucdo de meio de cultura celular e alamar blue numa proporgéao de 90%
de meio para 10% de alamar blue, em todos 0s poc¢os, exceto a coluna 5 do controle
negativo, juntamente a mais cinco poc¢os da fileira F para controle branco, como

ilustrado na Figura 18.
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Figura 18 — Placa montagem teste de Alamar Blue.

Fonte: Autor.

A placa foi levada para incubacgdo por 7h e depois retirou-se as aliquotas de
200 pL de cada poco e transferiu-as para uma nova placa de 96 pocos, que foi levada

ao leitor de placas para leitura da absorbancia no comprimento de onda de 600 nm.

Aspirou-se o restante do meio na placa de 48 e adicionou-se 300 pL de um
novo meio com as mesmas diluicdes anteriores e um controle positivo e levou-a para
incubacdo novamente. O teste alamar blue foi realizado para dia 1 (24h de incubacao)
e repetido no dia 4 (96h de incubacéo), diferenciando o tempo de incubacao entre eles

e a troca de meio.

4.2.3.4 Fusogenicidade

Utilizando a mesma metodologia anterior foram preparadas novas diluicdes
com o lipossoma encapsulado com o FITC no meio contendo células, para serem
adicionados em duas placas de 48 pocos, dia 1 e dia 4 contendo em cada poco a ser
usado um disco de poliestireno pregado aos pocos e esterilizados previamente com
alcool etilico. Foram adicionados 300 pL de cada lipossoma em triplicata nas 3
primeiras colunas da placa e na quarta foi adicionado meio puro com células para
controle também em triplicata, como ilustrado na Figura 19, as placas foram levadas

para uma incubadora por 24 h, dia 1, outra por 96h dias, dia 4.



45

Figura 19 — Placa para teste de fusogenicidade.
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Fonte: Autor.

Apos o tempo de incubacao, lavou-se a placa com PBS trés vezes por 5
minutos cada e adicionou-se fixativo, 3,7% formaldeido, por 15min, lavou-se
novamente as amostras trés vezes com PBS por 5 min cada. Adicionou-se 300 pL de
uma solucéo de 10% de Rodamina (Rhodamine Phalloidin — Cytoskeleton) preparada

previamente em meio e incubada em temperatura ambiente por 25 min.

Em cada poco, apés periodo de incubacdo, foi adicionado 31,5 uL de DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole - Life Technologies) e incubou-se por mais 5 min.
Aspirou-se a solucéo e lavou-se as amostras 3 vezes com PBS, adicionou-se 300 pL
de PBS em cada poco para reservar as placas em ambiente refrigerado até que

fossem submetidas a microscopia de fluorescéncia.

Todo o experimento foi realizado em um ambiente protegido da luz e as
placas foram envoltas em papel aluminio para serem guardadas e levadas para

leitura.

4.3 CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA E BACTERICIDA (CMI E CMB)

4.3.1 CMI e CMB por indicador Resazurina &2

Na andlise biologica para determinacdo da concentracdo minima inibitoria, foi

utilizada a metodologia proposta por André e colaboradores (2020), as cepas de
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bactérias utilizadas foram de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
aureus MRSA - HU25 (cepa clinica resistente a meticilina isolada no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus epidermidis. Todas as bactérias foram semeadas da mesma maneira,
em uma placa de Tryptic Soy Agar - TSA e incubadas por 24 h a 37 °C, ap6s tempo
de incubacao adicionou-se cerca de 3 a 5 colonias em aproximadamente 5 mL de
solucdo salina (cloreto de sodio 0,9 % estéril) e mediu-se a turbidez, foram
adicionados mais salina ou coldnias, de acordo com a necessidade, até o valor de

turbidez de 0,5 na escala de McFarland fosse obtido.

Foram adicionados 180 pL de meio BHI nos pocos das colinas 1, 2,3,5,6, 7 e
12 na fileira A de uma placa estéril de 96 pocos e 100 pL de BHI nos demais pocos
dessas colunas, em toda coluna 9 foi adicionado 100 pL do meio e para coluna 11 os
quatro primeiros pocos (A, B, C e D) 100 uL de BHI e nos quatro ultimos (E, F, G e H)
foram aplicados 90 pL de BHI e 10 pL de dimetilsulféxido (DMSO), Figura 20.

Figura 20 - Sequéncia de preparacéo da placa de CMI.
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Fonte: Autor
Em seguida para as primeiras placas foram adicionados 20 pL do lipossoma TSLC
nos pocos 1A, 2A e 3A e 20 puL TSLB nos pogos 5A, 6A e 7A. Sequencialmente realizou-
se diluicdo seriada transferindo 100 pL dos pocos 1, 2, 3, 5, 6 e 7 da linha A para os da
linha B repetindo o procedimento sucessivamente até a linha H, descartando os ultimos
100 pL.

No pocgo 12A, foram colocados 20 pL do controle, uma solugéo contendo o
farmaco que foi usado no encapsulamento, essa solugéo foi preparada previamente

partindo de uma solucédo estoque, onde tem-se 1 mg do farmaco em 1.000 pL de
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DMSO. Realizou-se novamente uma diluigéo seriada transferindo 100 pL do pogo 12A
para o poco 12B e assim sucessivamente até o 12H, descartando-se os ultimos 100
uL (Figura 21). A concentracdo da substancia controle variou de 8 pg/mL a 0,0625
pg/mL.

Com excecao da coluna 9 foram aplicados 100 pL do inéculo da bactéria nas
demais colunas preenchidas previamente e a placa foi levada para incubacdo na
estufa, a 37 °C, por 24 h.

Figura 21 - Sequéncia do procedimento de diluicdo e adicao de bactéria.
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Fonte: Autor

Foram coletadas amostras para preparacdo de concentracdo minima
bactericida, que sera descrito no tépico subsequente, foram aplicados 10 pL de
Resazurina diluida com concentracdo de 0,1 mg/mL para cada poco e levou-se a
estufa novamente, por 1 h, apds este periodo foram anotados 0s pocos que
apresentaram crescimento bacteriano (coloracéo rosa) e 0s que ndo apresentaram
crescimento bacteriano (coloragéo azul), para assim determinar qual o menor valor de
concentracdo necessario para inibicdo do crescimento. Todos os testes foram
realizados em triplicatas, sendo uma duplicata no mesmo dia e uma réplica em outro
para maior confiabilidade de resultados.

O teste de concentragdo minima bactericida, foi feito utilizando uma placa
contendo agar TSA, a solucdo foi previamente preparada e autoclavada e entédo
vertida nas placas que foram utilizadas na realizagdo dos testes de concentragéo
minima bactericida, dividiu-se cada placa em novas particdes simétricas nomeando
cada particAo com a concentragcao correspondente aos oito po¢os da coluna 1 da
placa de 96 pocos utilizada no teste de concentracdo minima inibitéria e um para o

poco 12A com o controle. Foram aplicados 10 pL no campo referente a diluicéo
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anotada (de acordo com aquelas analisadas na CMI) e a placa foi levada a estufa, a
37 °C, por 24 h. Apos esse intervalo, observou-se se houve ou ndo crescimento
bacteriano e qual a concentracdo correspondente. Na Figura 22 encontra-se uma
ilustracdo de como foi montada a placa, além da coluna um também foi preparada
uma outra placa para a coluna 5 da mesma placa de CMI, e assim como nos testes

de concentracdo minima inibitoria foram realizadas triplicatas para CMB.

