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Resumo

Apesar do vasto sucesso dos antibidticos na medicina moderna, o tratamento de
infegOes bacterianas enfrenta ainda desafios criticos.

Os antibidticos sdo, de facto, medicamentos essenciais. No entanto, apesar de
todas as suas irrefutaveis vantagens, existem também problemas associados a estes
medicamentos, dos quais se podem destacar concentragdes subterapéuticas no local de
infecdo, efeitos secundarios a nivel sistémico e necessidade de administragcdo frequente
com consequente falta de adesdo a terapéutica. Todas estas limitagdes associadas ao uso
indiscriminado e extremamente difundido dos antibidticos tém conduzido a proliferagdo
de bactérias extremamente resistentes.

Assim, torna-se imperativo criar novas solugdes para contornar este problema.
Uma forma de o fazer ¢ através da incorporacdo de fiarmacos em sistemas de
nanoparticulas, que permitem melhorar o indice terapéutico do farmaco, ao mesmo
tempo que contornam alguns mecanismos de resisténcia, permitem vetorizar o farmaco
ao local de acdo através de vetorizagdo passiva ou ativa, atenuam os efeitos adversos
verificados em alguns farmacos livres e permitem ainda a administracdo de varios
farmacos em simultaneo.

Nesta monografia discute-se ndo s6 o estado atual da resisténcia bacteriana, as
suas causas € mecanismos, mas também a incorporac¢do de f&rmacos em nanoparticulas
orgénicas (lipossomas, nanoparticulas poliméricas, micelas poliméricas e dendrimeros)
e nanoparticulas inorganicas (nanoparticulas de ouro e nanoparticulas de prata),
sistemas que constituem uma alternativa promissora no combate a resisténcia

bacteriana.

Palavras-chave: Antibidticos; Resisténcia bacteriana; Sistemas de nanoparticulas;

Nanomedicina.



Abstract

Despite the vast success of antibiotics in modern medicine, the treatment of
bacterial infections still faces critical challenges.

Antibiotics are, in fact, essential medicines. However, despite all their irrefutable
advantages, there are also problems associated with these drugs, such as subtherapeutic
concentrations at the site of infection, systemic side effects and the need for frequent
administration with consequent lack of adherence to therapy. All of these limitations
associated with the indiscriminate and widespread use of antibiotics have led to the
proliferation of extremely resistant bacteria.

Thus, it is imperative to create new solutions to work around this problem. One
way to do this is by incorporating drugs into nanoparticle systems, which improve the
therapeutic index of the drug, while circumventing some resistance mechanisms,
allowing the targeting of the drug to the site of action, through passive or active
targeting,, mitigate the adverse effects of some free drugs and also allow the
administration of several drugs simultaneously.

This monograph discusses not only the current state of bacterial resistance, its
causes and mechanisms, but also the incorporation of drugs into organic nanoparticles
(liposomes, polymeric nanoparticles, polymeric micelles and dendrimers) and inorganic
nanoparticles (gold nanoparticles and silver nanoparticles), systems that provide a

promising alternative in combating bacterial resistance.

Keywords: Antibiotics; Bacterial resistance; Nanoparticulate systems; Nanomedicine
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Lista de abreviaturas'

BBB — Barreira hematoencefalica (Blood Brain Barrier),;

CEPDC - Centro europeu de prevengao e controlo de doencas;

CNS - Sistema nervoso central (Central Nervous System);

DDD - Dose diaria definida;

DNA — Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid);

EPR — Aumento de permeagdo e retengdo (Enhanced permeation and retention);
CF - Fibrose quistica (Cystic fibrosis);

FDA — Food and drug administration;

FQRP — Pseudomonas aeruginosa resistente as fluoroquinolonas (Fluoroquinolone-
resistant Pseudomonas aeruginosa);

GUYV — Vesiculas unilamelares gigantes (Giant unilamellar vesicles);

HDL - Lipoproteinas de alta densidade (High-density lipoproteins);

IV — Intravenoso:

LDL — Lipoproteinas de baixa densidade (Low-density lipoproteins);

LUYV — Vesiculas unilamelares grandes (Large unilamellar vesicles),

MIC - Concentra¢do minima inibitoria (Minimum inhibitory concentration);
MLV - Vesiculas multilamelares (Multilamellar vesicles);

MPS — Sistema fagocitico mononuclear (Mononuclear phagocyte system);

MRSA — Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Methicillin-resistant
staphylococcus aureus);

NP — Nanoparticula;

PAC — Poli-alquil-cianoacrilatos;

PBMA - Polibutilmetacrilato;

PCL — Poli-e-caprolactona;

PEG — Polietilenoglicol;

PLA — Acido polilatico;

PLS — Poliestireno;

PVP — Poli-vinil-pirrolidona;

SUV — Vesiculas unilamelares pequenas (Small unilamellar vesicles);
TB — Tuberculose;

ULV — Vesiculas unilamelares (Unilamellar vesicles);

VRE — Enterococcus resistentes a vancomicina (Vancomycin-resistant Enterococcus).

" Optou-se por colocar algumas siglas na lingua Inglesa com a sua tradugdo em Portugués.
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Introduc¢do

1. Introducao

Desde a década de 1940, os antibidticos reduziram drasticamente a morbilidade e
mortalidade associadas a infe¢des bacterianas (CDC, s.d.). Apesar do amplo sucesso
desta classe farmacoterapéutica na medicina moderna, o tratamento de infecdes
bacterianas ainda enfrenta desafios criticos (Gao, Chen, Zhang, Zhang, & Zhang, 2018),
uma vez que algumas bactérias t€ém vindo a desenvolver uma resisténcia clinicamente
significativa a quase todos os antibidticos atualmente disponiveis (Sharma, Kumar
Arya, Dua, Chhatwal, & Johri, 2012). Nos ultimos anos, tem-se verificado a
necessidade de usar concentragdes cada vez mais elevadas de antibiotico para se obter
efeito terapéutico em muitas estirpes comuns como Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Enterobacter e Escherichia coli,
instalando-se a preocupagdao com a possibilidade de reverter a uma era pré-antibiotica
(Brooks & Brooks, 2014). Existem varios fatores que contribuem para este problema,
tais como as concentragdes sub-terapéuticas, que muitas vezes se verificam no local de
infecdo, a falta de adesdo a terapé€utica, que resulta muitas vezes de efeitos secundarios a
nivel sistémico causados pelo antibidtico, bem como a necessidade de uma elevada
frequéncia de administragdo. Estas limitacdes, juntamente com o seu uso indiscriminado
(Kodish, 2018) (automedicagdo e prescricdo inadequada) e extremamente difundido,
tétm conduzido a proliferagdo de bactérias altamente resistentes aos antibidticos
(Kalhapure, Suleman, Mocktar, Seedat, & Govender, 2015).

Tal como refere o Programa de Prevencdo e Controlo de Infe¢des e de
Resisténcias aos Antimicrobianos, 2018:

“O aumento da resisténcia aos antibioticos ¢ um problema de importancia

crescente a escala mundial, sendo imprudente subestimar as implicagdes desta

situagdo € o seu consequente impacto, tais como o aumento da morbilidade e

mortalidade, aumento do tempo de internamento e dos custos em satude.”

Assim, com o avanco do grave problema de saude publica que sdo as bactérias
multirresistentes, ¢ necessario discutir novas abordagens terapéuticas. Embora alguns
novos antibidticos estejam a ser desenvolvidos, o ritmo a que estes vao sendo colocados
no mercado ¢ significativamente inferior a velocidade a que surgem novas resisténcias

(Sharma et al., 2012) (Figura 1) e, por isso, € extremamente necessario que
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Sistemas de nanoparticulas: estratégias para superar a resisténcia bacteriana

haja uma expansdo das opcdes praticas e clinicas para o controlo de infecdes

(Andersson, Hughes, & Kubicek-Sutherland, 2016).

70 | B MRSA
60 — A VRE

@ FQRP
50 Novos

30 - antibidticos
30
20 -
10 -

1997
2000

1993
1995

00 #5085 1 989

Figura 1 - Grafico que permite comparar o aumento da resisténcia bacteriana (MRSA — Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina; VRE — Enterococcus resistentes a vancomicina; FQRP — Pseudomonas
aeruginosa resistentes as fluoroquinolonas) e produgdo de novos antibidticos entre 1985 e 2012.
Adaptado de Nunes (2015).

Deste modo, ¢ importante agir rapidamente e estabelecer como prioridade formas
de contornar este problema, o que significa que ndo basta apenas desenvolver novas
moléculas antibioticas, mas que é também crucial criar alternativas para aumentar a
efetividade das moléculas ja existentes. Um exemplo dessa nova abordagem antibiotica
¢ a incorporacdo de fiarmacos em sistemas de nanoparticulas, como lipossomas,
nanoparticulas poliméricas, dendrimeros e nanoparticulas inorganicas, que ultimamente
tém recebido uma aten¢ao significativa (Figura 2) (Gao, Thamphiwatana, Angsantikul,

& Zhang, 2014).
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Figura 2 - Ilustrag@o dos principais sistemas de nanoparticulas utilizados na veiculagdo de antibioticos:
(a) Lipossomas; (b) Nanoparticulas poliméricas; (c) Dendrimeros; (d) Nanoparticulas inorganicas (Gao et
al., 2014).
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Segundo Gao et al. (2018), estes sistemas apresentam vantagens como o aumento
da solubilidade do farmaco, reduzida captagdo pelo sistema imunitario, modulacio das
caracteristicas de libertagdo do farmaco, vetorizagdo aos locais especificos de infecdo e
administracao de varios farmacos em simultaneo. Face a todas estas vantagens, estes
sistemas sao entdo capazes de melhorar o perfil farmacocinético e o indice terapéutico
do antibidtico quando comparados com este livre, minimizando assim os efeitos
secundarios, aumentando a ades@o a terapéutica e reduzindo o indice de resisténcia
bacteriana (Huh & Kwon, 2011), evitando que a humanidade venha a enfrentar um

futuro sem medicamentos indispensaveis para a cura de infegdes potencialmente fatais.
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2. Resisténcia bacteriana

Nos ultimos anos, a resisténcia bacteriana, ou seja, a capacidade que as bactérias
possuem de resistir aos efeitos de um ou mais antibioticos utilizados no seu tratamento e
de continuar a proliferar na presenca de doses consideradas terapéuticas (Programa de
Prevencdo ¢ Controlo de Infegoes ¢ de Resisténcias aos Antimicrobianos, 2018),
aumentou exponencialmente a nivel mundial, tendo-se atingido uma "nova era pré-
antibiotica", onde a sociedade ¢ colocada em perigo todos os dias através das mais
simples atividades (Rios et al., 2016).

As causas para o surgimento e disseminacdo da resisténcia bacteriana sao
complexas e impulsionadas por diversos fatores interligados entre si (WHO, 2001).
Entre esses fatores destacam-se a automedicagdo, a prescri¢ao ¢ o uso inadequados dos
antibioticos, sendo estes utilizados excessiva e indiscriminadamente pela populagao
(Rios et al., 2016). Exemplo disso ¢ o uso frequente que se verifica de antibidticos no
tratamento de gripes e constipagdes comuns, bem como de outras infe¢des do trato
respiratdrio, que sdo na sua grande maioria causadas por virus, nos quais os antibidticos
ndo exercem qualquer efeito. Nas ultimas décadas, tem também sido observado um
aumento do uso de antibidticos, em grande parte, causado pelo aumento do nimero de
pessoas que necessitam de cuidados de saude, como resultado do envelhecimento da
populacdo e o consequente aumento de doencas cronicas e infe¢cdes associadas aos
cuidados de saude (Rios et al.,, 2016). A Figura 3 mostra o consumo de diversos
antibidticos em ambulatorio (servigos de urgéncia, servicos de atendimento permanente,
cuidados de saude primarios, cuidados continuados, consultérios privados e similares)
entre os anos de 2013 e 2017. Da mesma, conclui-se que a classe mais consumida foi a
dos antibidticos beta-lactdmicos e penicilinas, havendo um aumento no consumo ao

longo destes anos.

17



Sistemas de nanoparticulas: estratégias para superar a resisténcia bacteriana

25 m J01X - Outros Antibacterianos

m JOIM - Quinolonas

20
® J01G - Aminoglicosideos
1
B JO1F - Macrdlidos, Lincosamidas
e Estreptograminas
1 ® JO1E - Sulfonamidas e
Trimetoprim
W 101D - Qutros beta-lactamicos
m J01C - Beta-lactamicos e
0 Penicilinas

2013 2014 2015 2016 2017 ®m J01A - Tetraciclinas
Ano

w

(=]

DDD por 1 000 habitantes

(7,

Figura 3 - Grafico que retrata a evolu¢do no consumo de antibidticos em ambulatdrio, por subclasse
farmacoldgica, entre os anos de 2013 ¢ 2017 (DDD — dose diaria definida) (Programa de Prevengdo e
Controlo de Infe¢des e de Resisténcias aos Antimicrobianos, 2018).

Embora o maior uso de antibi6ticos ocorra na comunidade, a intensidade de uso
nos hospitais ¢ significativamente maior, o que lhes confere um papel particularmente
importante na contengdo da resisténcia bacteriana (WHO, 2001). Assim, ¢ crucial
desenvolver abordagens que permitam melhorar o uso dos antibidticos e reduzir a
incidéncia e a disseminac¢do de infe¢des nosocomiais, 0 que exigird treino e alocagdo de
recursos para uma vigilancia eficaz, controlo de infe¢des e apoio terapéutico. Da leitura
da Figura 4, ¢ possivel concluir que o consumo global de antibacterianos em meio
hospitalar reduziu entre os anos de 2013 e 2017, principalmente devido a redugdo do

consumo de quinolonas e aminoglicosideos, o que € um aspeto positivo.
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Figura 4 - Grafico que retrata a evolugdo no consumo de antibidticos em meio hospitalar, por subclasse
farmacoldgica, entre os anos de 2013 ¢ 2017 (DDD — dose diaria definida) (Programa de Prevengéo e
Controlo de Infe¢des ¢ de Resisténcias aos Antimicrobianos, 2018).
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Também o uso excessivo de antibioticos na agricultura e criagdo de gado torna a
situacdo ainda mais alarmante, uma vez que induz a selecdo de microrganismos
resistentes aos antibioticos (Fair & Tor, 2014). Neste campo, estima-se que
aproximadamente 20% das infecOes resistentes sejam transmitidas pela industria
alimentar, que sdo fortemente influenciadas pelo abuso de antibidticos na criacao de
gado (Hutnick & Pokorski, 2018). Outros fatores com influéncia na disseminagdo da
resisténcia bacteriana s3o também a penetragdo deficiente do antibidtico no tecido
isquémico, a toxicidade sistémica associada ao mesmo (a administragdo sistémica
muitas vezes nao ¢ eficaz, uma vez que ndo permite atingir concentracdes teciduais
suficientes para eliminar as bactérias antes de incorrer em efeitos colaterais graves,
como lesdes renais ¢ hepaticas) e a baixa adesdo a terapéutica por parte do paciente
(Brooks & Brooks, 2014). Importa também salientar o ndo cumprimento de medidas
preventivas do controlo de infegdes, como a correta lavagem das maos e o isolamento
de pacientes com infegdes resistentes, bem como o aumento de procedimentos
invasivos, com elevado risco de infecao por bactérias resistentes (Nunes, 2015).

Todos estes atos cada vez mais comuns ndo atingem os resultados terapéuticos
esperados e conduzem ao desenvolvimento de estirpes bacterianas multirresistentes,
algumas delas resistentes a todos os antibioticos disponiveis. Por esta razdo, melhorar o
uso desta classe farmacoterapéutica ¢ uma prioridade para controlar o surgimento e
dissemina¢do da resisténcia (WHO, 2001), uma vez que se podem gerar situagdes
criticas, dada a escassez de alternativas terapéuticas (Programa de Prevencdo e Controlo
de Infe¢des e de Resisténcias aos Antimicrobianos, 2018), ou em alguns casos até a
inexisténcia das mesmas (Scorciapino, Serra, Manzo, & Rinaldi, 2017).

S6 no ano de 2014, 210 000 pessoas morreram de tuberculose resistente a
antibidticos, a qual ¢ apenas uma de muitas doengas que se estd a tornar incuravel
(Kodish, 2018). Em alguns paises, at¢ 50% dos casos de bacteriémia causados por
Klebsiella pneumoniae, sao resistentes aos carbapenemes — a classe mais potente de
antibioticos (Kodish, 2018), utilizados como reserva hospitalar.

Atualmente, todos os anos morrem cerca de 700 000 pessoas devido a bactérias
resistentes (Ghosh, Sarkar, Issa, & Haldar, 2019). Tal como ¢ possivel verificar através
da Figura 5, estima-se que no ano de 2050 este niumero possa mesmo atingir os 10
milhdes de mortes a nivel mundial, com a Europa a situar-se nas 390 000 mortes.
Parecendo 2050 um futuro relativamente distante, importa referir que falamos apenas de

30 anos, para que a mortalidade associada a resisténcia bacteriana aumente cerca de
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catorze vezes. Estes numeros colocam-nos uma questdo importante: terdo os

antibioticos o seu “tempo contado™?
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Figura 5- Mapa-mundo com previsdo da mortalidade anual atribuivel a resisténcia a antibioticos em 2050
(Fernandes, Silva, Cruz, & Paiva, 2016).

Ora, esta situagdo como serd de esperar, ird traduzir-se num impacto significativo
a nivel da economia dos paises, uma vez que implicard tratamentos, hospitalizagdes e
mortes. O Centro Europeu de Preven¢do e Controlo de Doengas (CEPCD) estabelece
que, anualmente, 25 000 pessoas morrem de infe¢des causadas por bactérias
multirresistentes e acrescentou ainda que estes custam cerca de 1,5 mil milhdes de euros
em servicos adicionais de saude e perdas de produtividade por ano para a Europa (Rios
et al., 2016). Além disso, microrganismos resistentes no ambiente hospitalar resultam
em infe¢des hospitalares que sdo caras de controlar e extremamente dificeis de erradicar
(WHO, 2001). Cada vez mais, isso resulta em escolhas dificeis: gastar dinheiro em
medicamentos inuteis mas de custo inferior, usar medicamentos mais eficazes, porém
mais dispendiosos ou aumentar os gastos com assisténcia médica de modo a apostar na
prevengao (WHO, 2001).

Perante esta situacdo, estratégias de veiculacdo de farmacos para contornar as
consequéncias da administragao sistémica de antibidticos, tais como o desenvolvimento
de resisténcias a multiplos farmacos, toxicidade sistémica e aumento dos custos de

satde, sdo necessarias urgentemente (Brooks & Brooks, 2014).
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Provavelmente, ndo existe uma solucdo completamente eficaz para travar a
resisténcia bacteriana, pelo menos enquanto o uso de antibidticos for inevitavel e feito
de maneira incorreta (Nunes, 2015). Assim sendo, ¢ importante sensibilizar as pessoas
através da orientagao da comunidade geral sobre o uso apropriado de antibioticos, a
importancia da adesao a terapéutica, a importancia de medidas para prevenir a infecao,
imunizacdo, controlo de vetores, correta lavagem das maos, higiene alimentar,
incentivar o comportamento de procura de cuidados de satde adequados e informados,
aconselhar alternativas adequadas aos antibidticos para o alivio dos sintomas e
desestimular o inicio do tratamento pelo paciente (WHO, 2001). Nao menos importante
¢ educar todos os membros dos cuidados de satde, essencialmente prescritores, sobre a
importancia do uso correto dos antibidticos e a contencdo da resisténcia bacteriana,
promogdo de programas educacionais de graduagdo e pds-graduagdo direcionados para
o diagnostico preciso e o controlo de infe¢cdes comuns a todos os profissionais de satde,
incluindo médicos veterinarios (WHO, 2001). Assim, podem-se destacar medidas como
a criacdo de programas de controlo de infe¢do, com base em boas praticas de higiene,
estabelecimento de comités de terapéutica hospitalar que supervisionem o uso de
antibidticos, desenvolvimento e atualiza¢do regular de diretrizes para tratamento de
infecdes e profilaxia, monitorizacdo do uso de antibidticos (neste campo inclui-se a
diminui¢do da automedicacao, da disponibilidade do medicamento sem receita médica,
do uso abusivo e irracional no ambulatério e em doentes hospitalizados, e dos
antibioticos para uso veterindrio e industria alimentar), incluindo quantidade e padrdes
de uso (WHO, 2001).

Aliado a isto, esta claramente a necessidade nao s6 de novos antibidticos, mas
também a melhoria dos ja existentes (Stebbins, Ouimet, & Uhrich, 2014). A descoberta
e o desenvolvimento de novos antibidticos sdo as estratégias fulcrais no combate a
resisténcia bacteriana, com especial necessidade de antibidticos com estruturas quimicas
que atuem em novos alvos terapéuticos, pois assim t€ém uma menor probabilidade de
serem sensiveis a mecanismos de resisténcias preexistentes. Deste modo, enquanto por
um lado se retinem esforgos para desenvolver novos antibiodticos, por outro procura-se
potenciar a eficdcia de antibidticos ja existentes, através de estratégias de veiculagdo de
farmacos, utilizando nanotransportadores (Nunes, 2015). Atualmente, ja varios
farmacos, tais como a vancomicina, tobramicina, amoxicilina, gentamicina, cefamandol,
cefalotina, e carbenicilina foram incorporados em sistemas de nanoparticulas (Brooks &

Brooks, 2014).
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2.1. Mecanismos de Resisténcia

Atualmente podem ser consideradas 5 grandes classes de antibidticos: (1) os
inibidores da sintese da parede bacteriana (o peptidoglicano ¢ o alvo mais comum — a
sua sintese pode ser inibida pelos antibioticos beta-lactamicos [penicilinas,
monobactamos, cefalosporinas, carbapenemes] e glicopéptidos [vancomincina]); (2) os
ativos sobre a membrana celular (por exemplo as polimixinas); (3) os inibidores da
sintese proteica (tetraciclinas, nitrofuranos, macrélidos [eritromicina, claritromicina],
aminoglicosideos [gentamicina], cloranfenicol, acido fusidico); (4) os inibidores dos
acidos nucleicos (¢ o caso das quinolonas [exemplo: ciprofloxacina]) e (5) os inibidores
da sintese de acido folico (sulfonamidas e trimetoprim) (Nunes, 2015; Santos,
Figueiredo, Azevedo, Braeckmans, & De Smedt, 2018).

O desenvolvimento de resisténcia ocorre, pelo menos, em trés passos: a bactéria
adquire genes de resisténcia, esses genes resistentes sao expressos ¢ de seguida ocorre
uma selegdo apenas de bactérias que produzem esses genes (Pelgrift & Friedman, 2013).
Esses genes codificam varios mecanismos que permitem que 0s microrganismos
resistam aos efeitos inibitérios de antibidticos especificos, mecanismos esses que
oferecem resisténcia a outros antibidticos da mesma classe e, as vezes, a varias classes
diferentes (WHO, 2001), atuando através da ligacdo a uma macromolécula bioldgica
especifica do microrganismo em causa e inibindo o crescimento bacteriano
(bacteriostatico) ou levando a morte celular (bactericida) (Hutnick & Pokorski, 2018).

Tal como se sabe, a resisténcia pode ser inata, quando depende das propriedades
biologicas da bactéria (por exemplo, E. coli apresenta resisténcia intrinseca a
vancomicina), ou adquirida, baseando-se na aquisicao de genes de resisténcia, mutacao
do acido desoxirribonucleico (DNA), ou combinacdo de ambos (Khameneh, Diab,
Ghazvini, & Fazly Bazzaz, 2016). Dentro dessas classificagdes gerais, as bactérias
podem modificar o antibiotico por meio de véarios mecanismos (Figura 6) (Brooks &

Brooks, 2014), tais como:
A) Alteragdes no DNA (Zazo, Colino, & Lanao, 2016), onde a resisténcia aparece

através da expressdo de genes especificos que conferem resisténcia a bactéria

(Santos et al., 2018).
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Alteragao na permeabilidade (Zazo et al., 2016). Ao limitar o nimero ou alterar o
tamanho das aberturas na parede celular, as bactérias resistentes podem impedir que
os antibioticos entrem na célula, diminuindo assim a sua concentra¢do no local de
acdo e tornando-os incapazes de exercer o seu efeito (Nunes, 2015; Hutnick &
Pokorski, 2018). Exemplo deste mecanismo sdo as bactérias Gram-negativas, que
por possuirem uma camada externa (membrana), podem usar essa membrana para

impedir seletivamente a entrada de antibidticos.

Desenvolvimento de bombas de efluxo, que conduz a diminui¢do da concentragao
intracelular de farmaco (Rios et al., 2016), o que € especialmente importante quando
o0 antibiotico atua a nivel intracelular, pois ndo se atinge a concentracdo necessaria a
atividade antibacteriana (Nunes, 2015). E o caso da Pseudomonas aeruginosa, que
pode produzir bombas de efluxo para expulsar do seu interior varios antibidticos
como fluoroquinolonas,  beta-lactamicos, cloranfenicol,  macrélidos e

aminoglicosideos (Khameneh et al., 2016).

D) Ativagao de enzimas hidroliticas responsaveis pela degradacdo do farmaco (Zazo et

E)

al., 2016), que modificam ou degradam quimicamente o antibidtico, tornando-o
inativo (Rios et al., 2016). Por exemplo, bactérias Klebsiella pneumoniae produzem
enzimas chamadas carbapenamases, que inativam os carbapenemes e a maioria dos

antibioticos beta-lactamicos.

Biofilmes, compostos por matrizes polimérias formadas por polissacaridos capazes
de proteger o microrganismo dos antibidticos. Estes atuam dificultando a penetragdo
de antibidticos no biofilme (o que limita o acesso ao alvo terapéutico), mudangas no
material genético entre biofilmes, e alteragdes no metabolismo das bactérias

(Khameneh et al., 2016; Forier et al., 2014).
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Figura 6 - Figura ilustrativa dos diferentes mecanismos de resisténcia bacteriana. Inclui exemplos de
bombas de efluxo, enzimas que inativam o antibidtico através de alteragdes na sua estrutura, enzimas que
degradam o antibidtico e alteragdes da permeabilidade da parede bacteriana que impede a entrada do
antibidtico. Adaptado de Khameneh et al. (2016).
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3. Sistemas de Nanoparticulas

3.1. Consideracoes gerais

Nos tltimos anos, o uso de polimeros biomédicos tem ganho um destaque notério
na comunidade cientifica devido as suas propriedades Unicas, que permitem melhorar a
veiculagdo de farmacos e reforcar a terap€utica antibidtica, auxiliando no combate a
resisténcia (Hutnick & Pokorski, 2018), cada vez mais dificil de superar.

Nanoparticulas sdo definidas pela literatura como aquelas cujo diametro varia
entre 1 ¢ 1000 nm (Harbison, Bourgeois, & Johnson, 2015; Kumar, Jalodia, Kumar, &
Gautam, 2017), podendo ser utilizadas em dispositivos médicos, sistemas de veiculagdo
de farmacos e sistemas de diagnostico (Zazo et al., 2016). Embora a oncologia seja
atualmente a principal area de aplica¢dao dos sistemas de nanoparticulas, estes também
tém sido amplamente utilizados em areas como a infeciologia, doengas do sistema
nervoso central (CNS), doengas cardiovasculares e patologias oculares, entre outras.

O uso de sistemas de nanoparticulas ¢ particularmente interessante para infecdes
devido as falhas nos tratamentos causadas por resisténcias bacterianas e pela falta de
novos farmacos em desenvolvimento, o que torna escassas as alternativas terapéuticas.
Paralelamente, muitas bactérias estdo localizadas intracelularmente em estado ativo ou
latente, o que dificulta o acesso a varios fairmacos e consequentemente condiciona a sua
eficacia (Zazo et al., 2016).

Nao obstante o seu papel crucial na saude publica, importa ressalvar que os
antibidticos também acarretam inimeras desvantagens que condicionam o seu uso.
Algumas dessas desvantagens sdo os efeitos adversos associados aos mesmos, uma vez
que muitas das vezes sdo necessarias doses elevadas de farmaco para se obter efeito
terapéutico, em que beneficio nem sempre supera os riscos (Rizvi & Saleh, 2018); a
degradacao enzimdtica (Rizvi & Saleh, 2018); rapido aparecimento e evolucao de
resisténcias; baixo indice terapéutico; mecanismo de agdo pouco especifico e vias de
administracdo menos convenientes (Sharma et al., 2012). Tudo isto condiciona a
eficacia do tratamento muitas vezes devido a baixa adesdo por parte do paciente.

De facto, devido ao seu pequeno tamanho e grande area de superficie, os sistemas
de nanoparticulas vém contornar os problemas mencionados, uma vez que permitem
reconhecer, ligar e veicular farmacos aos tecidos patologicos especificos com

frequéncia e doses reduzidas e com libertagdo espacial e temporal controladas (Figura
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7), de modo a minimizar ou evitar os efeitos colaterais induzidos pelos farmacos
isolados em tecidos sauddveis (Lombardo, Kiselev, & Caccamo, 2019); apresentam
maior solubilidade e, portanto, maior biodisponibilidade (Rizvi & Saleh, 2018; Resort
& Hp, 2009) (o que permite utilizar diferentes vias de administragdo, como a via oral,
ocular, subcutanea ou transdérmica (Zazo et al., 2016)); possuem maior capacidade de
atravessar a barreira hematoencefdlica (BBB), entrar no sistema pulmonar e ser
absorvidos pelas tight junctions das células endoteliais da pele (Rizvi & Saleh, 2018);
permitem otimizar as caracteristicas fisico-quimicas dos medicamentos, facilitando o
seu uso na pratica clinica e a sua administragao através de vias mais confortaveis para o
paciente, resultando numa maior adesdo a terapéutica (Kumar et al.,, 2017) e
consequente diminuicdo da probabilidade de desenvolver resisténcias; sdo capazes de
transportar diferentes farmacos numa unica formulagdo (Tabela 1) (Zazo et al., 2016;
Dawar et al., 2013; Resort & Hp, 2009) com o objetivo de ampliar o espetro antibidtico,
gerar efeitos sinérgicos e neutralizar a resisténcia (dado que farmacocinéticas,
biodistribui¢des, perfis de toxicidade e propriedades de transporte de membranas entre
diferentes farmacos comprometem a sinergia dos farmacos in vivo (Gao et al., 2014))
sendo extremamente Uteis no combate a inlimeras infe¢des, como por exemplo
Helicobacter pylori, cujo tratamento ¢ baseado em combinagdes de farmacos (Zazo et
al., 2016); permitem uma vetorizacdo especifica (Dawar et al., 2013) (por exemplo,
antibioticos potentes como a claritromicina podem ser veiculados aos pulmdes apds
encapsulacdo, permitindo direcionar elevadas doses diretamente ao pulmdo e
minimizando os seus efeitos sistémicos (Hadinoto & Cheow, 2014)); aumento do tempo
de permanéncia na circulacao sanguinea (Gao et al., 2014); veiculacdo intracelular para
impedir o desenvolvimento de bactérias resistentes a farmacos (Brooks & Brooks,
2014) (Pelgrift & Friedman, 2013), dado que aumentam concentragdes de farmaco
intracelular até 10 vezes (Zazo et al., 2016); melhor interacdo com os alvos terapéuticos
(Lee, Yun, & Park, 2015).