Figura 22 - Montagem placa para realizacdo CMB

Fonte: Autor
4.3.2 CMI e CMB por absorbancia =

Esta metodologia foi realizada no laboratério de bioengenharia localizado na
Universidade Estadual do Colorado (CSU), Fort Collin CO — EUA, por questbes de
disponibilidade as cepas bacterianas utilizadas ndo sdo as mesmas e por logistica de
transporte foi realizado testes somente no lipossoma contendo a ciprofloxacina e o

medicamento puro.

Foi preparada uma 400 mL de uma solucdo de TSA Agar, na proporcéo de 30
mg por litro, para ser utilizada como meio, a solu¢édo foi autoclavada e reservada por
24h para as analises. Cerca de 10 mL dessa solugéo foi adicionada em um tubo
Falcon, as bactérias utilizadas neste estudo foram Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas Aeruginosa, cepas destas bactérias foram ao tubo e
incubadas por 24h, exceto pela Pseudomonas Aeruginosa que necessitou de um
periodo de 48h.

Para determinagdo da concentragéo de bactéria apds incubacao foi adicionado,

em uma placa de 96 pocos, 200 pL da solucéo no pogo 1A e realizou-se uma diluicdo
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Nos pogos consecutivos da coluna 1 nas proporcdes de 1:3,1:1 e 2:1 de meio para
bactéria respectivamente, a placa foi levada a um leitor de absorbancia com
comprimento de onda em 600 nm. O valor de diluicdo desejado para se obter uma
concentracéo de bactérias de 10°é préximo ao valor referéncia de 0,52 em leitura de
absorbancia. Ao encontrar a diluicdo correspondente a essa absorbancia foi entao
preparado a quantidade necessaria de solucdo de bactérias para o experimento. Este
procedimento foi realizado em triplicata e utilizado para encontrar a concentracéo de

todas as trés bactérias.

Em uma placa de 96 pocos foi adicionado na fileira A (exceto coluna 7,8 e 9)
180 pL de meio TSA Agar e 100 pL em todas as colunas com excecdo da 7,8 € 9, as
quais em todos os pocos foram adicionados 100 yuL de PBS. Nos pocos 1, 2 e 3A
foram adicionados 20 pL lipossoma TSLC 2 e nos 4, 5 e 6A foram adicionados 20 puL
de uma solucdo de 8 pg/mL de ciprofloxacina, consecutivamente foi realizada a
diluicdo seriada transferindo 100 pL do poco 1A para o poco 1B e assim
sucessivamente até o 1H, repetindo a diluicdo para as colunas 2 a 6. A Figura 23

ilustra esta montagem da placa para determinacéo da concentracao minima inibitéria.

Figura 23 - Montagem placa para andlise de CMI e CMB por leitura absorbancia
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Fonte: Autor

Em todos os pocos foram adicionados 100 pL de bactéria, concentracéo final
de 108, a placa foi levada para incubacéo na estufa, a 37 °C. Para cada bactéria foram
montadas duas placas contendo dois tempos diferentes de incubacao, apos a adi¢éo

da bactéria na placa, de 6 e 24 horas. Apés estes periodos foram feitas as leituras no
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leitor de placas com mesmo comprimento de onda de 600nm para determinar assim
a concentracdo minima inibitoria.
Nestes testes também é possivel a visualizacdo da atividade bactericida e

determina-la nas mesmas leituras.

4.4 POTENCIAL ATIVIDADE ANTIBIOFILME

4.4.1 Biofilme por contagem de unidades formadoras de coldnias

Para anadlise de biofilme foi adicionado em uma placa de 24 pocos, discos de
poliestireno, 50 pL de bactéria, testes realizados para a Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Staphylococcus aureus MRSA - HU25 (cepa clinica resistente a meticilina
isolada no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho), Escherichia coli (ATCC
25922) e Staphylococcus epidermidis, 0 método de preparo foi 0 mesmo utilizado na
primeira metodologia de MIC, mais 950 pL de meio (BHI) subtraindo desta quantidade
o valor do MIC encontrado para o lipossoma para adiciona-lo ao poco, no caso do
lipossoma branco foi utilizado o valor de concentracdo da coluna A do TSLC1,
completando assim 1000 pL. Para cada lipossoma e bactéria foram preparados 8
pocos, 2 deles destinados a microscopia eletronica de transmissdo MET e 6 para
preparo da placa para analise do biofilme. Também foram preparados para cada
bactéria 8 pocos contendo os 950 puL BHI sem lipossomas como o controle. As placas

foram levadas para incubacédo numa estufa a 37 °C por 24h.

Cada disco foi transferido para tubos Falcon contendo 3mL de solug&o salina
estéril (0,9% de NacCl), os tubos foram lavados ao vortex por 30s cada e depois ao

banho de ultrassom por 15 min.

Em uma placa de 96 pocos foi acionado a linha A 20 uL da solugéo dos seis
diferentes tubos Falcon para 180 uL de BHI, completando a linhade 1 a 6 A para cada
teste. Nos demais pocos dessas colunas foi adicionado 100 uL de BHI para realizac&o
da diluicdo seriada transferindo 100 pL de um poco para o seguinte da mesma fileira,
sucessivamente até a linha H, descartando os ultimos 100 pyL. Em uma placa de Petri,
preparada com TSA Agar, foi feito quatro divisérias verticais (Figura 24), e em cada
particdo foi colocada uma gota de 10 uL da diluicdo da linha B, D, F, H da placa de 96
pocos (que corresponde a concentracGes de 102, 10%, 10 e 10®) e escorridas na

vertical, no total para cada teste foram feitas 6 placas de Petri para as 6 colunas de
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diluicdo preparadas na placa de 96 pocos. Elas foram levadas a estufa para incubacgéo
por 24h a 37 °C e por fim retiradas para contagem de coldnias. Todos os lipossomas

passaram pelo mesmo procedimento para todas as bactérias.

Figura 24 - Montagem da placa para ensaio de contagem de unidades formadoras de colénias.