Todas estas vantagens permitem um aumento da eficdcia aliado a uma diminui¢ao
dos efeitos adversos (Lombardo et al., 2019), permitindo reutilizar antibidticos que ndo
eram utilizados devido a falta de eficacia e seguranca (Hutnick & Pokorski, 2018; Zhao

& Jiang, 2013).
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Figura 7 - Mecanismos de libertacdo controlada de farmacos em diferentes tipos de nanoparticulas (Patra
et al., 2018).

Tabela 1 - Associacdo de dois ou mais antibidticos em sistemas de nanoparticulas. Adaptado de Gao et al
(2014).

quitosano

Quitosano e acido glutamico

pirazinamida e etambutol

Amoxicilina, claritromicina e
omeprazol

Sistema de NP Formulagao Farmacos utilizados Bactéria alvo
DPPC, DMPG e colesterol Galio e gentamicina P. aeruginosa
DSPC e colesterol Bi-EDT e tobramicina P. aeruginosa e Burkholderia
cenocepacia
Lipossomas peguilados Daptomicina e claritromicina MRSA
. PG, PC e colesterol Claritromicina e ofloxacina Mycobacterium avium
Lipossomas
PC, SA e colesterol Ciprofloxacina e MRSA
vancomicina
PC, PEG-DSPE e colesterol Gentamicina e ceftazidima Klebsiella pneumoniae
DPPC e colesterol Isoniazida e rifampicina Mycobacterium tuberculosis
PC, PE, SA e colesterol Amoxicilina trihidratada e Helicobacter pylori
citrato de bismuto ranitidina
PAA, PAH, PC e colesterol Amoxicilina e metronidazol H. pylori
PLGA Rifampicina e azitromicina Chlamydia trachomatis e
Chlamydia pneumoniae
PLGA Rifampicina, isoniazida, Mycobacterium tuberculosis
Nanoparticulas pirazinamida e etambutol
poliméricas Alginato de sodio e Rifampicina, isoniazida, Mycobacterium tuberculosis

H. pylori

DPPC - Dipalmitolfosfatidilcolina; DMPG — Dimiristolfosfatidilglicerol; DOPE: Dioleolfosfatidil etanolamina; DOTAP: 1,2-
Dioleoloxi-3-trimetilamonio-propano; DSPC — Diestearolfosfatidilcolina; DSPE — 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina; DPPC
— Dipalmitolfosfatidilcolina; PG — fosfatidilglicerol; PE - fosfatidiletanolamina; PC — fosfatidilcolina; PLGA — acido polilatico co-
glicolico); PAA — acido poliacrilico; PAH — cloridrato de polialilamina; SA — estearilamina; MRSA — Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina.
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Apesar das suas qualidades irrefutaveis, ¢ preciso também ter alguns cuidados
com os sistemas de nanoparticulas, pois estes apresentam também desvantagens como
acumulacdo em tecidos e 6rgdos quando administrados por via intravenosa; elevada
exposicao sistémica a medicamentos administrados topicamente; nanotoxicidade
(pulmao, rim, figado, cérebro, células germinativas, metabdlica, etc.) e falta de técnicas
de caracterizacdo que ndo sejam afetadas pelas propriedades das nanoparticulas (Huh &
Kwon, 2011).

De igual importancia ¢ evitar o reconhecimento destas particulas pelo sistema
imunitario, de modo a que permane¢am mais tempo na circulacdo sanguinea exercendo
assim o seu efeito (Rizvi & Saleh, 2018). Quanto mais hidrofobica ¢ uma nanoparticula,
mais provavel ¢ que seja eliminada devido a maior ligacdo aos componentes
sanguineos, logo, parece l6gico presumir que tornar a sua superficie hidrofilica possa vir
a aumentar o seu tempo de circula¢do (Rizvi & Saleh, 2018). De facto, o revestimento
das nanoparticulas com polimeros como o polietilenoglicol (PEG) ou tensioativos
diminui a opsoniza¢dao. O PEG ¢ um polimero hidrofilico e relativamente inerte que,
quando incorporado na superficie das nanoparticulas, dificulta a ligacdo destas as
proteinas plasmaticas (opsonizagdo), evitando assim a sua eliminagdo da circulagdo uma
vez que ndo sdo detetadas pelo sistema fagocitico mononuclear (MPS) (Rizvi & Saleh,

2018; Kawakami & Hashida, 2014).

3.2. Farmacocinética

O comportamento farmacocinético dos sistemas de nanoparticulas depende de
muitos aspetos. As caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas (NP) e dos
ligandos utilizados afetam a captacdo, devendo-se levar em conta que a sua toxicidade
cronica ¢ influenciada pela via de eliminagao (Zazo et al., 2016).

Uma vez no local de agdo, as nanoparticulas devem ser capazes de libertar o
farmaco para que este possa exercer o seu efeito (Zazo et al., 2016). Dependendo do
tipo de nanoparticula utilizada, a libertagdo do fdrmaco dar-se-4 de modo diferente

(Rizvi & Saleh, 2018).
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3.2.1. Distribuicdo das nanoparticulas

Existem duas formas diferentes através das quais o fArmaco se dirige ao local de
acdo: a vetorizagdo passiva e a vetorizagao ativa (Hutnick & Pokorski, 2018).

A vetorizagdo ativa ocorre quando o sistema de nanoparticulas ¢ conjugado a um
ligando especifico (Rizvi & Saleh, 2018), que favorece as interacdes com a membrana
celular, aumentando assim o reconhecimento das nanoparticulas pelas células alvo
(Zazo et al., 2016). Estes podem ligar-se diretamente a superficie da nanoparticula ou
fazé-lo por meio de um espagador. Assim, o ligando ¢ escolhido dependendo da sua
estabilidade ¢ seletividade em relagao as células-alvo.

A vetorizagdo passiva baseia-se na capacidade das células do sistema fagocitico
mononuclear reconhecerem substincias estranhas ao organismo (Zazo et al., 2016). A
captacao dessas substancias pode ocorrer através de diferentes mecanismos, dependendo
essencialmente do tamanho da particula em questdo. Quanto menores os sistemas, mais
lenta a taxa de captagdo pelas células fagocitarias, mais rapida a biodistribui¢do devido
a rapida dissolugdo, e maior a facilidade em alcangar o sistema linfatico. O mecanismo
mais frequente ¢ a endocitose, devido ao pequeno tamanho tipico dos sistemas de
nanoparticulas, o que pode afetar a libertacdo, a biodistribui¢do e a absor¢do. A
endocitose consiste nas seguintes fases: adsor¢do a membrana celular; internalizacdo da
vesicula; fusdo dos endossomas com os lisossomas (principal local onde se alojam as
bactérias intracelulares), formando fagolisossomas; por fim, os enzimas lisossomais
convertem os lipidos em &cidos gordos, levando a libertacdo dos farmacos, como

representado na Figura 8.

Fagocitose Fusdo Troca lipidica Endocitose

]
an

Figura 8 - Mecanismos através dos quais antibioticos encapsulados em lipossomas penetram em células
fagocitarias. A imagem mais a esquerda representa as varias fases de fagocitose: 1) adsor¢do a membrana
celular; 2) internalizagdo da membrana; 3) fusio da vesicula com o lisossoma; 4) degradagdo do
lipossoma e libertagio do farmaco. A direita encontram-se os outros processos através dos quais existe
penetragdo de antibidticos encapsulados por lipossomas, tais como a fuso, a troca lipidica e a endocitose
(Nunes, 2015).
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Este tipo de vetorizagdo € possivel devido a permeabilidade reduzida resultante do
processo inflamatoério, e € aqui que o efeito de maior permeagdo e retengdo (EPR) tem
sido amplamente aplicado (Lee et al., 2015). O efeito EPR resulta do aumento da
permeabilidade da vasculatura que suporta os tecidos patologicos (tumores e tecidos
inflamados) e do défice de drenagem que estes apresentam. De facto, nestes locais,
existem desregulagdes na angiogénese e/ou aumento da expressdo e ativacao de fatores
de permeabilidade produzidos por bactérias como protéases e lipopolissacaridos que
geram poros que podem ir de 300 a 4700 nm. Isto permite que as nanoparticulas
extravasem e acumulem nas regides infetadas (Sercombe et al., 2015; Gao et al., 2014;
Hutnick & Pokorski, 2018).

A Figura 9 esquematiza os mecanismos de vetorizagao ativa e passiva.
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Figura 9 - Vetorizagdo passiva vs vetorizagdo ativa. Na figura mais a direita, ¢ possivel verificar uma
vetorizagdo passiva, onde as particulas tendem a extravasar passivamente através da vasculatura
fragilizada, o que ¢ caracteristico dos tecidos inflamados (tecidos tumorais e/ou inflamados), e acabam
por acumular devido ao efeito EPR. Neste caso, o farmaco pode ser libertado no meio extracelular e
difundir através do tecido. Na figura a esquerda encontra-se representado o mecanismo de vetorizagdo
ativa. Neste, as nanoparticulas sdo conjugadas com ligandos-alvo na sua superficie, que direcionam o
farmaco diretamente ao local onde estes sdo necessarios. Adaptado de Resort & Hp (2009).
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3.2.2. Eliminac¢ao

Ap6s a libertacdo completa do farmaco, caso o sistema de nanoparticulas ndo
tenha sido degradado, este deve sair da célula (Zazo et al., 2016), sendo o tamanho da
nanoparticula determinante na sua eliminagdo. Dado que os sistemas vascular e linfatico
sdo responsaveis pela eliminacdo de substancias estranhas, este ¢ outro fator que deve
ser pensado no sistema de nanoparticulas ideal, uma vez que tem sido demonstrado que
as particulas de 200 nm ou maiores tendem a ativar o sistema linfatico e sdo removidas
da circulagdo mais rapidamente (Rizvi & Saleh, 2018). A taxa de exocitose depende
principalmente da composi¢cdo da nanoparticula, dos ligandos e das propriedades da
superficie. Nanoparticulas carregadas positivamente tém uma taxa lenta de exocitose,
uma vez que se aglomeram intracelularmente (Zazo et al., 2016). Por outro lado, os
sistemas de nanoparticulas peguilados tém a menor taxa de exocitose uma vez que tém
muito poucas interagdes com proteinas intracelulares. A excre¢do das nanoparticulas
raramente ocorre pela urina e acontece somente quando estas apresentam tamanhos
inferiores a 5 nm. Nanoparticulas maiores sdo reabsorvidas e retidas na rede de
colagénio da membrana basal glomerular, onde sdo absorvidas por macrofagos. A
Figura 10 exemplifica a influencia do tamanho da nanoparticula na facilidade desta se
movimentar através da vasculatura. NP menores que 200 nm s3o excretadas
principalmente pela bilis; esse processo ¢ lento e saturavel e, portanto, existe sempre a

possibilidade de ocorrer acumulagdo (Zazo et al., 2016).

Figura 10 - Figura demonstrativa do impacto do tamanho e forma das nanoparticulas na sua eficacia
como sistemas de veiculagdo de fdrmacos. Quanto menor a nanoparticula, maior a facilidade desta se
movimentar através da vasculatura. Adaptado de Resort & Hp (2009).
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4. Nanoparticulas organicas

As nanoparticulas organicas sio o tipo de nanoparticulas mais estudadas e podem
ser divididas em duas classes, as nanoparticulas anfifilicas e que se formam
espontaneamente e as nanoparticulas de sintese (Zazo et al., 2016). Dentro das
anfifilicas, encontram-se as micelas, as vesiculas, os lipossomas e as nanoparticulas
lipidicas solidas, enquanto as de sintese englobam os dendrimeros e os nanotubos de

carbono (Lombardo et al., 2019) (Figura 11).

Anfifilicos e formac3o
espontianea

Figura 11 - Exemplos de nanoparticulas organicas para aplicagdo em sistemas de veiculagdo de farmacos.
Adaptado de Lombardo et al (2019).
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4.1. Lipossomas

Os lipossomas sdo o tipo de nanoparticula mais estudado e utilizado até aos dias
de hoje para a veiculagdo de farmacos (Huh & Kwon, 2011; Bozzuto & Molinari,
2015).

Embora a oncologia seja a area mais explorada para os lipossomas, sendo o
primeiro composto veiculado por lipossomas aprovado pela FDA a doxorrubicina
(Doxil®) em 1995 (Nunes, 2015), também a &rea da infeciologia tem sido bastante
beneficiada com este tipo de sistemas (Bulbake, Doppalapudi, Kommineni, & Khan,
2017).

Estes sistemas foram descobertos em 1960 por Alec D Bangham na universidade
de Cambridge, e consistem numa ou mais bicamadas lipidicas concéntricas de origem
natural ou sintética (Bozzuto & Molinari, 2015; Immordino, Dosio, & Cattel, 2006;
Sharma et al., 2012; Allen & Cullis, 2013), que espontancamente formam estruturas
enclausuradas que rodeiam um ambiente interno aquoso (Figura 12) (Jesorka & Orwar,
2008; Nunes, 2015) e cujo tamanho para aplicacdo médica ronda os 50 — 450 nm
(Bozzuto & Molinari, 2015). Cada uma dessas bicamadas lipidicas contém lipidos
anfipaticos, como a fosfatidilcolina (carga neutra), o 4acido fosfatidico, o
fosfatidilglicerol, a fosfatidilserina, a fosfatidiletanolamina ou a estearilamina (Jesorka
& Orwar, 2008), incluindo também geralmente o colesterol para estabilizar o lipossoma

por aumento da rigidez da membrana (Pelgrift & Friedman, 2013).
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Figura 12 - Ilustracdo esquematica da formagdo espontanea de lipossomas: (a) fosfolipidos; (b) formacao
da bicamada lipidica; (c) formagdo do liposoma propriamente dito; (d) estrutura quimica da bicamada
lipidica. Adaptado de Jesorka & Orwar (2008).
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Os lipossomas parecem entdo ser o sistema de veiculagcdo de farmacos ideal, ndo
s6 devido a sua semelhanga com as membranas bioldgicas, a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e vetorizagdo para locais especificos (Nunes,
2015) mas também devido a sua capacidade de incorporar varios tipos de substancias
(Bozzuto & Molinari, 2015), uma vez que permitem incorporar tanto farmacos
hidrofilicos no seu compartimento aquoso (ex.: isoniazida), como hidrofobicos na
bicamada lipidica (ex.: rifampicina), como mostra a Figura 13 (Huh & Kwon, 2011;
Akbarzadeh et al., 2013; Gao et al., 2014). Ao estarem encapsulados em lipossomas, as
moléculas de farmaco ficam protegidas de enzimas, solucdes alcalinas, sais biliares,
flora intestinal, radicais livres, oxidacdo e degradacdo (Akbarzadeh et al., 2013;

Bozzuto & Molinari, 2015).

@ Farmaco encapsulado

@ Farmaco incarporado

Figura 13 - Representagdo de encapsulagdo de farmacos em lipossomas: farmacos hidrofilicos
encontram-se incorporados no niicleo aquoso enquanto farmacos hidrofobicos se encontram encapsulados
na bicamada lipidica. Adaptado de Brandl (2001).

4.1.1. Classificacao

Os lipossomas podem ser classificados com base no nimero de lamelas, tamanho
e método de preparacdo (Immordino et al., 2006). Quanto ao nimero de lamelas, i.e.
numero de bicamadas lipidicas que compdem o lipossoma, estes podem ser divididos

em vesiculas unilamelares (ULV) quando compostos apenas por uma bicamada lipidica
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(usados essencialmente na encapsulacdo de farmacos hidrofilicos), ou vesiculas
multilamelares (MLV) quando compostos por multiplas bicamadas concéntricas
(melhor para farmacos hidrofobicos) (Bozzuto & Molinari, 2015; Drulis-Kawa &
Dorotkiewicz-Jach, 2010). As ULV podem ainda ser classificadas quanto ao seu
tamanho: destacando-se as pequenas vesiculas unilamelares (SUV; de tamanho inferior
a 100 nm), as grandes vesiculas unilamelares (LUV; de tamanho superior a 100 nm e
inferior a 1000 nm) e as gigantes vesiculas unilamelares (GUV; quando o seu tamanho ¢
superior a 1000 nm), conforme apresentado na Figura 14 (Nunes, 2015; Lombardo et

al., 2019).

suv N Muitilamelar Multivesicular

Figura 14 - Classificagdo de lipossomas com base no seu tamanho e numero de lamelas. Pequenas
vesiculas unilamelares (SUV) apresentam um tamanho inferior a 100 nm, grandes vesiculas unilamelares
um tamanho compreendido entre 100 e 1000 nm, e vesiculas unilamelares gigantes um tamanho superior
a 1000 nm. As vesiculas multilamelares apresentam varias bicamadas lipidicas, e as vesiculas
multivesiculares encapsulam varias vesiculas mais pequenas no seu interior. Adaptado de Van Swaay &
Demello (2013).

O tamanho dos lipossomas influencia a sua farmacocinética, distribui¢do aos
tecidos e clearance (Sharma et al.,, 2012; Kraft et al., 2014; Drulis-Kawa &
Dorotkiewicz-Jach, 2010). Lipossomas com tamanhos superiores a 100-150 nm sao
frequentemente absorvidos pelas células fagocitarias ou permanecem nos tecidos por
um periodo prolongado, acumulando-se no baco e no figado para uma eventual
eliminacdo. Assim, para evitar a captagao pelo MPS e prolongar o tempo de circulagdo
sanguinea, a maioria dos lipossomas e nanoparticulas lipidicas sdo projetados com
diametros de 50 a 100 nm para potenciar ao maximo os seus efeitos, uma vez que
lipossomas e nanoparticulas lipidicas abaixo de 50-80 nm sofrem uma depuracdo pelo

MPS significativamente menor (Kraft et al., 2014).
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Assim sendo, os lipossomas tornam-se entdo uma alternativa promissora para a
veiculagdo de antibidticos devido as suas propriedades unicas. As suas propriedades
podem ainda divergir, sendo os lipossomas divididos em quatro grandes grupos:
lipossomas convencionais, lipossomas stealth, lipossomas com ligandos-alvo e
lipossomas terandsticos, uma combinagdo dos trés tipos anteriores (Nunes, 2015).

Os lipossomas convencionais foram a primeira geracao de lipossomas (Sercombe
et al., 2015) e sdo o tipo de vesiculas mais utilizado, apesar das estruturas relativamente
instaveis, da reduzida capacidade de transporte e encapsulagdo, para além dos
problemas relacionados com a biodistribui¢do e vetorizagdo (Nunes, 2015). Estes
consistem numa bicamada lipidica composta por fosfolipidos cationicos, anidnicos ou
neutros e colesterol, este ultimo utilizado para conferir estabilidade, rodeando um

nucleo aquoso (Figura 15 e Figura 16A) (Sercombe et al., 2015).

Figura 15 - Representacdo da organizagdo de um lipossoma e da bicamada lipidica (Bozzuto & Molinari,
2015).

No entanto, estes eram rapidamente eliminados da corrente sanguinea, o que
limitava a sua eficacia (Sercombe et al., 2015). Esta rapida eliminagdo deve-se ao

reconhecimento destes como elementos estranhos ao nosso organismo pelo sistema
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imunitario e acabam por ser opsonizados e captados pelo MPS, permanecendo menos
tempo em circulacdo, devido a fatores como tamanho, carga e fluidez dos lipossomas
(Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010). Esta reducdo do tempo de circulacdo e
consequente limitagcdo da eficacia conduziram a necessidade de criar uma alternativa.

Para aumentar a estabilidade dos lipossomas e aumentar o seu tempo de
circulagdo, seguiu-se a criagdo de lipossomas estabilizados estericamente — os chamados
lipossomas stealth — que consistem em lipossomas conjugados com um polimero
hidrofilico de cadeia longa, na grande maioria PEG. Este polimero permite estabilizar os
lipossomas uma vez que, ao torna-los mais hidrofilicos diminui a sua opsonizagao e
reconhecimento pelo MPS (Figura 16B). Esta estratégia ndo s6 diminui a captagdo e
aumenta o tempo de circulagdo e acumulagdo no local alvo (Drulis-Kawa &
Dorotkiewicz-Jach, 2010), como também diminui os efeitos adversos (Sercombe et al.,
2015). Por exemplo, estudos levados a cabo em K. pneumoniae e P. aeruginosa em
ratos mostram que a administragdo de ciprofloxacina livre duas vezes por dia em ratos,
obteve os mesmos resultados que ciprofloxacina lipossomal administrada apenas uma
vez por dia, verificando-se neste ultimo caso aumento da permanéncia € concentragao
no sangue e tecidos da ciprofloxacina lipossomal (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach,
2010).

Outro tipo de lipossomas sdao os lipossomas ativos ou lipossomas com ligandos
alvo. Estes oferecem a vantagem de veicular os fArmacos ao local onde sdo necessarios
através da utilizacdo de ligandos especificos. Aqui, varios tipos de ligando podem ser
utilizados, tais como anticorpos, péptidos/proteinas e carbohidratos (ver Figura 16C). A
utilizacdo de anticorpos, especialmente monoclonais, cria os chamados
imunolipossomas e representam um dos ligandos mais versateis que podem ser
conjugados a superficie dos lipossomas. Uma das vantagens dos anticorpos
monoclonais ¢ a sua estabilidade e a sua forte avidez para os recetores alvo devido a
presenca de dois locais de ligagao na molécula (Sercombe et al., 2015).

Além dos trés tipos de lipossomas acima referidos, uma nova geracdo de
lipossomas surgiu, que utiliza uma combinacdo de caracteristicas dos outros trés tipos
para potenciar o seu efeito, que sdo os lipossomas terandsticos (Figura 16D), que
combinam a possibilidade de diagnostico e de tratamento na mesma vesicula. Estes
geralmente consistem numa nanoparticula com um ligando alvo, imagem e elemento

terapéutico (Patra et al., 2018).
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Figura 16 - Representagdo esquematica dos diferentes tipos de lipossomas: (A) Lipossomas
convencionais - lipossomas constituidos por uma bicamada lipidica que pode ser composta por
fosfolipidos cationicos, anidnicos ou neutros e colesterol, rodeando um nucleo aquoso. Tanto a bicamada
lipidica como o nucleo aquoso podem incorporar farmacos hidrofobicos e hidrofilicos respetivamente; (b)
Lipossomas peguilados — lipossomas com a sua superficie estabilizada estericamente através da adigdo de
polimeros hidrofilicos como PEG; (c¢) Lipossomas com ligandos-alvo — lipossomas que podem ter
conjugados na sua superficie ligandos ativos como anticorpos, péptidos, e carbohidratos que permitem
uma vetorizagdo ativa; (d) Lipossomas terandsticos — lipossomas que podem incorporar caracteristicas
dos trés tipos anteriores. Adaptado de Sercombe et al (2015).

4.1.2. Métodos de preparacio

A utilidade dos lipossomas numa ampla gama de aplicagdes determina a
importancia do desenvolvimento de métodos de produgdo cada vez mais robustos (Van
Swaay & Demello, 2013). Existem varios métodos de preparacdo de lipossomas que
originam vesiculas que divergem no tamanho e caracteristicas. A evaporagao da fase
reversa, reidratagdo e desidratagdo, injecdo de etanol, injecdo de éter e hidratacdo do
filme lipidico (método mais reportado) sdo alguns desses métodos (Nunes, 2015).

A hidratacao do filme lipidico € o método mais reportado na preparagdo de
lipossomas e consiste na dissolu¢do dos lipidos num ou mais solventes organicos, o qual
¢ seguidamente removido por evaporagdo rotativa, formando um filme lipidico
(Bulbake et al., 2017). Posteriormente, o filme lipidico ¢ hidratado com um solvente

aquoso, sob agitacdo vigorosa, favorecendo a formag¢dao de MLV com diferentes
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tamanhos e numero de camadas. No caso de o farmaco ser hidrofilico, este ¢é
incorporado na solugdo tampao, por outro lado, se for lipofilico ¢ dissolvido na mistura
lipidica (Bozzuto & Molinari, 2015; Nunes, 2015).

Para garantir o tamanho, o nimero de camadas e a homogeneidade desejados dos
lipossomas produzidos com as técnicas mencionadas, € necessario que haja um
processamento pds-formacdo (Bozzuto & Molinari, 2015). Técnicas como extrusiao
(homogeneizadores de alta pressdo), sonicacdo e homogeneizagdo sdo alguns dos
métodos mais comuns para o processamento pos-formagao para controlar o tamanho e a

distribuicdo de tamanhos dos lipossomas (Bulbake et al., 2017; Jesorka & Orwar, 2008)
(ver Figura 17).
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Filme lipidico seco foligio Hidratagdo
aquosa

Figura 17 - Figura ilustrativa dos métodos de preparacdo de lipossomas e diferentes métodos pos-
formacdo para controlar o tamanho e distribuicdo dos mesmos. Adaptado de Nunes (2015).

A sonicacao ¢ utilizada para reduzir o tamanho das vesiculas. Isso pode ser obtido
aplicando ultrassons as suspensdes de MLV. As pequenas ULV resultantes sdo

purificadas por ultracentrifugacdo. O método de extrusdo por membrana reduz o
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tamanho dos lipossomas (ULV ou MLV grandes) através da passagem por um filtro de
membrana com um tamanho de poro definido. A homogeneizagdo de alta pressdo ¢ um
processo mecanico de fluidos que envolve a subdivisdo de vesiculas em tamanhos
menores e ocorre numa valvula de homogeneizagdo especial (Bozzuto & Molinari,
2015). A Figura 18 mostra algumas das diferentes técnicas de preparagdo de lipossomas

organizados por nimero de lamelas e tamanho.

Métodos de
preparacio Métodos de preparaciao unilamelares
multilamelares

Cliclos de
congelamento- . .
descongelamento Rehidratagdo

Extrusao Rehidratacio Eletroformagao

Fragmentagdo sonica

Hidratacao do filme de alta energia
lipidico
Evaporagao de fase o .

reversa Homogeneizagdo de Extrusio Hidratagao por
alta pressao pelicula solida

Injecdo de solvente Evaporacao de fase
reversa

Injecdo de solvente

Figura 18 - Algumas das técnicas de preparagdo para diferentes tipos de lipossomas categorizados por
nimero de lamelas e tamanho. Vesiculas MLV podem ser transformadas em unilamelares por meios
mecanicos. Abreviaturas: GUV — vesiculas unilamelares gigantes; LUV — vesiculas unilamelares grandes;
SUV — vesiculas unilamelares pequenas. Adaptado de Jesorka & Orwar (2008).

4.1.3. Vias de administracio

Sao varias as vias de administragdo que podem ser utilizadas nos antibidticos
lipossomais, podendo estas ser classificadas como invasivas (intraperitoneal,
intramuscular, intravitrea, intravenosa) ou ndo invasivas (percutinea, oral, inalatdria)
(Nunes, 2015).

Dentro das vias invasivas, a via intravenosa ¢ a mais utilizada para a veiculacao de
farmacos lipossomais (Brooks & Brooks, 2014).

A via intraperitoneal ndo ¢ muito reportada em humanos, sendo mais frequente a
sua utilizacdo em animais (Nunes, 2015). As inje¢des intramusculares sdo bastante

utilizadas para administrar antibidticos livres, mas ndo muito para farmacos
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lipossomais. Também a via intravitrea para farmacos livres requer injecdes frequentes, o
que causa hemorragias na retina e torna pobre a adesdo a terapéutica, tornando os
lipossomas uma boa alternativa tendo em conta as suas caracteristicas (que permitem
uma libertagdo de farmaco prolongada com diminui¢cao do nimero de injegdes). Assim
sendo, a via mais utilizada é efetivamente a via intravenosa, existindo nesta a
desvantagem da rapida captagdo pelo MPS e o facto de as vesiculas necessitarem de ter
um tamanho entre 100 a 200 nm (Nunes, 2015), conforme discutido anteriormente.

Relativamente as vias nao invasivas, a via de administragdo por inalagdo ¢ a mais
frequente nos antibidticos lipossomais, através da utilizacdo de pds secos (através de
inaladores) ou de formulagdes liquidas (através de nebulizadores ou inaladores
pressurizados) (Nunes, 2015). Administrar fArmacos destinados aos pulmdes por via
sistémica torna-se invasivo e potencialmente toxico para os restantes 6rgdos, dada a
necessidade de concentragdes mais elevadas para poderem atingir os pulmdes (Huh &
Kwon, 2011). Por via pulmonar, os farmacos encapsulados podem ser libertados
diretamente no pulmao, o que se torna muito util em doengas respiratorias, tornando os
farmacos mais eficazes em doses mais baixas, reduzindo a sua toxicidade (Nunes,
2015).