Fonte: Autor

4.4.1.1 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As duas lamelas de vidro reservadas do teste anterior foram lavadas e fixadas
por 1h em glutaraldeido a 2%, posteriormente para remocéo completa da agua foram
desidratadas em etanol com lavagens a 10%, 25%, 50%, 75%, 90% e 99,5%,
respectivamente, com intervalos de 20 min em cada concentragcdo, com excecao da
99,5% que deve ficar submerso por 1 hora. As amostras durante 24h em incubadora
bacteriol6gica a 37 °C e metalizadas, possibilitando que as topografias superficiais

dos biofilmes possam ser vistas e fotografadas utilizando o MEV.
4.4.2 Crescimento de biofilme em poliestireno e vidro =,

Foram adicionados em placas de 24 pocos discos de poliestireno e vidro, total
de 6 placas 2 para cada bactéria, 100 yuL de bactérias, testes realizados para cepas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia Coli (ATCC 25922). e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), todas foram semeadas em um tubo Falcon
de 50mL em meio TSA (Tryptic Soy Agar), previamente preparado e autoclavado, e

levadas para incubacéo por 24h a 37 °C, a concentracdo utilizada foi de 10°.

Com os valores de CMI obtidos para estas cepas bacterianas, foram
preparadas solucdes de lipossoma TSLC e ciprofloxacina no meio TSA para serem

adicionadas nas placas, os ensaios foram realizados em quintuplicatas e as placas
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foram organizadas como mostrado na Figura 25, totalizando 30 amostras em cada

placa.

Figura 25 — Placa teste atividade antibiofilme.
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Fonte: Autor
Foi adicionado 200 pL das solucdes de lipossoma ou ciprofloxacina em cada
poco e 200 uL de meio puro na coluna correspondente ao branco, levando as placas
para incubar em dois tempos diferentes para cada bactéria, uma placa por 6h e outra
por 24h, a 37°C.

Duas amostras de cada coluna foram transferidas para uma nova placa para
ser submetida ao protocolo de preparacao para MEV e as demais foram preparadas

para a microscopia de fluorescéncia.

442.1.1 Microscopia eletrénica varredura

Fixou-se as amostras com 300 pL formaldeido por 45min, aspirou-se a
solugéo e adicionou-se 300 pL de tampé&o por 10 min, retirando novamente a solugéo
e adicionando 300 pL alcool etilico em concentracdes diferentes, 35%, 50%, 70% e
100%, de 10 em 10 minutos, sempre aspirando o anterior e adicionando 300 pL do
novo, até a retirada do ultimo. a placa foi deixada para secar e guardada até ser levada

para realizacdo da microscopia eletrdonica de varredura.

4.4.2.1.2 Microscopia de fluorescéncia
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Com os pocos vazios adicionou 300 pL de uma solucéo de 0,3% de corantes
preparados em PBS, 0,15% de cada, e incubou-se por 15 min a 37°C. Aspirou-se e
lavou-se as amostras trés vezes para entéo adicionar 300 pL fixativo, formaldeido, por
15 minutos. Lavou-se novamente as amostras trés vezes e adicionou 300 pL de PBS
em cada poco, cobrindo a amostra com papel aluminio e reservando em ambiente
refrigerado até que as amostras fossem levadas ao microscopio de fluorescéncia para

leitura.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2 CARACTERIZAGCAO DOS LIPOSSOMAS

5.2.1 Taxa de encapsulacao

Apbs leitura das solugbes de diferentes concentragdes de ciprofloxacina foi
possivel construir o Grafico 1, expressando as areas das curvas pela concentracao

de leitura.
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Gréfico 1 — Correlacao linear das leituras de diferentes concentragdes no HPLC.
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Fonte: Gerado pelo autor (Software SciDavis).

Apés tracar uma correlacao linear entre os pontos, o coeficiente de correlacao
linear (R?) foi de 0,9995, muito pr6ximo de 1, o que confirma uma forte correlacéo
entre as leituras. Utilizando a equacéo da reta e os valores obtidos no grafico para as
constantes, coeficiente linear e angular, A e B, foi possivel calcular a concentracao da
amostra de lipossoma com base no valor da area obtido pela leitura, que foi igual a
169027,5. Para a ciprofloxacina os valores encontrados de coeficientes foram
A=6589,53 e B=10589,66, com coeficiente de correlacéo linear (R?) igual a 0,995. O
valor de area obtido através da leitura foi de 1690,27. Aplicando a férmula temos entéo

que:
169027,5 = Concentracéo de Ciprofloxacina x 6589,53 + 10589,66
Concentragao de Ciprofloxacina = 24,04 pg/mL

Como foi feita uma diluicdo de 0,1 mL para 0,2 mL de isopropanol faz-se

necessario o calculo a seguir para a real concentracao utilizando a féormula de diluic&o:

0,1 mL x concentragéo real = 0,3 mL x 24,04 pg/mL
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Concentracgao real = 72,16 pg/mL

Portanto temos que a concentracao de ciprofloxacina encapsulada é de 72,16
pug/mL, e o quociente da divisdo entre a concentracdo encapsulada e a inicial (250
pg/mL) resulta em uma taxa de encapsulacao de 28,8%. O valor encontrado € menor
do que o relatado por outros métodos na literatura, que podem ser encontrados
valores entre 45 e 99% de encapsulamento (HAMBLIN et al., 2014; LIU et al., 2015).
Isso mostra que apesar da confirmacédo do encapsulamento na metodologia utilizada
para o presente trabalho, adaptacdes podem ser feitas futuramente para melhorar a

eficiéncia do encapsulamento.

Utilizando dados como média e desvio padrao foi possivel calcular o Limite
de Deteccéo (Ld) do método que € de aproximadamente 21,13 ug/mL e o Limite de
Quantificacdo (Lg) que é de aproximadamente 70,42 pg/mL. Esses valores indicam
que é possivel detectar concentragbes acima de 21,13 pg/mL e quantificar
concentracbes acima de 70,42 pg/mL com confianca usando essa curva de
calibracdo. Portanto, o valor calculado de 24,05 pg/mL esta acima do Limite de
Deteccédo (Ld) o que significa que a concentracdo da amostra pode ser detectada com
confianca pelo método analitico utilizado.

5.2.2 Tamanho De Particula DLS

O Grafico 2, mostra os picos de tamanho de particulas obtidos através da leitura
do lipossoma TSLC no equipamento de DLS, os lipossomas mostraram uma
distribuicdo de tamanho de particulas em dois picos distintos. Um primeiro pico, que
corresponde a 52,3% da intensidade da luz espalhada, esta localizado em 340,0 nm,
indicando que a maioria dos lipossomas possuem esse tamanho. O segundo pico, com
47,7% da intensidade, ocorre em 270,7 nm, evidenciando a presenca de uma

subpopulacao de lipossomas menores.
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Gréfico 2 — Distribuigdo tamanho de particulas TSLC.
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Esses resultados podem ser atribuidos a variabilidade intrinseca no processo
de formacdo dos lipossomas, frequentemente observada em métodos como a
evaporacdo de fase reversa. Fatores como a concentracdo de lipidios, a taxa de
evaporacao e a técnica de agitacdo desempenham um papel crucial na uniformidade
do tamanho das vesiculas (WANG et al., 2019b). O tamanho médio das particulas, de
315,7 nm, esta dentro da faixa considerada ideal para varias aplicacdes de liberacéo
de farmacos e € consistente com as expectativas para a técnica de evaporacao de fase

reversa, que tipicamente gera vesiculas unilamelares grandes (LUV) com tamanhos
médios entre 100 e 500 nm (AL-JIPOURI et al., 2023).