A administracdo percutdnea € atrativa, uma vez que ¢ indolor, tem uma boa
relagdo custo-beneficio, ndo necessita de dispositivos para aplicagdo e permite
geralmente uma boa adesdo a terapéutica. Os lipossomas melhoram a penetragdo dos
agentes na pele, mas ndo a permeacdo nas camadas epidérmicas inferiores (Jesorka &
Orwar, 2008). O caso da clindamicina lipossomal ¢ exemplificativo, pois ja demonstrou
aumentar a eficdcia, no tratamento da acne vulgaris, devido ao incremento da

penetracao na pele (Nunes, 2015).

4.1.4. Farmacocinética

Uma das vantagens dos lipossomas consiste na libertacdo gradual e constante de
farmaco, o que permite manter o mesmo na concentracdo pretendida, mais
concretamente, acima da concentracdo minima inibitéria (MIC), durante um maior
periodo de tempo (Nunes, 2015). Quando um lipossoma interage com uma célula, a
libertagdo do farmaco e a sua distribui¢do na célula alvo podem ocorrer de varias formas

(Figura 19). Os lipossomas podem adsorver na membrana das células, onde a bicamada
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lipidica dos mesmos ¢ degradada por enzimas ou por tensdo mecanica. Este processo
leva a libertag@o dos farmacos ativos no fluido extracelular, onde eles se podem difundir
através da membrana celular para a célula alvo. Uma outra maneira requer a fusdo da
membrana do lipossoma com a membrana plasmatica da célula-alvo: esse mecanismo
permite a libertacdo do conteudo do lipossoma diretamente no citoplasma da célula
alvo. O terceiro e mais frequente mecanismo ¢ a endocitose mediada por receptores.
Quando os lipossomas sdo de maiores dimensdes, sdo fagocitados por células
especializadas do sistema imunitario, como macrofagos, monoécitos e células de

Kupffer.

s -
O Lipossoma ap2 Farmaco

Figura 19 - Interacdo lipossoma-célula. Os lipossomas carregados com o farmaco interagem com a célula
ligando-se a sua superficie (A). A absor¢do pela membrana plasmatica também pode ocorrer através de
interagdes eletrostaticas (B). A veiculagdo do farmaco pode ocorrer de diferentes modos. Os lipossomas
fundem com a membrana plasmatica e libertam o farmaco dentro da célula (C). Apds interagdo com a
célula, a estrutura do lipossoma pode ser afetada e o farmaco acaba por ser libertado (D). Também a troca
de lipidos ca bicamada lipidica do lipossoma com a membrana celular pode ocorrer (E). Os lipossomas
podem ser internalizados por endocitose (F). Os endossomas podem fundir com os lisossomas (G), e neste
caso o baixo pH induz a degradagdo da membrana do lipossoma e o farmaco ¢ libertado. Por fim, os
lipossomas também podem libertar o firmaco apds fusdo ou destabilizagdo da vesicula endocitica (H).
Adaptado de Bozzuto & Molinari (2015).

Os lipossomas, apesar de mimetizarem as membranas biologicas, sao
reconhecidos como corpos estranhos pelo sistema imunoldgico e acabam por ser
opsonizados, processo através do qual ocorre a fixagdo de moléculas que auxiliam no

reconhecimento e captura pelo MPS (Nunes, 2015). Durante a circulagdo no sangue, os
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lipossomas interagem com proteinas plasmaticas, como opsoninas, HDL ¢ LDL. As
opsoninas incluem imunoglobulinas e fibronectinas, que ajudam o MPS a reconhecer e
eliminar os lipossomas, enquanto as proteinas HDL e LDL interagem com os
lipossomas, reduzindo a sua estabilidade devido a transferéncias e rearranjos de lipidos
na membrana do lipossoma, que conduz a sua rutura e consequente libertagdo do
farmaco (Bozzuto & Molinari, 2015; Patra et al., 2018). No entanto, esta libertagcdo
causada pela opsonizagdo pode ser 1til no caso de infe¢des por bactérias intracelulares
(Nunes, 2015) ou quando a infe¢do envolve os 6rgaos associados ao MPS (ver abaixo),
onde a rapida captacao dos lipossomas reduziu substancialmente sua distribuicao a
outros tecidos (Allen & Cullis, 2013; Bozzuto & Molinari, 2015).

O MPS ¢ o principal local onde os lipossomas se acumulam apds a sua
administracdo sistémica, sendo os principais 0rgdos associados o figado, bago, rins,
pulmdes, medula 6ssea e nddulos linfaticos. Dentro desta miriade, o figado ¢ o principal
responsavel pela captagdo de lipossomas, seguido do bago. Esta captagdo ¢ feita pelos
macrofagos, secundariamente a opsonizagdo, ¢ ocorre devido aos espagos existentes na
sua microvasculatura, que exibem poros com diametros compreendidos entre os 100 e
os 800 nm, permitindo o extravasamento e subsequente remocdo da circulagdo da
maioria dos lipossomas (Sercombe et al., 2015).

A opsonizagdo pelas proteinas séricas depende de fatores como tamanho,
estabilidade e carga superficial. Lipossomas grandes e/ou negativamente carregados sao
eliminados mais rapidamente quando comparados com lipossomas pequenos e neutros
ou positivamente carregados (Sercombe et al., 2015). Varios estudos demonstram que
lipossomas inferiores a 100 nm de didmetro exibem menor interacdo com as proteinas
plasmaticas, evitam a captura pelo MPS, apresentam maior tempo de circulagdo e
acumulam mais farmaco no local de inflamagdo; ja os lipossomas maiores foram
eliminados mais rapidamente da circulacio e ndo escaparam ao MPS (Bozzuto &
Molinari, 2015). Também as vesiculas rigidas ou electricamente neutras t€m um maior
tempo de circulagdo quando comparadas com vesiculas mais fluidas ou com carga
elétrica, embora estas ultimas apresentem maior atividade antibacteriana. (Nunes,
2015).

E ainda importante referir que todos os lipossomas estdio sujeitos ao efeito EPR,
com os lipossomas peguilados a terem uma vantagem, devido a clearance reduzida pelo

MPS e consequentemente maior tempo de circulagdo (Sercombe et al., 2015), o que
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aumenta a biodisponibilidade do farmaco, dando tempo suficiente aos farmacos para
transvasarem e chegarem ao seu local de acdo (Kraft, Freeling, Wang, & Ho, 2014).

A par disto, a peguilagdo dos lipossomas mostrou aumentar drasticamente a sua
estabilidade e tempo de circulacao apos administracdo IV, pois as vesiculas ficam quase
“invisiveis” para os macrofagos, evitando a sua captagdao (Bozzuto & Molinari, 2015).
Conforme mencionado anteriormente, de facto, o PEG ¢ um polimero linear
biocompativel, soluvel em meio aquoso, ndo téxico, muito pouco imunogénico, € com
boa cinética de eliminagdo que pode aumentar o tempo de semivida dos farmacos até 45
horas. Este protege os lipossomas do MPS ao tornarem o lipossoma mais hidrofilico,
impedido a sua interagdo com outras moléculas. O PEG previne também agregagdo e

potencia o efeito EPR (Bozzuto & Molinari, 2015).

4.1.5. Acao em bactérias intracelulares

Um dos problemas encontrados na veiculagdo de farmacos prende-se com a
necessidade de veiculacdo intracelular, dada a reduzida atividade do antibidtico no
ambiente rico em acidos e enzimas dos endossomas e lisossomas (Allen & Cullis, 2013)
e a sua baixa captura pelas células fagocitarias (Nunes, 2015). Ora estes fatores,
associados ainda ao aumento exponencial das resisténcias, fazem com que o tratamento
deste tipo de infecdes obrigue a utilizagdo de combinagdes de antibidticos durante
longos periodos de tempo, o que acarreta desvantagens a nivel de toxicidade e adesdo a
terapéutica (Nunes, 2015). Neste campo, a aplicacdo de lipossomas como um sistema de
veiculagdo de antibidticos a alvos intracelulares tem sido amplamente estudada e
bastante bem-sucedida (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010). Microrganismos
intracelulares como Mycobacterium tuberculosis, Chlamydophila pneumoniae,
Legionella pneumophila e Listeria monocytogenes sdo captados pelos macréfagos
alveolares, multiplicam-se intracelularmente e sdo resistentes a varios antibidticos (Huh
& Kwon, 2011). Estudos reportam a erradicagdo de Listeria monocytogenes utilizando
ampicilina encapsulada em lipossomas, que foi rapidamente fagocitada por macrofagos
(Nunes, 2015).

Também gentamicina encapsulada em lipossomas foi utilizada para tratar infe¢des

por brucelose, tendo-se verificado que os lipossomas foram captados pelo MPS no
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figado e bacgo, levando a uma diminui¢ao do nimero de bactérias nos tecidos desses
orgados (Nunes, 2015).

Paralelamente, a vancomicina demonstrou uma melhoria significativa no
tratamento de infegdes por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
(Nunes, 2015).

De um modo geral, no tratamento de infecdes causadas por bactérias
intracelulares, os lipossomas provaram melhorar a retencdo dos farmacos nos tecidos
alvo, proporcionaram uma libertacao sustentada dos mesmos, diminuiram a toxicidade e
aumentaram a concentracao no local da infe¢do (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach,

2010).

4.1.6. Vantagens e desvantagens

As formulacdes lipossomais apresentam vantagens Uinicas que as tornam uma boa
aposta para o combate a resisténcia bacteriana. Estas aumentam a eficacia e indice
terapéutico dos farmacos, aumentam a estabilidade dos mesmos através da
encapsulacdo, apresentam reduzida toxicidade, sdo biocompativeis, biodegradaveis, nao
imunogénicas, diminuem a exposi¢ao de 6rgaos e tecidos sensiveis a farmacos toxicos e
permitem vetorizar o firmaco ao local alvo (Patra et al., 2018; Akbarzadeh et al., 2013;
Jesorka & Orwar, 2008). No entanto, apesar das irrefutdveis vantagens, existem também
algumas desvantagens associadas aos lipossomas, que os impedem de serem utilizados
como seria desejado. Algumas dessas desvantagens sdo a baixa estabilidade quimica e
fisica, baixa solubilidade, dificuldade na esterilizacdo, toxicidade, custo elevado,
complexidade do equipamento e possivel desenvolvimento de reacdes alérgicas (Jesorka
& Orwar, 2008; Nunes, 2015; Akbarzadeh et al., 2013).

A instabilidade dos lipossomas pode ser dividida em quimica ou fisica e depende
essencialmente da composi¢do lipidica, das condigdes de armazenamento e da
temperatura (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010). A instabilidade quimica pode
ocorrer devido a hidrélise das ligagdes ésteres ou oxidagdo e/ou peroxidacdo de cadeias
insaturadas de lipidos dos lipossomas, podendo ocorrer em fosfolipidos tanto naturais
como sintéticos (Nunes, 2015). Por outro lado, a instabilidade fisica conduz a uma
libertagdo precoce dos farmacos ou a agregagdo e/ou fusdo dos lipossomas, formando

particulas de maiores dimensdes, o que acaba por influenciar a sua farmacocinética e
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consequentemente, o seu indice terapéutico (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010;
Nunes, 2015). A estabilidade das vesiculas lipossomais pode ser aumentada através da
adi¢do de colesterol, que permite estabilizar a membrana (Drulis-Kawa et al., 2006a;
Gubernator et al., 2007).

Um aspeto extremamente importante na preparacdo de medicamentos ¢ a sua
esterilidade. A esterilizacdo dos lipossomas constitui uma condicionante para a sua
utilizagdo, uma vez que os seus processos tém problemas associados. Os procedimentos
de esterilizagdo para antibioticos lipossomais nao podem envolver o uso de calor,
radiagdo ou agentes quimicos, dado que os lipidos sdo muito sensiveis a altas
temperaturas e sofrem facilmente oxidacdo e hidrélise (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-
Jach, 2010). Um método util para a esterilizacdo dos lipossomas ¢ a filtragdo mecanica,
aplicavel apenas para lipossomas com tamanho inferior as células bacterianas, tendo
ainda o problema de ndo garantir a eliminacdo de particulas virais dado o reduzido
tamanho destas (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010).

Como ja foi referido, embora os lipossomas sejam biocompativeis, ¢-lhes
associada alguma toxicidade no caso de lipossomas carregados e vazios, devido a
presenca de carga elétrica lipossomal e de solventes organicos volateis, ao contrario do
que se verifica com lipossomas neutros.

Para além do custo bastante elevado, os métodos de preparagdo de lipossomas tém
uma eficiéncia de encapsulacdo limitada (Brooks & Brooks, 2014), o que torna a
aplicacdo destes bastante mais dispendiosa do que o tratamento com antibidticos
convencionais.

Por acréscimo, os métodos de preparacdo de lipossomas a escala laboratorial sao
extremamente complexos e dispendiosos, dificultando a transposi¢do de escala para a

preparacdo industrial (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010).

4.1.7. Testes realizados em bactérias resistentes

Os lipossomas sdo capazes de superar alguns dos mecanismos de resisténcia das
bactérias. Acredita-se que essa propriedade derive da sua estrutura semelhante a
membrana celular, pois além de permitirem uma diminuigdo da captagdo do farmaco em
questdo, estes fundem-se com a membrana e veiculam o firmaco em elevadas doses

diretamente ao local de infegdo, saturando as bombas de efluxo e contornando um
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mecanismo primdrio de resisténcia bacteriana. (Brooks & Brooks, 2014; Pelgrift &
Friedman, 2013). Paralelamente, a incorporacdo de firmacos em lipossomas confere
maior e mais rapida atividade antibacteriana, o que resulta na morte das bactérias antes
que estas possam desenvolver mutagdes que confiram resisténcia aos antibioticos
(Pelgrift & Friedman, 2013). Existem varios estudos que comprovam a maior eficacia
de antibidticos encapsulados em lipossomas no tratamento de infe¢des causadas por
bactérias resistentes assim como uma diminui¢do da toxicidade associada ao farmaco
livre (Ismail & Gopinath, 2017).

Por exemplo, a administragdo sistémica de polimixina B, antibidtico eficaz no
controlo de infecgdes por P. aeruginosa, ¢ limitada devido a seus efeitos adversos
toxicos como nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio neuromuscular (Huh & Kwon,
2011). Estudos demonstram que polimixina B incorporada em lipossomas apresenta
uma atividade antibacteriana aumentada contra P. aeruginosa resistente devido a
disrup¢des na membrana externa da bactéria (Pelgrift & Friedman, 2013), verificando-
se também uma redugdo drastica dos efeitos colaterais desta (Huh & Kwon, 2011).

O mesmo acontece com os aminoglicosideos (Pelgrift & Friedman, 2013). Os
lipossomas carregados com aminoglicosideos interagem com a membrana externa de P.
aeruginosa multirresistente, levando a alteracdes nocivas na membrana. Quando o
lipossoma se funde com a célula bacteriana, sdo libertadas elevadas doses de farmaco na
mesma, saturando as bombas de efluxo e suprimindo a resisténcia (Huh & Kwon,
2011).

Também a encapsulacao de vancomicina e teicoplaninas em lipossomas aumentou
a atividade bactericida contra MRSA (Pelgrift & Friedman, 2013). Num estudo em que
¢ testada a eficdcia da vancomicina lipossomal contra MRSA, verificou-se que a
vancomicina livre € incapaz de eliminar as bactérias, pelo facto de ter uma reduzida
penetracao nas células fagocitarias (Nunes, 2015). Por outro lado, a utilizagdo de
vancomicina encapsulada em lipossomas convencionais apresentou uma concentracao
de antibidtico, no meio intracelular dos macrdofagos, suficiente para exercer efeito
bactericida contra MRSA. No entanto, lipossomas sfealth ndo surtiram efeito em
MRSA, provavelmente devido a fagocitose mais demorada, por efeito do PEG (Nunes,

2015).
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4.1.8. Testes realizados em bactérias suscetiveis

A utiliza¢do de tratamentos de sucesso em bactérias sensiveis € tdo importante
como a sua eficdcia nas bactérias resistentes, pois antibioticos encapsulados ao terem
uma maior eficacia comparativamente aos antibioticos na sua forma livre, permitem um
aumento da concentracdo intracelular de farmaco e uma diminuicao da MIC, gerando
uma menor probabilidade no desenvolvimento de resisténcias (Nunes, 2015).

Por exemplo, um estudo levado a cabo por Kim & Jones (2004), relata que a
inibicao do crescimento de S. aureus por lipossomas cationicos contendo no seu interior
benzilpenicilina encapsulada foi possivel recorrendo concentragdes mais baixas do
farmaco quando comparados com o farmaco livre.

Verificou-se também noutro estudo que a ciprofloxacina lipossomal ¢ rapidamente
eliminada do sangue, mas que o fAirmaco permanece no figado e no baco pelo menos
48h apds a ultima administracdo, o que sugere que a ciprofloxacina lipossomal pode ser
uma terapia eficaz para a infe¢do por Salmonela (Magallanes, Dijkstra, & Fierer, 1993).

Também para a amicacina lipossomal foi relatada uma distribuicdo alterada, bem
como um tempo de semivida significativamente aumentado (Gangadharam et al., 1991).

Ainda a gentamicina e a ceftazidima lipossomais demonstraram maior tempo de
circulacao e vetorizacao ao local da infe¢do (Bakker-Woudenberg, Ten Kate, Stearne-

Cullen, & Woodle, 1995).

4.1.9. Farmacos que beneficiam da abordagem

A amicacina encapsulada em lipossomas possui um elevado potencial, como se
tem vindo a verificar em diversos estudos (Hickey, 2014).

Num dos estudos efectuados com a amicacina lipossomal MiKasome® (NeXstar
Pharmaceuticals, EUA) destinada a erradicacio de micobactérias, realizado em
pacientes com tuberculose multirresistente durante 11 semanas verificou-se que
MiKasome® foi bem tolerado e permitiu uma acumulagdo até 30 vezes maior quando
comparado com amicacina livre. O tempo de eliminagdo foi de 180 horas para o
MiKasome®, enquanto amicacina livre foi eliminada em 6 horas. Concluiu-se assim,
que a administracdo de amicacina lipossomal foi benéfica, exibiu menor toxicidade e

ndo gerou resisténcia aos antibidticos (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010).
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Também em 2009 foram iniciados os ensaios clinicos para amicacina lipossomal
Arikayce™ (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010), amicacina lipossomal em
suspensdo para inalagdo (Kaufman, 2019). No dia 28 de Setembro de 2018 Arikayce™
foi aprovado na Nova Jérsia pela FDA, produzido pela farmacéutica Insmed,
Bridgewater, com indicagdo para tratamento de adultos infetados por Mycobacterium
avium complex como parte de um regime terapéutico combinado, em doentes que apds
tratamento minimo de 6 meses ndo obtiveram culturas negativas de expetoragdo ao fazer
o regime terapéutico normal (Kaufman, 2019). Dado que ¢ indicado no tratamento de
infegdes bacterianas graves (Bulbake et al., 2017), este deve ser utilizado apenas em
ultimo caso (Kaufman, 2019).

A Aradigm Company (Hayward, Califérnia) produziu Pulmaquin, uma
formulacao lipossomal de ciprofloxacina para o tratamento de infecdes em pacientes
com bronquiectasias ndo-FC. Em 2008, a segunda fase de ensaios clinicos foi realizada
na Australia, Nova Zelandia e Reino Unido com pacientes com FC e com pacientes com
bronquiectasia ndo FC infectados por P. aeruginosa (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-
Jach, 2010), e em 2016 foi iniciada a 3* fase dos ensaios clinicos (Cipolla, Blanchard, &
Gonda, 2016).

Também o hidrogel contendo doxiciclina monoidratada (NanoDOX®) para o
tratamento da dermatite atdopica com infecdes de pele associadas se encontra
atualmente em ensaios clinicos de fase II. Um estudo piloto de 6 semanas
recentemente concluido revelou a seguranca e a eficicia clinica do NanoDOX®
Hydrogel na dermatite atopica com infe¢des bacterianas associadas. O medicamento
em investigacdo foi bem tolerado, nenhum evento adverso local ou sistémico devido
ao medicamento em investiga¢do foi relatado durante o estudo, mas uma melhora
clinica significativa foi observada (“ID — nanopharmaceutics.com,” s.d.).

Gentamicina inalada (solu¢do de inalacio NanoGENT ™) ¢ outro farmaco que
estd atualmente a ser desenvolvida para veiculacdo direta aos pulmodes em casos de
tuberculose (TB) e outras infe¢des gram-positivas, encontrando-se em ensaios
clinicos de fase II. A gentamicina inalada foi testada num modelo murino infetado
com tuberculose, tendo-se verificado que os tratados com gentamicina em aerossol
mostraram cargas bacterianas pulmonares significativamente reduzidas e menos
granulomas em relacdo aos controlos nao tratados. Esses resultados sugerem que a

administracdo direta de antibidticos ao sistema respiratorio pode trazer beneficios
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terap€uticos aos regimes de tratamento convencional para o tratamento da TB
pulmonar (“ID — nanopharmaceutics.com,” s.d.).
A Tabela 2 resume alguns outros estudos que demonstram a eficacia da

encapsulacao de antibioticos em lipossomas.

Tabela 2 - Estudos que demonstram resultados da encapsulacao de antibioticos em lipossomas.

Farmaco Células alvo Resultados Referéncia
Neutrofilos e Concentragdo intracelular mais elevada e Yazar et al., 2006
Ampicilina monacitos maior tempo de retencao intracelular
(ovelha)
Macrofagos Aumento da concentracdo intracelular de Chono, Tanino, Seki,
Ciprofloxacina alveolares farmaco e dos seus efeitos antibidticos & Morimoto, 2008
(rato)
Macroéfagos Aumento da concentragdo de farmaco nos Vyas, Kannan, Jain,
Rifampicina alveolares pulmdes Mishra, & Singh,
2004
(rato)
Pseudomonas Diminui¢ao da contagem de coldnias Omri, Suntres, &
Polimixina B aeruginosa bacterianas no pulmao; diminuicao da lesdo Shek, 2002
pulmonar causada por bactérias
(rato)
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4.2. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas representam outra classe de nanoparticulas
emergente na veiculacdo de antibidticos (Gao et al., 2014), uma vez que estas sdo
frequentemente utilizadas para melhorar o valor terapéutico de varios farmacos,
melhorando a sua biodisponibilidade, solubilidade e tempo de reten¢ao (Kumari, Yadav,
& Yadav, 2010).

As nanoparticulas poliméricas apresentam um tamanho compreendido entre 10 e
1000 nm (Soppimath, Aminabhavi, Kulkarni, & Rudzinski, 2001) e sdo compostas por
uma matriz polimérica (Zazo et al., 2016) que pode ser constituida por polimeros
naturais (como alginato, albumina, quitosano, dextrano, heparina e hialuronato), ou
polimeros sintéticos (como poliésteres, policarbonatos, poliamidas e polipeptidos)
(Lombardo et al., 2019).

Estas podem ser preparadas através de varios métodos, sendo crucial definir e
controlar as condi¢des de sintese, pois as mesmas também afetam as caracteristicas das
nanoparticulas obtidas (Zazo et al., 2016).

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas em nanoesferas ou
nanocapsulas, dependendo da sua estrutura, o que se relaciona com o seu método de

preparagdo, tal como se encontra representado na Figura 20.

Farmac o
Encapsukado

ﬁan ucamk @

Farmacao Diferentes Farmaco adsorvido &
+ o> métodos de superficie
Polimero prepraragio .g
\‘ / Farmaco

encapsulado

MNan ::resfera

Farmaco adsorvido a
superficie

Figura 20 - Diferentes tipos de nanoparticulas poliméricas: de acordo com a sua organizagédo estrutural as

nanoparticulas podem ser classificadas em nanocapsulas ou nanoesferas, podendo o farmaco ser
encapsulado no seu interior, ou adsorvidos a sua superficie. Adaptado de Kumari et al (2010).
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Nanocapsulas sdo sistemas vesiculares heterogéneos em que o farmaco se
encontra encapsulado no seu interior, rodeado por uma membrana de polimero e a sua
libertagdo ¢ controlada pela difusdo do farmaco através da camada polimérica e,
portanto, a difusibilidade do farmaco através desse polimero ¢ um fator determinante da
sua capacidade de veiculagao (Rizvi & Saleh, 2018; Soppimath et al., 2001).

J& as nanoesferas sdo sistemas matriciais homogéneos em que o farmaco esta
disperso de modo uniforme em toda a matriz e ¢ libertado pela erosdo da matriz,
havendo uma rapida libertagao do farmaco (relacionada com a grande area de superficie
da nanoparticula), seguida por uma libertagdo controlada (Rizvi & Saleh, 2018;
Soppimath et al., 2001).

Dentro dos polimeros naturais, o quitosano ¢ o mais frequentemente utilizado
devido as suas propriedades mucoadesivas e antibacterianas e a facilidade com que este
pode ser modificado quimicamente (Zazo et al., 2016). Existem pelo menos quatro
métodos relatados para a preparagdo de nanoparticulas de quitosano como gelificagdo
ionotropica, microemulsdo, difusdo de solvente de emulsificagdo e complexo de
polieletrolitos (Kumari et al., 2010).

Dentro dos polimeros sintéticos, o mais comum ¢ o acido polilatico co-glicdlico
(PLGA), tendo ja varios sistemas de veiculacdo de farmacos compostos por PLGA sido
aprovados pela FDA (Zazo et al., 2016). Este sofre hidrolise no organismo dando
origem aos metabolitos biodegradaveis, acido latico e acido glicolico (Figura 21), e
pode ser preparado através de métodos como emulsificacdo espontinea, evaporagdo de

solvente, deposicao interfacial e nanoprecipitagao (Figura 22) (Kumari et al., 2010).
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Figura 21 - Metabolizacdo de PLGA, gerando dois produtos que sdo o acido latico e o acido glicolico,
que sdo metabolizados e eliminados do organismo por métodos naturais como o ciclo de Krebs. Adaptado
de Lombardo et al (2019).
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O método mais utilizado para a preparacao de nanoparticulas de PLGA ¢ a
nanoprecipitacao, onde o polimero dissolvido em acetona ¢ adicionado gota a gota na
fase aquosa em agitagdo continua, com ou sem emulsificante, ¢ em seguida a fase

organica ¢ evaporada sob pressao reduzida (Kumari et al., 2010).

Polimerc + solvente Fase aguosa
organico (parciaimente | com
miscivel em agua) estabilizador
A Homogeneizagao
Emulsdo o &
Difusdo
Sonicagao

Evaporagdo de |

solvente r Fase aquosa|
Polimero + solvente St

Polimero U o
organico (imiscivel —>| it
estabilizador

PLGA

_

em agua) -
Adigdo
Nanopreci— gota a
tagdo
i gota Evaporagio do

. Fase aquosa
Polimero + acetona
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com solvente organico
—

estabilizador

Figura 22 - Diferentes métodos de sintese de nanoparticulas de PLGA. Estas particulas sdo
essencialmente sintetizadas por difusdo emulsdo, evaporacdo de solvente e nanoprecipitagdo. Adaptado de
Kumari et al (2010).

Outros tipos de polimeros sintéticos sao por exemplo o acido polilatico (PLA),
que ¢ um material biocompativel e biodegradavel que sofre cisdo para dar origem a
acido latico como intermediério natural no metabolismo de carbohidratos (Kumari et al.,
2010). As nanoparticulas de PLA sdo preparadas essencialmente por evaporacdo de
solvente, deslocamento de solvente e difusdo de solvente. Por outro lado, a poli-e-
caprolactona (PCL) ¢ degradada pela hidrélise das suas ligagdes éster em condigdes
fisiolégicas. As nanoparticulas de PCL sdo preparadas principalmente por
nanoprecipita¢do, deslocamento de solvente e evaporacdo de solvente (Kumari et al.,
2010). Os poli-alquil-cianoacrilatos (PAC) sdao também polimeros biodegradaveis e
biocompativeis que sao degradados pelas esterases em fluidos bioldgicos; no entanto,

estes produzem alguns produtos toxicos que estimulam ou danificam o sistema nervoso
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central, o que faz com que este polimero ndo esteja autorizado para utilizagdo em
humanos (Kumari et al., 2010).

Tal como acontece com os lipossomas, também as nanoparticulas poliméricas
podem transportar farmacos hidrofilicos e hidrofobicos (Zazo et al., 2016), e através de
técnicas de emulsdo, moléculas de farmaco hidrofobicas e hidrofilicas podem ser co-
encapsuladas no polimero. Como resultado, varios sistemas de nanoparticulas
poliméricas foram relatados para a veiculagdo de combinagdes de antibidticos (Gao et
al., 2014).

O farmaco pode ser colocado no sistema de nanoparticulas através de dois
métodos: (a) Incorporagdo do farmaco no momento da producdo da nanoparticula
(método de incorporacdo) ou (b) adsor¢do do farmaco apds a sintese da nanoparticula
incubando o transportador com uma solu¢do concentrada contendo o farmaco em
questao (técnica de adsor¢ao/absor¢ao) (Kumar et al., 2017).

Entre as vantagens das nanoparticulas poliméricas destacam-se a sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade, libertagdo controlada do fArmaco, assim como
facilidade no seu design e preparacdo e eficacia na veiculacdo de principios ativos ao
local desejado, bem como a sua versatilidade (Lombardo et al., 2019; Kumar et al.,

2017; Gutiérrez et al., 2017).

4.2.1. Farmacocinética

A taxa de libertacdo do farmaco depende da sua solubilidade, da sua difusdo na
matriz polimérica, da degradacdo da matriz e da combinagdo dos processos de
degradacgdo/difusdo (Kumar et al.,, 2017). Assim, a solubilidade, difusdo e
biodegradac¢ao da matriz condicionam o processo de libertagdo do farmaco. No caso das
nanoesferas, em que o farmaco ¢ distribuido homogeneamente, a libertacdo ocorre por
difusdo ou degradagdo da matriz. Quando o farmaco se difunde mais rapidamente do
que a matriz se degrada, diz-se que a libertagdo ¢ controlada por erosdo (Kumar et al.,
2017; Kumari et al., 2010).