5.2.3 Biocompatibilidade

A escolha de células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSCs) se da devido
ao destaque que elas vém ganhando no cenario de tratamento de feridas por suas
propriedades regenerativas e imunomoduladoras. Elas sdo uma fonte abundante de
células-tronco mesenquimais, capazes de se diferenciar em diversos tipos celulares
essenciais para a regeneracao tecidual (KIM; HYUN; KIM, 2019) Além disso, as
ADSCs secretam fatores que promovem a angiogénese e melhoram a cicatrizagdo ao

aumentar a formacdo de novos vasos sanguineos (ALMALKI, 2022). Essas células
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também desempenham um papel importante na modulacao da inflamacé&o, reduzindo
0 excesso de resposta inflamatéria em feridas cronicas e criando um ambiente mais
favoravel para a cura (ZHU; QUAN, 2022). Em resumo, as ADSCs oferecem uma
abordagem promissora para melhorar a cicatrizacdo de feridas, especialmente em
casos de feridas crénicas ou complicadas por infec¢des bacterianas, como Ulceras
diabéticas e queimaduras, o que a faz uma escolha ideal para estudos de bio

compatibilidades com o lipossoma desenvolvido.

O ensaio de lactato desidrogenase (LDH) quantifica com precisdo a
citotoxicidade de substancias quimicas por meio da medi¢cdo de LDH liberada de
células danificadas. Danos a membrana plasmatica liberam LDH no meio de cultura
celular e ele pode ser quantificado por uma reacéo enzimatica acoplada na qual a LDH
catalisa a converséo de lactato em piruvato através da reducéo de NAD + para NADH.
A Diaphorase entdo usa NADH para reduzir um sal de Tetrazdlio (INT) a um produto
de Formazan vermelho que pode ser medido a 490 nm. O nivel de formacdo de
Formazan é diretamente proporcional a quantidade de LDH liberada no meio, o que é

indicativo de citotoxicidade.

Os valores de concentracdo de farmaco nos lipossomas utilizados foram de
72,1 pg/mL, 36,1 pg/mL, e 18,0 ug/mL. Para ciprofloxacina foram utilizadas as
concentracfes partindo de 8 pg/mL, 4 pg/mL até 2 ug/mL. O grau de citotoxicidade,
em %, para cada concentracéo estdo expressos no Grafico 2.
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Gréafico 3 - Grau de citotoxicidade em %.

CITOTOXICIDADE

CIPROFLOXACINA 2.00 pg/mL
CIPROFLOXACINA 4.00 pg/mL

CIPROFLOXACINA 8.00 pg/mL

CELULAS
LIPOSSOMA 16.04 pg/mL

i
|
TRINTON | —
I
I
LIPOSSOMA 36.08 pg/mL [l

I

LIPOSSOMA 72,16 pg/MI

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fonte: Autor

Como é possivel observar, os valores obtidos ficaram significativamente abaixo
do controle negativo, 0 que comprova a auséncia de citotoxicidade do TSLC. Esse
resultado € um indicativo importante da seguranca do uso do lipossoma em aplicacdes
biolégicas, reforcando seu potencial como um veiculo eficaz para a administracéo de

farmacos sem causar danos as células saudaveis.

Um ensaio complementar a citotoxicidade € a andlise da respiracdo celular
através do teste de alarme blue, que consiste na conversao oxidativa da Resazurina
em Resorufina pelo metabolismo de células viaveis. Quanto maior a quantidade de
regente sofrendo oxidacdo maior a quantidade de células vivas presentes no meio.
Partindo de um controle positivo, com apenas o0 meio e as células, como sendo a
guantidade maxima de células viaveis (100%) e um controle branco (0%) de meio e
células é possivel verificar, observando os Graficos 3 e 4, que o lipossoma se mostrou
biocompativel e apresentou valores melhores do que o farmaco puro, levando em
consideracdo que as concentracdes de farmaco estdo cerca de 8 vezes maiores no
lipossoma do que quando adicionado o farmaco puro. Esse dado corrobora os relatos
da literatura sobre o aumento da biocompatibilidade de farmacos com a utilizacéo de
lipossomas (DYMEK; SIKORA, 2022)
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Gréfico 4 — Quantidade de células viaveis no meio em % de Alamar blue reduzido — dia 1.

ALAMAR BLUE DIA 1

BRANCO

CONTROLE

CIPROFLOXACINA 2.00 pg/mL
CIPROFLOXACINA 4.00 pg/mL
CIPROFLOXACINA 8.00pg/mL
LIPOSSOMA 16.04 pg/mL

LIPOSSOMA 36.08 pg/mL

LIPOSSOMA 72,16 pg/mL

%% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Apés um dia de incubacdo a quantidade de células se mostrou semelhante

entre as concentracdes do lipossoma diferente do observado para o farmaco puro.

Gréfico 5 - Quantidade de células viaveis no meio em % de Alamar blue reduzido — dia 4.
ALAMAR BLUE DIA 4

BRANCO

CONTROLE

CIPROFLOXACINA 2.00 pg/mL
CIPROFLOXACINA 4.00 pg/mL
CIPROFLOXACINA B.00pg/mL
LIPOSSOMA 16.04 pg/mL

LIPOSSOMA 36.08 pg/mL

LIPOSSOMA 72,16 pg/mlL

0% 20% 40% 60% 20% 100% 120%

J& para o quarto dia de incubacao, destaca-se que houve uma troca do meio
sem nova adicao de células, o lipossoma mesmo possuindo uma concentracdo maior
de farmaco encapsulado demonstrou um comportamento similar ao do dia um,
diferente do farmaco que teve reducdo consideravel de quantidade de células.



60

Comprovando novamente que o lipossoma €é biocompativel, n&o influencia
significativamente no desenvolvimento celular e possui resultados melhores dos que
0s obtidos para farmaco puro. O resultado obtido para o teste pode ser considerado
altamente satisfatorio e equiparavel com outras formulacdes de lipossomas com o
farmaco ciprofloxacina na literatura (KARPUZ et al., 2023; STANCHEVA et al., 2023).

Como uma forma de entender a interacdo do lipossoma com as células e
verificar sua fusogenicidade, foi realizado a microscopia de fluorescéncia, com
diferentes corantes para identificacdo do nucleo celular, do citoplasma e do lipossoma
em si. As imagens obtidas estdo mostradas na Figura 26, nota-se que quanto menor
a concentracdo de farmaco no lipossoma maior a quantidade de proliferacdo celular,
onde o lipossoma mais diluido evidéncia crescimentos celulares muito parecidos com
a do controle, evidenciando novamente sua alta biocompatibilidade. J& na quarta
coluna com o filtro do comprimento de onda abrangente ao FITC é evidenciado que o
lipossoma permeia e se distribui pelo citoplasma celular, provando sua capacidade

fusogénica.



Figura 26 - Crescimento celular e fusogenicidade — dia 1

Crescimento celular - dia 1

20X 50X - FTC

L 72,16 pug/mL

L 36,08 pg/mL

L 16,04 pg/mL

BRANCO

Fonte: Autor

No controle branco, sem adicao de lipossoma, como esperado, a aplicacdo do
filtro para FITC resulta em uma saturacdo excessiva da imagem. ISso ocorre porque,
na auséncia de substancias que absorvem esse comprimento de onda, ndo ha

compostos detectaveis.

Todos os dados apresentados nesta secdo sao complementares entre si e
indicam de forma similar que a formulacdo desenvolvida neste trabalho pode ser

utilizada em meios biol6gicos com pouco ou nenhum risco de toxicidade.
53 CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA E BACTERICIDA CMI E CMB

5.3.1 Concentragdo minima inibitoria e bactericida por Resazurina

Apoés o preparo das placas, totalizando 24 para assegurar repetibilidade, as

concentracdes finais de farmaco em cada poco da placa, tanto nos lipossomas
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utilizados nos ensaios quanto do farmaco puro, se encontram na Figura 27 a seguir

decaindo pela metade em cada fileira de acordo com a diluicdo seriada realizada.

Figura 27 - Concentracédo de farmaco nos pocos.

TSLC TSLB CONTROLE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A (3,60 pg/mL] 0 pg/mL ()(8.00 ug/mL|
B (1,80 ug/mL| 0 pg/mL
C [0,90 ug/mL][ 0 pg/mL
D (0,45 pg/mL| 0 pg/mL
E [0,22 ug/mL][ 0 pg/mL
F [0,11 pg/mL][ 0 pg/mL
G (0,06 ug/mL| 0 pg/mL
H 0,03 pg/mt| 0 pg/mt

Fonte: Autor

O Indicador Resazurina ou Alamar Blue permite a determinacéo da propriedade
inibitoria através da mudanca de coloracao. Inicialmente azul escuro quando incubado
com microrganismos Vivos, o0 reagente muda de cor de azul para rosa em condicdes
metabdlicas favoraveis, isso porque dentro das células o reagente € reduzido em
Resorufina (AL-NASIRY et al., 2007) Figura 28, caso nao haja alteragéo na coloracao
€ possivel afirmar que ndo ha atividade metabdlica, ou seja, ndo ha microrganismos
vivos. Ao se adicionar Resazurina, € possivel entdo, por este principio, fazer a leitura
das placas e determinar a menor concentracdo do composto que inibe o crescimento

visivel das bactérias (CMI).

Figura 28 - Resazurina reduzida em Resorufina

o-
|

SN REDUCAO
—
HO F 5 8]
RESAZURINA RESORUFINA

Fonte: Gerados por ChemDraw

A Figura 29 exemplifica uma das placas obtidas, onde é possivel visualizar
onde ocorreu a inibicdo, coloracdo se manteve azul, e onde houve o crescimento

bacteriano, Resazurina foi convertida a Resorufina, coloracao rosa.
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Figura 29 - Placa de ensaio de concentracdo minima inibitéria para E. coli
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Fonte: Autor

Nas Tabelas 2, 3, 4 e 5, é possivel visualizar os valores de concentracéo
minima inibitéria (CMI) e bactericida (CMB) obtidos nos ensaios. O lipossoma TSLC
demonstrou-se mais eficiente que a ciprofloxacina pura ao ser comparado para cepas
bacterianas Gram-positivas. Para S. aureus e S. epidermidis, a concentracdo minima
do farmaco encapsulado no lipossoma necessaria para inibicao foi 4,4 vezes menor
do que a necesséria para o farmaco puro. Esse cenario € ainda mais favoravel para a
cepa S. aureus HU-25, onde a menor concentracdo de farmaco no lipossoma
requerida para inibir o crescimento bacteriano foi 10 vezes inferior & necessaria para
a ciprofloxacina pura. Para a cepa Gram-negativa E. coli, o valor de CMI obtido foi
muito préximo ao do farmaco puro, apresentando-se ligeiramente superior. Em
contrapartida, o lipossoma controle TSLB, como esperado, ndo apresentou atividade
antimicrobiana, evidenciada pela redugédo completa da Resazurina, com todos os
pocos assumindo coloragdo rosa, 0 que comprova que o lipossoma por si s6 nao

possui propriedades antimicrobianas.

Tabela 2 - Valores de CMI e CMB de lipossomas (Branco) e lipossoma encapsulado com
ciprofloxacina (TSLC) contra S. aureus HU25.

S. aureus HU25

CMI (pg/mL) CMB (ug/mL)
Branco S/I* S/I*
TSLC 0,22 S/I*

Vancomicina 1,0 S/I*
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Ciprofloxacina 2,0 S/I*

*S/l sem inibicdo do crescimento bacteriano

Tabela 3 - Valores do CMI e CMB de lipossomas (Branco) e lipossoma encapsulado com
ciprofloxacina (TSLC) contra S. aureus.

S. aureus
CMI (ug/mL) CMB (pg/mL)
Branco S/* S/*
TSLC 0,45 S/*
Vancomicina 1,0 S/*
Ciprofloxacina 2,0 S/I*

*S/l sem inibicdo do crescimento bacteriano

Tabela 4 - Valores do CMI e CMB de lipossomas (Branco), lipossoma encapsulado com
ciprofloxacina (TSLC) contra S. epidermidis.

S. epidermidis
CMI (ug/mL) CMB (pg/mL)
Branco S/* S/*
TSLC 0,90 S/I*
Vancomicina 1,0 S/*
Ciprofloxacina 4,0 S/I*

*S/l sem inibicdo do crescimento bacteriano

Tabela 5 - Valores do CMI e CMB de lipossomas (Branco) e lipossoma encapsulado com
ciprofloxacina (TSLC) contra E. coli.

E. coli
CMI (pg/mL) CMB (ug/mL)
Branco S/* S/*
TSLC 0,06 0,06
Ciprofloxacina 0,07 0,07

*S/I sem inibicdo do crescimento bacteriano

Os resultados destacam a eficacia dos lipossomas como sistemas de entrega
de medicamentos para o tratamento de infec¢des bacterianas, enfatizando o potencial

dos biomateriais em melhorar a acédo antibacteriana de um farmaco.
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Como um complemento a concentracdo minima inibitéria a concentracao
minima bactericida CMB, também expressa nas tabelas anteriores, indica a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de matar a populacdo bacteriana.
Apesar de 6timos resultados quanto a atividade inibitoria para o lipossoma TSLC e o
farmaco, eles ndo apresentaram atividade bactericida para as cepas de S.aureus,
S.epidermidis e S.aureus HU-25, como é possivel visualizar na Figura 30, apds maior
tempo de incubac&o houve o crescimento bacteriano em toda placa. Ja para a cepa
Gram-negativa E. coli, ambos apresentaram propriedades bactericidas, exatamente
nos pocos evidenciados a atividade inibitoria, concentragdo proxima a 0,07 pg/mL
para ambos, reafirmando a maior eficiéncia da ciprofloxacina para controle de
bactérias Gram-negativas. Como esperado, assim como CMI, o lipossoma branco

TSLB também ndo apresentou atividade bactericida.