Também as nanoparticulas poliméricas podem ser vetorizadas ativamente ou
passivamente. Na vetorizagdo passiva, as nanoparticulas acumulam-se nos locais
inflamados devido as falhas na vasculatura, e na vetorizagdo ativa, as nanoparticulas

tém conjugados na sua superficie ligandos-alvo capazes de interagir com o tecido
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circundante (Kumari et al., 2010). Para aumentar a estabilidade e a circulagdo sistémica
a longo prazo das nanoparticulas, a sua superficie pode ser modificada.

O MPS elimina as NP da corrente sanguinea com eficiéncia, a menos que as
particulas sejam preparadas para contornar o reconhecimento (Kumari et al., 2010).
Quando as nanoparticulas sdo administradas por via intravenosa, estas sao reconhecidas
como elementos estranhos pelo sistema imunoldgico e sdo fagocitadas. A
hidrofobicidade da superficie das nanoparticulas determina a adsor¢ao de componentes
sanguineos, como as proteinas do sangue (opsoninas), influenciando assim o destino das
nanoparticulas in vivo (Kumar et al., 2017).

Tal como nos lipossomas, ¢ possivel tornar a superficie mais hidrofilica para
evitar opsonizagao, através da adicdo de PEG, o polimero hidrofilico mais utilizado para
a modificacdo da superficie do PLA (hidrofoébico) e do PLGA, ou poli-vinil pirrolidona
(PVP), com vista a prolongar o seu tempo em circulagd@o e atingir o seu alvo terapéutico
(Lombardo et al., 2019). Particulas pequenas (<100 nm) com superficie hidrofilica t€ém

a maior capacidade de evitar o MPS (Kumari et al., 2010).

4.2.2. Farmacos que beneficiam da abordagem

A combinagdo de rifampicina e azitromicina, administrada em nanoparticulas de
PLGA, demostrou melhor eficdcia in vitro quando comparada com os farmacos livres,
no tratamento de infecao por clamidia resistente (Gao et al., 2014; Toti et al., 2011).

Nanoparticulas feitas de gliadina, uma proteina vegetal derivada do glaten de
trigo, foram utilizados para co-encapsular claritromicina e omeprazol, tendo mostrado
melhor eficdcia contra a bactéria H. pylori em ratos (Gao et al., 2014).

Além disso, as nanoparticulas de PLGA também foram usadas para
administracao oral de farmacos tuberculostaticos (Gao et al., 2014). Nesses estudos, trés
ou quatro farmacos de primeira linha, incluindo rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol, foram co-encapsulados dentro de nanoparticulas de PLGA através da técnica
de emulsao, e a formulagao resultante melhorou a atividade antibacteriana dos farmacos
(Gao et al., 2014).

Trés antibioticos de primeira linha no combate a tuberculose, rifampicina,
isoniazida e pirazinamida foram co-encapsulados em nanoparticulas de PLG. As

concentragdes terapéuticas nos tecidos foram mantidas por 9 e 11 dias, em contraste
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com os farmacos livres que foram eliminados do plasma dentro de 12 e 24 h apds a
administracao oral (Kumar et al., 2017).

Regra geral, os farmacos encapsulados em nanoparticulas poliméricas
apresentam-se mais eficazes do que os farmacos livres (Toti et al., 2011).

Estudos sugerem que a acumulagao intracelular em combinagdo com a libertagao
prolongada do fairmaco contribui para a maior eficacia dos antibidticos encapsulados em

nanoparticulas (Toti et al., 2011).
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4.3. Micelas poliméricas

As micelas poliméricas tém sido amplamente investigadas na veiculacdo de
farmacos. Estas consistem em nanoestruturas coloidais hidrofébicas constituidas por
polimeros (tais como poli-butilmetacrilato (PBMA), poliestireno (PLS), acido poli
latico (PLA), entre outros), que formam espontaneamente a estrutura micelar com um
nucleo aquoso quando ¢ atingida a concentracdo micelar critica (Figura 23). As
extremidades hidrofobicas e hidrofilicas formam o nucleo interno esférico e externo
respetivamente, e apresentam um tamanho geralmente compreendido entre 5 e 100 nm.

(Zazo et al., 2016; Patra et al., 2018; Gombotz & Hoffman, 2013).

Figura 23 - Micela polimérica (Lombardo et al., 2019).

Ao contrario de outros sistemas de nanoparticulas, estas apenas permitem a
incorporacdo de compostos ativos hidrofobicos encapsulados no seu nucleo, resultando
num aumento significativo da estabilidade e solubilidade para estes farmacos (Forier et
al., 2014), o que permite obter uma biodisponibilidade melhorada (Lombardo et al.,
2019; Anirudhan, Parvathy, & Nair, 2016) ao mesmo tempo que o involucro hidrofilico

torna todo o sistema soliivel em dgua e estabiliza o nucleo.
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4.3.1. Métodos de preparacio

Existem varios métodos de preparagdo de micelas poliméricas. O método de
evaporacao do solvente ¢ o mais utilizado. Neste método, o farmaco e o polimero sao
dissolvidos num solvente organico, formando-se um filme polimérico apos a
evaporagdo do solvente (S. S. Kesharwani, Kaur, Tummala, & Sangamwar, 2019). De
seguida, esse filme ¢ reconstituido numa fase aquosa, para obter micelas poliméricas
conjugadas com farmaco. Outros métodos utilizados sao o método da dissolugao direta,
método de didlise, método de evaporagdo do solvente em emulsdes de 6leo em agua,
liofilizacdo, método da dispersdo solida e método da separagdo de microfases (S. S.
Kesharwani et al., 2019).

Os farmacos sdo encapsulados nas micelas poliméricas por trés metodologias
distintas: como processo de dissoluc¢ao direta, processo de evaporagdo de solvente ou

processo de dialise (Patra et al., 2018).

4.3.2. Farmacocinética

A semelhanca do discutido anteriormente para os outros sistemas, também as
micelas poliméricas vao ser reconhecidas pelo sistema imunologico como corpos
estranhos que devem ser eliminados. Micelas com um tamanho pequeno (<200 nm)
reduzem a captagdo pelo MPS mantendo o efeito EPR em locais de infe¢do que
apresentam fragilidades a nivel dos tecidos (vetoriza¢do passiva) (Lombardo et al.,
2019; Patra et al., 2018).

Também as micelas poliméricas podem beneficiar igualmente de vetorizacdo ativa
(S. S. Kesharwani et al., 2019), através da introducdo de ligandos especificos da
molécula alvo.

As micelas poliméricas apresentam diversas vantagens como a facilidade de
preparacdo, tamanho de particula pequeno e uniforme, elevada capacidade de
encapsulacdo de medicamentos e libertacdo sustentada do farmaco (Anirudhan,
Parvathy & Nair, 2016), baixo risco de toxicidade (porque se degradam em cadeias
poliméricas tnicas que podem ser facilmente excretadas e ndo apresentam toxicidade),

sdo mais simples em comparacdo com lipossomas e NP poliméricas, possuem maior
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estabilidade e biocompatibilidade, sendo ainda sistemas de custo inferior (Zazo et al.,

2016).

4.3.3. Farmacos que beneficiam da abordagem

Um estudo realizado em 2016 investigou a capacidade de micelas poliméricas
transportarem uma cefalosporina, cefixime, tendo-se verificado uma melhoria das
propriedades do antibidtico quando comparado com este livre, o que leva a crer que as
micelas poliméricas sejam uma boa alterativa para a libertacdo sustentada de farmacos
hidrofébicos (Anirudhan et al., 2016).

Um outro estudo recente testou a eficicia de rifampicina encapsulada em micelas
poliméricas para inalagdo contra Mycobacterium tuberculosis. As micelas com a
rifampicina encapsulada demonstraram uma libertacao sustentada do farmaco, atividade
microbicida melhorada in vitro e acumulacao pulmonar in vivo das micelas por 24 horas
(Grotz et al., 2019).

No geral, esta nova formulagdo representa uma plataforma nanotecnologica

atraente para uma potencial terapia da tuberculose por via inalatdria (Grotz et al., 2019).
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4.4. Dendrimeros

Os dendrimeros surgiram como um dos sistemas de veiculagdo de farmacos mais
promissores nos dias de hoje, devido a sua capacidade de atravessar as membranas
celulares (P. Kesharwani, Jain, & Jain, 2014). Estes consistem em estruturas de tamanho
nanométrico (1 a 1000 nm) (P. Kesharwani et al., 2014), com uma estrutura bem
definida e homogénea, que contém unidades de ramificagdo simétricas e concéntricas
(denominadas geragdes) ligadas covalentemente a um nucleo central (Abbasi et al.,
2014; Huang & Wu, 2018; Sherje, Jadhav, Dravyakar, & Kadam, 2018; Lombardo et
al., 2019).

Um dendrimero consiste tipicamente em trés dominios distintos (Figura 24): (i)
um nucleo no centro do dendrimero que consiste num atomo ou molécula; (ii)
ramificagdes, provenientes do nucleo, que se denominam “geracdes” (iii) muitos grupos
funcionais terminais, geralmente localizados na superficie da arquitetura dendritica (P.
Kesharwani et al., 2014). Esses grupos de superficie sdo essenciais na determinacio das
propriedades das macromoléculas dendriticas (P. Kesharwani et al., 2014; Chauhan &
Kaul, 2018; Huang & Wu, 2018; Malkoch, Malmstrom, & Nystrom, 2012).

O tamanho dos dendrimeros aumenta a medida que aumenta o numero de
geragdes dos mesmos, sendo na sua maioria, semelhantes a varias estruturas biologicas.
Por exemplo, os dendrimeros PAMAM de 5,0 G (geragdes) tém aproximadamente o

mesmo tamanho e formato da hemoglobina (5,5 nm de didmetro) (P. Kesharwani et al.,

2014).
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Figura 24 - Figura ilustrativa de um dendrimero e das suas caracteristicas estruturais. Adaptado de
Malkoch et al (2012).
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Tal como acontece com os lipossomas, também os dendrimeros sdo capazes de
transportar farmacos hidrofobicos e hidrofilicos, seja dentro das cavidades internas
vazias ou seja nos grupos funcionais de superficie, respectivamente (Figura 25) (Sharma
et al., 2012; Huh & Kwon, 2011), aumentando a solubilidade e biodisponibilidade dos
farmacos hidrofobicos (Lombardo et al., 2019).
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Figura 25 - Representag@o das varias formas de transporte de farmacos em dendrimeros: na imagem mais
a esquerda ¢é possivel verificar a incorporagdo do farmaco hidrofébico no interior das cavidades
dendriticas; na imagem central verifica-se o farmaco conjugado na superficie do dendrimero; por fim, na
imagem mais a direita verifica-se o farmaco conjugado na superficie do dendrimero por meio de um
espagador. Adaptado de Sherje et al (2018).

De um modo geral, os dendrimeros exercem a sua agdo interagindo com as
bicamadas lipidicas, o que causa destabilizagdo da membrana, ao criar pequenos
orificios que acabam por levar a lise celular (Winnicka, Wroblewska, Wieczorek,

Sacha, & Tryniszewska, 2013).

4.4.1. Tipos de dendrimeros

Os dendrimeros podem ser agrupados em varios tipos, de acordo com as suas
propriedades (Figura 26): alguns desses tipos sdo os dendrimeros de poliamidoamina
(PAMAM), dendrimeros PPI, dendrimeros liquidos cristalinos, dendrimeros nucleo-
revestimento, dendrimeros quirais, dendrimeros peptidicos, glicodendrimeros e
dendrimeros PAMAMOS (Patra et al., 2018), sendo os mais utilizados no campo da
antibioterapia os dendrimeros PAMAM (Patra et al., 2018).
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As primeiras estruturas dendriticas a serem amplamente estudadas foram os
chamados dendrimeros PAMAM (Huh & Kwon, 2011), sendo atualmente os mais
utilizados (Patra et al., 2018). Os dendrimeros PAMAM s3o compostos biocompativeis,
soluveis em agua, ndo imunogénicos (Winnicka et al., 2013) e traduzem-se em

estruturas promissoras para veiculagdao de farmacos (Huh & Kwon, 2011).
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Figura 26 - Diferentes tipos de dendrimeros (P. Kesharwani et al., 2014).

4.4.2. Métodos de preparacao

As reacdes em cascata sao a base da sintese de dendrimeros (Abbasi et al., 2014),
podendo estes ser sintetizados a partir de dois métodos distintos: o método divergente
ou o método convergente (Malkoch et al., 2012; Abbasi et al., 2014), tal como mostra a

Figura 27. O método divergente foi o primeiro a ser reportado (Svenson &

Tomalia, 2012; Malkoch et al., 2012). Este método compreende duas etapas, a primeira
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¢ a ativacao de grupos funcionais de superficie ¢ a segunda ¢ a adi¢gdo de monomeros
ramificados até que o dendrimero apresente o tamanho necessario (P. Kesharwani et al.,
2014). Os dendrimeros PAMAM e PPI sdo preparados através deste método. Esta
abordagem apresenta algumas vantagens adicionais, como a capacidade de modificar a
superficie dos dendrimeros, alterando os grupos terminais na camada mais externa, ¢ a
possibilidade de configura¢do das propriedades quimicas e fisicas gerais do dendrimero
em casos de necessidades especificas (P. Kesharwani et al., 2014; Malkoch et al., 2012).

O método convergente ¢ um método alternativo para a sintese de dendrimeros (P.
Kesharwani et al., 2014; Malkoch et al., 2012). Este forma-se, como o nome indica, de
modo contrario ao método divergente, uma vez que se parte de fora para dentro. Quando
os dendrdes atingem a geracao alvo, estes sdo anexados ao nucleo.(P. Kesharwani et al.,
2014).

Além destas duas formas, outras abordagens como crescimento de hipercores,
monomeros ramificados, crescimento exponencial duplo, quimica de lego e quimica de

clique sdo também usadas (Malkoch et al., 2012; P. Kesharwani et al., 2014).
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Figura 27 - Representagdo esquematica dos métodos de sintese de dendrimeros: (a) Sintese divergente;
(b) Sintese convergente. Adaptado de Sherje et al (2018).

4.4.3. Farmacocinética

As propriedades farmacocinéticas sdo um dos aspectos mais significativos para o

sucesso da aplicagdo dos dendrimeros como sistemas de veiculacdo de farmacos
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(Abbasi et al., 2014). A farmacocinética destas macromoléculas depende principalmente
das suas propriedades fisico-quimicas e das suas interagdes com os componentes
bioldgicos (P. Kesharwani et al., 2014).

Os dendrimeros foram desenvolvidos para administragdo transdérmica, oral,
ocular, intravenosa e pulmonar (Patra et al., 2018).

Tal como em todos os sistemas ja discutidos nos capitulos anteriores, também os
dendrimeros podem ser distribuidos por vetorizagdo passiva ou vetorizagdo ativa.

Do mesmo modo que ocorre com 0s outros sistemas de nanoparticulas, também os
dendrimeros beneficiam do efeito EPR observado em tecidos tumorais e tecidos
inflamados (Malkoch et al., 2012), o que permite a acumulacdo do farmaco no local de
infe¢do por vetorizacdo passiva.