Figura 30 - Placas de ensaios para determinacdo da concentracdo minima bactericida.

Placas de CMB

HU-25 S.aureus E.coli S.epidermides

TSL CIPROFLOXACINA

TSL BRANCO

Fonte: Autor.

5.3.2 Concentragdo minima inibitoria pela leitura de absorbéancia

O método de leitura de absorcéo € util para determinar a eficacia do lipossoma
contra diferentes microrganismos de uma maneira mais quantitativa. Eles fornecem

uma maneira rapida e precisa de avaliar a atividade inibitéria e bactericida.



66

As placas montadas foram incubadas em dois diferentes tempos para uma
analise da atividade do lipossoma e da ciprofloxacina em estagios diferentes do
crescimento bacteriano, sendo considerada para determinacdo da concentracao
minima inibitéria a de 24 horas. Cada triplicata do ensaio foi lida no Plate Reader e
para cada composto foi realizada a média entre as leituras para que se pudesse gerar
os graficos a seguir, cada um deles reune leituras das fileiras de cada poco da placa
de 96 de A a H, as concentracfes de farmaco decaem com a fileira pela metade de
acordo com a diluicao seriada realizada (Figura 31), com excecao do PBS e TSA que
ndo possuem farmaco e servem como um branco e prova de que o meio e a solucdo
nao influenciam no crescimento bacteriano hem possuem capacidades inibitérias ou

bactericidas.

Figura 31 - Concentracdo de farmaco nos pocos das placas de CMI e CMB por absorbéancia

I 23 456 T80 1001112
A[3,60 ug/mL"S,OO ug/mL[ 0 pg/mL " 0 ug/mL ]

|
3[1,80 ug/mL"r.l,OO ug/mL” 0 pug/mL ][ 0 pg/mL ]
c (0,90 pg/mL|(2,00 pg/mL[ 0pg/mL | 0pg/mL |
D[0,45 pg/mL|(1,00 pg/mL|[ 0 pg/mL |[ 0pg/mL |
E [0,22 ug/mL"O,SO ug/mLH 0 pg/mL " 0 pg/mL ]

]

1

|

F [0,11 ug/mL"O,ZS ug/mL [ 0 pg/mL " 0 pg/mL ]
G[0,0G ug/mL"O,lS pg/mL [ 0 pg/mL " 0 pg/mL l
\H[o,oa ug/mL 0,07 pg/mL | 0pg/mL || opg/mL |

Fonte: Autor

A primeira cepa lida foi a de Pseudomonas aeruginosa, no Grafico 6A € possivel
visualizar que, utilizando o referencial de quantidade inicial de bactéria adicionada a
cada placa como parametro, somente a primeira diluicdo de TSLC, pocos da fileira A
da placa, apresentou capacidade inibitoria prevenindo que o crescimento bacteriano
ocorresse. A ciprofloxacina inibiu o crescimento bacteriano, mas demonstrou um
retardamento no aumento da concentracao de bactérias, assim como o lipossoma. Os
meios PBS e TSA néo influenciaram no aumento dos valores de absorbancia

correlativamente ao crescimento bacteriano.

Apbs 24h de incubagéo, gréfico 6B, é possivel visualizar que o lipossoma inibiu

0 crescimento bacteriano até a quarta diluicdo, e demonstrou capacidade bactericida
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em duas dilui¢cbes, fileira B e C, com uma reducéo significativa na concentracao de
bactérias. A ciprofloxacina apresentou a mesma capacidade que o lipossoma, porém
até a segunda diluicao, fileira B. As concentracées no PBS se mantiveram quase que
as mesmas, acreditando-se que as bactérias tenham chegado ao seu limite de
crescimento na solucao dentro do periodo. O meio TSA se mostrou o mais favoravel
para o crescimento bacteriano com os maiores valores de absorbancia medidos e

flutuacdes sutis entre os valores.

Grafico 6 — CMI e CMB Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa
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Fonte: Autor

Para Escherichia coli os resultados, Gréafico 7 se mostraram muito similares aos
obtidos para a cepa de Pseudomonas aeruginosa, a maior diferenca é que tanto
lipossoma como a ciprofloxacina ndo se mostraram tdo eficiente em reduzir a

quantidade de bactérias apds 24 horas para E.coli como na anterior.
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Gréafico 7 — CMI e CMB Escherichia coli

Escherichia coli
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Fonte: Autor

HLIPOSSOMA  ® CIPROFLOXACINA PBS TSA

Como ambas sdo bactérias Gram-negativas € coerente que os resultados

sejam parecidos, e assim como no teste anterior € observado a melhora da atividade

do farmaco, que se encontra em uma menor concentracao que nos lipossomas e ainda

sim eles possuem melhores resultados.

Para a dltima cepa, a Staphylococcus aureus, na placa incubada por 6 horas o

resultado se manteve 0 mesmo que das anteriores para o lipossoma com inibicao

somente na primeira diluicdo, grafico 8A, comparando ele a ciprofloxacina em relacao

a valores de concentracao o lipossoma tem uma vantagem em relacdo ao farmaco ja

gue na primeira diluicdo ele tem cerca de metade da concentracéo da ciprofloxacina.

Apés as 24 horas de incubagdo, grafico 8B, o lipossoma manter uma constancia nas

leituras de absorbancia até a terceira diluicdo, fileira C, e a ciprofloxacina ainda se

mantém na primeira diluicdo, fileira A, como no resultado das 6 horas de incubacéo.
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Grafico 8 -CMI e CMB Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus
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Fonte: Autor

A diferenca entre os valores de CMI obtidos por esse ensaio, Tabelas 6, 7 e 8,
para a o lipossoma e a ciprofloxacina foram bem acentuadas, reafirmando a eficacia
aprimorada do lipossoma em comparacdo ao farmaco puro, mesmo contra cepas

Gram-positivas como Staphylococcus aureus.

A concentracdo minima bactericida ndo foi evidenciada para nenhuma cepa
bacteriana. Os meios para todas as cepas como esperado ndo apresentaram
nenhuma atividade.

Tabela 6 - Valores do CMI e CMB para lipossoma encapsulado com ciprofloxacina (TSLC) e o
farmaco puro contra S. aureus.

S. aureus
CMI (pg/mL) CMB (ug/mL)
Branco S/* SI*
TSLC 0,90 S/*
Ciprofloxacina 8,0 S/*

*S/1 sem inibicdo do crescimento bacteriano

Tabela 7 - Valores do CMI e CMB para lipossoma encapsulado com ciprofloxacina (TSLC) e o
farmaco puro contra P. aeruginosa.

P. aeruginosa

CMI (pg/mL) CMB (ug/mL)
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Branco S/* S/*
TSLC 0,90 S/
Ciprofloxacina 4,0 S/*

*S/1 sem inibicdo do crescimento bacteriano

Tabela 8 - Valores do CMI e CMB para lipossoma encapsulado com ciprofloxacina (TSLC) e o
farmaco puro contra E. coli.

E. coli
CMI (pg/mL) CMB (ug/mL)
Branco S/ S/
TSLC 0,90 S/
Ciprofloxacina 8,0 S/*

*S/1 sem inibicdo do crescimento bacteriano

5.4 POTENCIAL ATIVIDADE ANTIBIOFILME

5.4.1 Biofilme por contagem de unidades formadoras de colénias

O estudo in vitro do biofilme foi conduzido utilizando uma concentracao de
farmaco nos lipossomas equivalente a metade da Concentragcdo Minima Inibit6ria
(CMI), com o propésito de investigar o impacto dos lipossomas na formacédo de
comunidades microbianas. Apds um periodo de incubacéo de 24 horas, a eficicia anti-
biofilme foi avaliada através da contagem de Unidades Formadoras de Col6nia por
mililitro (UFC/mL) utilizando a técnica de diluicdo em placa. As contagens de UFC
foram realizadas em varias diluicdes (102, 10, 10 e 108) para determinar a Ultima
concentracdo viavel para a contagem das coldnias. Apesar de ndo apresentar
atividade bactericida o lipossoma TSLC mostrou (Figura 32) bons resultados
antibiofilme para a S.aureus e S.aureus HU-25 , apresentando formacédo de UFC
somente nas concentracdes mais elevadas de bactérias, para S.epidermidis e E-Coli
os resultados obtidos foram excelentes, ndo havendo nenhuma formagao de UFC em

nenhuma das placas montadas.
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Figura 32 - Placas realizadas para contagem de UFC.

S.aureu

~Brancos

Fonte: Autor

O TSLB foi utilizado como comparativo ja que ele ndo possui atividade
bactericida nem inibidora e como esperado houve a formag¢do de UFC em todas as
placas de testes, algumas exemplificadas na Figura 32, a formacao se mostrou densa

impossibilitando a contagem.

Para melhor visualizar estes dados foram tratados para expressar o nimero de
Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro, Através dos célculos foi gerado o
Gréfico 9, que mostra os valores de UFC/mL para todas as cepas com o branco como

comparativo.
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Grafico 9 - Numero de unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) em biofilmes de
S.aureus, S.aureus HU-25, S.epidermidis e E.coli.
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Fonte: Autor

As unidades formadoras de col6nias sdo uma medida comum de quantificar a
viabilidade bacteriana apdés um tratamento antibacteriano. Quando avaliado a
atividade antibiofilme do TSLC em comparacdo ao TSLB, ele se mostrou eficaz na
reducdo de formacao das UFCs e até preveniu a formacao delas, isso sugere que ele
pode ser capaz de penetrar no biofilme bacteriano e afetar as células bacterianas

dentro dele.
5.4.2 Crescimento de biofilme em poliestireno e vidro

A avaliagdo do potencial anti-biofilme por este método baseia-se em uma
analise integrada das imagens adquiridas por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e microscopia de fluorescéncia. A MEV oferece uma caracterizagdo detalhada
da morfologia, integridade estrutural e densidade das colénias bacterianas, além de
identificar a formacg&o de biofilmes. Paralelamente, a microscopia de fluorescéncia
permite a discriminacdo entre células bacterianas viaveis e nao viaveis, elucidando se
as estruturas visualizadas na MEV correspondem a biofilmes metabolicamente ativos

ou a células bacterianas inviaveis.
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Para a Staphylococcus aureus, as Figuras 33 e 34, elucidam se houve a
formacdo de biofilme em substratos de poliestireno e vidro apés 24 horas de
incubacédo. No substrato de poliestireno, o controle branco exibe uma formacéo densa
de biofilme, com coldnias bacterianas bem estabelecidas em todas as magnificagoes,
o0 que indica uma proliferacdo sem impedimentos. No entanto, a introdugcdo da
ciprofloxacina resulta em uma diminuicdo significativa na densidade do biofilme,
sugerindo que o antibiético foi eficaz em inibir o crescimento bacteriano. O tratamento
com lipossomas também mostrou uma reducdo na formacao de biofilme, embora
colénias bacterianas ainda sejam visiveis, 0 que sugere que 0s lipossomas possuem

atividade antibiofilme, mas potencialmente menos eficaz do que a ciprofloxacina.

Figura 33 - Microscopia eletrdnica de varredura Staphylococcus aureus em poliestireno.

POLIESTIRENO Staphylococcus Aureus —24h
500x 1000x

CIPROFLOXACINA BRANCO

LIPOSSOMA

Observacdes semelhantes podem ser feitas para o substrato de vidro. No
controle branco, ha uma presenca substancial de biofilme, com coldnias bacterianas
bem distribuidas pela superficie. O tratamento com ciprofloxacina novamente
demonstra uma reducéo clara na formacéo do biofilme, com menos colbnias visiveis,

reforgando a eficacia do antibiotico. No entanto, o efeito dos lipossomas no substrato
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de vidro parece ser mais pronunciado do que no poliestireno, com uma dispersao
maior das coldnias e uma aparente reducao na quantidade total de biofilme. Isso pode
sugerir uma interacdo diferencial entre o material do substrato e a eficacia dos

lipossomas.

Figura 34 - Microscopia eletrdnica de varredura Staphylococcus aureus em vidro.

VIDRO Staphylococcus Aureus — 24h

CIPROFLOXACINA BRANCO

LIPOSSOMA

Porém, ao combinar a analise & microscopia de fluorescéncia, é possivel obter
uma perspectiva adicional. Apos as 24h de incubacao, Figura 35, o controle branco,
tanto no poliestireno como no vidro, mostra uma predominancia de células viaveis, o
gue é esperado devido a auséncia de agentes antibacterianos. A ciprofloxacina, por
outro lado, apresenta uma menor densidade de bactéria e maior quantidade de
bactérias mortas do que o controle, confirmando seu efeito bactericida, porém no

poliestireno a densidade de bactérias vivas pode confirmar a formacgéo do biofilme.

Ja para o lipossoma apesar da grande densidade bacteriana como visto no
MEV, ha uma prevaléncia de bactérias mortas, mostrando que apesar da evidéncia
de alta formacdo da colbnia bacteriana, principalmente no MEV do vidro, nao



necessariamente essas colbnias estéo viaveis, sugerindo que, os lipossomas induzem

a morte bacteriana, e possuem capacidade antibiofilme para esta cepa.

Figura 35 - Microscopia de fluorescéncia Staphylococcus aureus.