Uma vez que os dendrimeros sdo maioritariamente pequenos quando comparados
com outros sistemas de nanoparticulas, estes sofrem uma rapida eliminagao pela urina,
em comparacdo com moléculas de tamanhos superiores (Malkoch et al., 2012). Deste
modo, para que estes alcancem uma concentragao terapéutica eficaz no local de infegao,
¢ necessario ter em conta a sua eliminacdo renal, hepatica, a que ocorre por via do MPS,
e também a acumulac¢do passiva resultante do efeito EPR (Malkoch et al., 2012).

Por outro lado, os dendrimeros também possuem a capacidade de conjugar grupos
funcionais nos seus grupos periféricos, tais como folatos e anticorpos, beneficiando
assim de uma vetorizag@o ativa que direciona o firmaco ao local de infecdo através de
ligandos-alvo (Figura 28) (Lombardo et al., 2019).

Independentemente da sua toxicidade, os dendrimeros foram considerados
sistemas de veiculagdo de farmacos 'inteligentes', devido a sua capacidade de veicular
farmacos intracelularmente, atravessar barreiras bioldgicas, permanecer em circulaciao
durante o tempo necessario para exercer um efeito clinico significativo e por fim devido
a sua capacidade de vetorizacao a estruturas especificas (P. Kesharwani et al., 2014). A
toxicidade dos dendrimeros ¢ atribuida principalmente ao seu grupo periférico.
Geralmente, os dendrimeros PAMAM e PPI com terminacdo de amina exibem
toxicidade dependente da concentragdo, enquanto os grupos neutros ou carregados
negativamente mostraram menos toxicidade. Este comportamento citotoxico ¢é
explicado pelas interacdes entre as membranas celulares com carga negativa e a
superficie dos dendrimeros com carga positiva, permitindo que esses dendrimeros
adiram e danifiquem a membrana celular, causando a sua lise (Svenson & Tomalia,

2012; P. Kesharwani et al., 2014).
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Figura 28 - Grupos funcionais conjugados na superficie dos dendrimeros. Adaptado de Lombardo et al
(2019).

4.4.4. Farmacos que beneficiam da abordagem

Existem diversos farmacos, incluindo os antibidticos, que vém a sua atividade
melhorada quando associados a dendrimeros.

Por exemplo, dendrimeros PAMAM contendo sulfametoxazol encapsulado
levaram a libertacdo sustentada do farmaco in-vitro e aumentaram a atividade
antibacteriana contra E. coli 4 a 8 vezes, em compara¢do com o sulfametoxazol livre
(Huh & Kwon, 2011).

As quinolonas insoluveis, que acabam por restringir o seu uso em aplicagoes
topicas devido a dificuldade de as incorporar em formulagdes liquidas, foram
transportadas em dendrimeros PAMAM, originando ndo apenas uma excelente melhoria
na solubilidade, como também uma atividade antibacteriana semelhante ou aumentada

(Huh & Kwon, 2011; Winnicka et al., 2013).

Estudos indicam que dendrimeros conjugados com amoxicilina aumentam o seu
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efeito antibacteriano. A administracdo concomitante de dendrimeros PPI e amoxicilina
reduziu consideravelmente o crescimento de Pseudomonas aeruginosa. Deste modo,
pode-se concluir que a acdo combinada de dendrimeros PPI com amoxicilina aumenta o
efeito antibacteriano do antibidtico quando comparado com este isoladamente, o que
indica a possibilidade de reduzir as doses de antibiotico no tratamento de infecdes
(Wronska et al., 2015; Sherje et al., 2018).

Um outro estudo levado a cabo por Cheng et al. (2007) demonstrou que
nadifloxacina e prulifloxacina quando encapsuladas em dendrimeros, nao sé
apresentavam melhor solubilidade em meio aquoso como também um incremento da
atividade antimicrobiana devido a penetragdo na membrana celular da bactéria.

Uma das propriedades dos dendrimeros ¢ a sua capacidade de veicular farmacos
intracelularmente.

Um estudo desenvolveu dendrimeros PAMAM conjugados com eritromicina para
tratamento de inflamagdo periprotética através de veiculagdo intracelular de antibidtico
a macrofagos. Verificou-se que o conjugado melhora a atividade da eritromicina contra
a inflamagao periprotética, melhora a solubilidade e permite uma libertagao sustentada
do farmaco (Bosnjakovic et al., 2011).

Da mesma forma, azitromicina associada com dendrimeros PAMAM mostrou-se
eficiente na administra¢do intracelular de azitromicina no tratamento da infe¢do por

Chlamydia trachomatis (P. Kesharwani et al., 2014).
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5. Nanoparticulas inorginicas

A utilizacdo de nanoparticulas inorganicas como sistemas de veiculagdo de
farmacos tem sido recentemente estudada.

Estas sdo, regra geral, compostas por duas regides: um nucleo que contém um
componente inorganico (por exemplo ouro, silica, 6xido de ferro, entre outros) e uma
regido que cobre esse nucleo, normalmente composta por polimeros (ou metais)
organicos que fornecem um substrato adequado para a conjuga¢ao de outras moléculas
ou para proteger a regido central de interagdes fisico-quimicas indesejadas com o
microambiente bioldgico externo (Lombardo et al., 2019).

As nanoparticulas inorganicas possuem ainda diferentes tamanhos, formas,
solubilidades e estabilidades a longo prazo (Zazo et al., 2016). Quando comparadas com
as nanoparticulas orgénicas, as metdlicas podem ser menores, com um tamanho que
varia entre 1 e 100 nm, sendo distribuidas principalmente pelo figado, baco e ganglios
linfaticos. Deste modo, este tipo de nanoparticula acaba por ser bastante util no
tratamento de doengas cujo alvo ¢ o MPS (Zazo et al., 2016).

A Figura 29 retrata algumas das nanoparticulas inorganicas mais utilizadas como

sistemas de veiculacdo de farmacos (Lombardo et al., 2019).
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Figura 29 - Exemplos das nanoparticulas inorganicas mais utilizadas: (a) nanotubos de carbono; (b)

quantum dot; (c¢) nanoparticulas de ouro; (d) nanoparticulas de silica. Adaptado de Lombardo et al (2019).

A eliminacao das nanoparticulas metélicas ¢ geralmente feita através da bilis, que

constitui uma via lenta e saturavel e por isso existe sempre o risco de acumulacao no
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organismo, o que pode acabar por induzir toxicidade. No entanto, isso depende do tipo
de metal utilizado, uma vez que nem todos os metais sdo metabolizados e eliminados da
mesma forma (Zazo et al., 2016).

Apesar das suas vantagens, as nanoparticulas inorganicas tém demonstrado
sucesso limitado como sistemas de veiculagdo de farmacos devido a algumas
desvantagens que apresentam. Estas incluem por exemplo pouca homogeneidade,
problemas de agregacdo, metabolizacdio e acumulacdo, capacidade limitada de
encapsulacao de farmacos e alto grau de toxicidade, dado que estes podem induzir
imunotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade ou
toxicidade pulmonar tanto em células saudaveis, quanto em células infetadas. Por isso,
questdes como a metabolizagdo, a depuragdo, acumulagdo e efeitos a longo prazo ainda
precisam de ser melhor investigados (Zazo et al., 2016; Lombardo et al., 2019).

Em particular, alguns dos nanomateriais inorganicos, como nanoparticulas de
ouro e nanoparticulas de silica, encontraram obstaculos nos ensaios clinicos em fases
iniciais, devido a toxicidade e a falta de estabilidade. Até ao momento, apenas trés
nanoparticulas metalicas, mais concretamente de 6xido de ferro, obtiveram aprovagao
pela FDA, duas das quais foram posteriormente retiradas do mercado (Lombardo et al.,
2019). O NanoTherm'™ foi o unico que obteve aprovacgio para uso clinico no

tratamento de glioblastoma (Lombardo et al., 2019).

5.1. Nanoparticulas de ouro (AuNP)

Nos ultimos anos, tém vindo a surgir evidéncias que de facto as nanoparticulas de
ouro, devido as suas propriedades, podem ser adjuvantes no tratamento de infe¢des,
contornando o problema da resisténcia bacteriana (Gutiérrez et al., 2017; Lombardo et
al., 2019; Chavan SB, Kumbhar RR, & Deshmukh RB, 2013).

Estas sdo essencialmente compostas por um atomo de ouro que constitui o nucleo,
rodeado por grupos reativos negativos na superficie que podem ser facilmente
funcionalizados através da ligacdo ionica ou covalente de uma ampla gama de
biomoléculas diferentes, incluindo farmacos e ligandos alvo que permitem uma
vetorizacdo ativa (Lombardo et al., 2019).

Geralmente, as nanoparticulas de ouro sem modifica¢do da superficie apresentam

uma reduzida estabilidade quando em circulagdo. Para contornar esse efeito, tal como
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nos outros sistemas de nanoparticulas, pode ser adicionado a sua superficie um polimero
hidrofilico, como PEG, para estabilizar a molécula e evitar a sua depuragdo (Lombardo
etal., 2019).

Por exemplo, um estudo revela que nanoparticulas de ouro associadas a
vancomicina exibiram atividade antibacteriana melhorada relativamente a estirpes de
Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) e também em estirpes de E. coli (Huh &
Kwon, 2011).

Virios estudos relataram ainda fortes efeitos antibacterianos contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo estirpes resistentes, por nanoparticulas de
ouro associadas a antibidticos (por exemplo, nanoparticulas de ouro revestidos com
estreptomicina, gentamicina ou neomicina) (Huh & Kwon, 2011).

Num outro estudo, nanoparticulas de ouro cobertas com quitosano ¢ ampicilina
mostraram um aumento de duas vezes da atividade antibacteriana, em comparagdo com
a ampicilina no seu estado livre (Huh & Kwon, 2011).

Deste modo, as nanoparticulas de ouro aparentam ser estruturas promissoras para

a antibioterapia no tratamento de infe¢des bacterianas graves (Huh & Kwon, 2011).

5.2. Nanoparticulas de prata (AgNP)

As nanoparticulas de prata possuem propriedades antibacterianas intrinsecas
(Fayaz et al., 2010) e sdo as nanoparticulas inorganicas mais utilizadas para este fim até
aos dias de hoje (Zazo et al., 2016; Khameneh et al., 2016). Estas comprometem a
estabilidade da membrana, dando origem a uma maior permeabilidade (Ellis et al.,
2018; Khameneh et al., 2016; Chavan SB et al., 2013), o que acaba por facilitar a
penetracdo de antibiodticos intracelulares (Ellis et al., 2018).

O uso da prata para tratar infecdes bacterianas tornou-se significativamente menos
comum apos a introducdo da penicilina na década de 1940 (Huh & Kwon, 2011). O
recente surgimento de bactérias resistentes a antibidticos e a eficacia limitada dos
mesmos trouxeram de novo a hipotese do uso clinico da prata. Entre os diferentes tipos
de NP metalicas, as nanoparticulas de prata provaram ser as mais eficazes contra
bactérias (Huh & Kwon, 2011), com diversos estudos a demonstrar o seu potencial.

Por exemplo, estudos reportam que o uso combinado de nanoparticulas de prata

com antibidticos, como penicilina G, amoxicilina, eritromicina e vancomicina, resultou

71



Sistemas de nanoparticulas: estratégias para superar a resisténcia bacteriana

em efeitos antibacterianos melhorados e sinérgicos contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (por exemplo, E. coli e S. aureus) (Shahverdi, Fakhimi, Shahverdi, &
Minaian, 2007; Fayaz et al., 2010; Huh & Kwon, 2011).

Foi ainda demonstrado que as nanoparticulas de prata exercem atividade
bactericida contra P. aeruginosa multirresistente, E. coli resistente a ampicilina e S.
pyogenes resistentes a eritromicina, e ainda atividade anti-biofilme contra S. epidermidis
(Khameneh et al., 2016).

Um outro estudo, levado a cabo no ano de 2008, avaliou a atividade antibacteriana
das nanoparticulas de prata quando associadas a varios antibioticos, tendo concluido
que a atividade da ampicilina, canamicina, eritromicina e cloranfenicol aumentou na
presenga das nanoparticulas de prata. Estes resultados mostram que a combinacdo de
antibioticos com nanoparticulas de prata permite obter melhores efeitos antibacterianos

(Fayaz et al., 2010).
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6. Conclusoes e perspetivas futuras

A resisténcia bacteriana tem aumentado exponencialmente e ndo existe arsenal
terapéutico que consiga colmatar a situacdo, dado a existéncia de bactérias por vezes
resistentes a todos os antibidticos disponiveis.

Isto alerta-nos para o perigo de virmos a enfrentar um futuro sem antibidticos
eficazes e para a consequente necessidade urgente de contornar este problema, seja
através de medidas especificas que visem melhorar a utilizacdo dos antibidticos (pois o
desenvolvimento de resisténcia ¢ inerente ao mau uso dos mesmos), seja através da
criacdo de novas abordagens terapéuticas.

E no contexto desta abordagem que se inserem as nanoparticulas como sistemas
de veiculacdo de antibidticos. As inGimeras vantagens descritas, permitem nao so
superar alguns dos mecanismos de resisténcia (como a permeabilidade reduzida das
bactérias e as bombas de efluxo que ndo permitem que o antibidtico permaneca no
interior da célula), mas também o aumento do indice terapéutico, a libertacdo sustentada
e um menor registo de efeitos adversos, o que acaba por melhorar a adesdo a terapéutica
e, consequentemente, diminuir o risco de desenvolvimento de novas resisténcias.

Contudo, apesar de todos os aspetos positivos que os sistemas de nanoparticulas
apresentam, estes possuem também algumas desvantagens que ndo lhes permite ainda
ser amplamente utilizados. Como exemplo destas desvantagens podem citar-se a sua
instabilidade, a dificuldade de esterilizacdo, o facto de serem bastante dispendiosos e a
complexidade do equipamento utilizado na sua produgdo, o que acaba por influenciar
negativamente a sua relacao custo-beneficio, remetendo-os para tratamentos de segunda
linha.

Embora varios estudos tenham demonstrado o potencial dos sistemas de
nanoparticulas na veicula¢do de antibidticos, poucos sao submetidos a ensaios clinicos,
€ muito poucos conseguiram aprovagao para o mercado, principalmente na area da
infeciologia.

Deste modo, ¢ essencial melhorar ndo sé a relagdo custo-beneficio deste tipo de
sistemas, mas também o apoio financeiro por parte da industria farmacéutica para a
investigacdo e desenvolvimento de antibidticos veiculados por sistemas de
nanoparticulas, assim como a criacdo de uma regulamentacdo especifica para os

mesmos. Sem estes apoios, torna-se dificil prever o futuro dos sistemas de
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nanoparticulas, o que diminui a probabilidade de adi¢ao destes novos sistemas ao
arsenal terapéutico.

Tendo em conta todos os aspetos discutidos, e apesar de todas as desvantagens
referidas, tudo indica que os sistemas de nanoparticulas possam vir a constituir uma
alternativa viavel a veiculagdo de antibidticos livres como forma de contornar a
resisténcia bacteriana, porém, mais estudos s30 necessdrios em humanos,

principalmente a nivel de metabolismo e toxicidade das nanoparticulas.
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