Staphylococcus Aureus — 24h

BRANCO CIPROFLOXACINA LIPOSSOMA

Para a Pseudomonas aeruginosa em substratos de poliestireno e vidro, com

POLIESTIRENO

VIDRO

avaliacoes feitas ap0s 24 horas de incubacao, nas imagens de microscopia eletronica
de varredura (MEV), Figura 36, observa-se que, no controle branco sobre poliestireno,
h& uma significativa formagé&o de biofilme, com presenca de col6nias bem distribuidas
e organizadas, como indicado pelas imagens em varias magnificacbes. Quando a
ciprofloxacina € aplicada, observa-se uma reducdo visivel na densidade das bactérias,
0 que sugere a eficacia do antibiotico em diminuir a formacgé&o de biofilme. As imagens
mostram menos agregados bacterianos em comparagcdo com o controle, embora
algumas células ainda sejam visiveis. O tratamento com lipossomas também
apresenta uma reducao na densidade bacteriana, mas com agregados dispersos, 0
gue sugere uma atividade antibiofilme, a integridade da parede celular das bactérias
também parece comprometida, o que pode indicar a morte delas.
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Figura 36 - Microscopia eletrdnica de varredura Pseudomonas aeruginosa em poliestireno.

POLIESTIRENO Pseudomonas aeruginosa — 24h

500X 100)(

CIPROFLOXACINA BRANCO

LIPOSSOMA

No substrato de vidro, Figura 37, a formacao de biofilme novamente é notavel
no controle branco, com grandes agregados bacterianos bem definidos. A aplicagcéao
de ciprofloxacina, assim como no poliestireno, reduz significativamente a presenca de
bactérias, resultando em agregados bacterianos menores e menos numerosos. Os
lipossomas, por outro lado, demonstram uma capacidade antibiofilme muito superior
com poucos agregados bacterianos dispersos e novamente a parede celular

bacteriana parece comprometida,
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Figura 37 — Microscopia eletrénica de varredura Pseudomonas aeruginosa em vidro.

VIDRO Pseudomonas aeruginosa — 24h

CIPROFLOXACINA BRANCO

LIPOSSOMA

Quando analisamos as imagens de microscopia de fluorescéncia para a
Pseudomonas aeruginosa, Figura 38, € reforcado que o controle branco, tanto no
poliestireno quanto no vidro, predomina células viaveis com biofilmes bem formados
e imagens muito saturadas devido alta densidade bacteriana. A ciprofloxacina
demonstrou uma reducdo na densidade bacteriana e presenca de bactérias mortas e
inibicdo clara do biofilme em ambos os substratos. O tratamento com o lipossomas
apresentou alta eficiéncia na diminuicdo da quantidade de bactérias e uma mistura de
células viaveis e mortas e prevencao da formacao do biofilme, mostrando eficacia

antibacteriana e anti-biofilme.
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Figura 38 - Microscopia fluorescéncia Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa — 24h

BRANCO CIPROFLOXACINA LIPOSSOMA

v

POLIESTIRENO

VIDRO

Por fim a analise da formacéao de biofilme por Escherichia coli em substratos de
poliestireno e vidro, nas imagens de MEV, Figuras 39 e 40, o controle branco em
ambos 0s substratos revela uma densa formacgao de biofilme, com colénias bem
estabelecidas, especialmente visiveis nas maiores magnificacdes. Quando a
ciprofloxacina € aplicada, resulta em uma reducdo no numero de colbnias, mas
algumas areas ainda apresentam agrupamentos bacterianos, sugerindo que a
ciprofloxacina possui um efeito anti biofilme, embora menos potente que o lipossoma
encapsulado com ela, que revela uma reducéao significativa na densidade bacteriana
em ambas as superficies, com menos colbnias visiveis e uma predominancia de

células isoladas, indicando ser eficaz na inibicdo do biofilme.
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Figura 39 - Microscopia eletrdnica de varredura Escherichia coli em poliestireno.

POLIESTIRENO Escherichia Coli—24h

500x 1000x

CIPROFLOXACINA BRANCO

LIPOSSOMA
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Figura 40 — Microscopia eletrénica de varredura Escherichia coli em vidro.

VIDRO Escherichia Coli —24h

500x 1000x

CIPROFLOXACINA BRANCO

LIPOSSOMA

As imagens de microscopia de fluorescéncia, Figura 41, complementam as
observacgbes, mostrando a viabilidade das células bacterianas. No controle branco,
tanto no poliestireno quanto no vidro, h4 uma predominéncia de células viaveis
(verde), indicando alta atividade bacteriana. Com o tratamento de ciprofloxacina, ha
uma clara predominancia de células mortas (vermelho), para o poliestireno, porém
para o vidro a predominancia € de uma densidade bacteriana viva. Nos lipossomas,
observa-se uma diminuicdo grande na densidade bacteriana e mesmo com o
aglomerado formado no vidro, todo o interior esta marcado pela coloracdo vermelha
uma mistura de células vidveis e mortas, indicando que, os lipossomas causam

mortalidade celular, e seu efeito é aprimorado comparado a ciprofloxacina.
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Figura 41 — Microscopia de fluorescéncia Escherichia coli.

Escherichia Colj - 6h
BRANCO CIPROFLOXACINA LIPOSSOMA

POLIESTIRENO

VIDRO

As cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, sdo patégenos amplamente estudados por possuirem uma alta
capacidade de formar biofilmes e serem resisténcia a diversos antibiéticos e devido a
isso sdo comumente associadas a feridas cronicas. Com esse cenario em mente , 0s
lipossomas encapsulados com ciprofloxacina apresentaram uma solugdo promissora
para o tratamento dessas infec¢des bacterianas graves e contencdo da formacédo do
biofilme, permitindo com que o antibiético seja entregue diretamente as células
bacterianas, e pelas técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a
microscopia de fluorescéncia foi possivel observar que o lipossoma TSLC reduz a

densidade bacteriana e a viabilidade celular provando sua propriedade antibiofilme.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os objetivos propostos neste estudo foram alcangados com éxito. O preparo
dos lipossomas encapsulados com ciprofloxacina foi realizado com sucesso, com taxa
de encapsulacédo de 28,8% do farmaco e tamanho médio de particula de 315,7mm. A
caracterizagdo dos lipossomas confirmou sua biocompatibilidade e auséncia de
citotoxicidade, além de validar sua fusogenicidade. A atividade antimicrobiana dos
lipossomas foi eficaz, inibindo o crescimento de todas as cepas bacterianas testadas,
incluindo a cepa clinica resistente S. aureus HU25, com maior eficiéncia em
comparacao a ciprofloxacina isolada. Adicionalmente, os lipossomas demonstraram
atividade antibiofilme, inibindo a formacé&o de biofilmes por todas as cepas bacterianas
avaliadas. As analises microscopicas indicaram que os lipossomas encapsulados com
ciprofloxacina se destacaram como agentes eficazes na inibicdo de biofilmes,
promovendo a inibicdo do crescimento celular e reduzindo significativamente a

formacao de biofilmes nos substratos analisados.

Dessa forma conclui-se que com os resultados obtidos é possivel destacar os
lipossomas encapsulados como uma alternativa promissora para o tratamento de

infeccbes bacterianas e biofilmes em feridas crénicas.
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