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RESUMO

Em consequéncia do crescente nimero de pacientes imunodeprimidos, se faz necessario aumentar o grau de
atencao a infecgdes ocasionadas por leveduras oportunistas, especialmente do género Candida sp. Essas infec¢oes
s30 preocupantes, pois 0os microrganismos podem se organizar em forma de biofilme, apresentando alta taxa de
resisténcia aos agentes antifungicos. Portanto torna-se necessario a busca por novas modalidades terapéuticas
como a utilizagdo de vetores de biodistribuicdo nanométricos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antibiofilme in vitro de fluconazol livre e lipossomas de fluconazol. Utilizando a técnica de formagdo de biofilmes
em placas de poliestireno de 96 pogos, verificou-se que a concentragao de lipossomas de fluconazol necessaria
para erradicacdo do biofilme foi de 12,5%. Quando analisado o fluconazol livre, foi necessaria uma concentragao
de 25%. Este estudo ratifica a necessidade de pesquisas com vetores nanométricos oportunizando a redugdo na
dosagem, diminuindo a frequéncia utilizada, reduzindo custos da terapia e tornando a toxicidade diminuida.

Palavras-chave: biofilme, antifingico, nanotecnologia.
ABSTRACT

As a result of the increasing number of immunocompromised patients, it is necessary to increase the level of
attention to infections caused by opportunistic yeasts, especially with those of the Candidasp gender. These
infections are dangerous because the microorganisms can be organized in the form of biofilm, which has high
resistant rates to antifungal agents. Therefore, it becomes necessary to search for new therapeutic modalities
such as the use of nanometric biodistribution vectors. The aim of this study is to evaluate the in vitro antibiofilm
activity of free fluconazole and fluconazole liposomes. By using the technique of biofilm formation in microtiter
plates of 96 wells, it was found out that the concentration of fluconazole of liposomes required for biofilm
eradication was of 12.5%. When the free fluconazole was analyzed, it was required a concentration of 25%.
This study confirms the need for more researches with nanometric vectors in order to nurture the reduction of
the dose, and to decrease the frequency of use, and to reduce the costs and toxicity.
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INTRODUCAO

Atualmente ¢ notorio o aumento da incidéncia de infecgdes causadas por fungos,
principalmente no ambiente hospitalar (TORTORA et al., 2006) e o género Candida representa um
dos mais frequentemente isolados. Esse género ¢ formado por aproximadamente 163 espécies, e
dentre elas, cerca de 10 sdo responsaveis por infec¢gdes no homem (OLIVEIRA et al., 2001). O género
Candida representa a quarta causa mais comum de infecgdes de corrente sanguinea, nos Estados
Unidos, com indices de mortalidade que variam de 40 a 60% (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).
A C. albicans ¢ a espécie mais relevante clinicamente, representando atualmente 50 a 70% de todas
as infecgdes superficiais e invasivas em diferentes tipos de sitios anatdmicos (BODEY et al., 2002).
Essas infecgdes invasivas, além de apresentar altas taxas de mortalidade, associam-se a internagdes
prolongadas elevando os custos (GUDLAUGSSON et al., 2003).

Além disso, ¢ constatado que a capacidade do microrganismo em aderir, infectar e causar
doenca ¢ definida como um potencial de viruléncia ou patogenicidade, sendo que um dos principais
fatores de viruléncia de Candida sp. ¢ a versatilidade de adaptacao e adesdo em diferentes sitios,
principalmente quando associam-se a varias superficies bidticas e/ou abioticas, compondo dessa
forma o biofilme (TAMURA et al., 2007). Estas superficies podem constituir ambientes propicios a
formacao de biofilmes, servindo como substrato e suporte para o crescimento microbiano (CHANDRA
etal., 2001; FERGUSON et al., 1986), tornando assim dificil o tratamento (POZO; PATEL, 2007).

A fim de prevenir a adesdo microbiana, retardar a formacao dos biofilmes e eliminar ou pelo
menos reduzir a sua acumulagdo, muitas estratégias ou combinagao de estratégias podem ser utilizadas
(MACHADO, 2005; PEREIRA, 2001). A utilizagdo de lipossomas (EDWARDS; BAEUMNER,
2006) possibilitaria um tratamento mais eficaz e com menor probabilidade de efeitos adversos,
diminuindo a toxicidade associada ao uso dos antifingicos. Lipossomas sdo vesiculas microscopicas
compostas de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas, separadas por um meio aquoso, que
podem encapsular substincias hidrofilicas e/ou lipofilicas (BATISTA et al., 2007).

Diante desta problematica induzida pela formagdo do biofilme e considerando as dificuldades
terapéuticas, torna-se importante o desenvolvimento de formulagdes que aumentem a eficacia do tratamento,
fazendo com que as doses sejam diminuidas sem perda da efetividade, minimizando assim o risco de
toxicidade. Portanto, a busca por novas modalidades terap€uticas torna-se de fundamental importancia. Neste

contexto, o objetivo deste trabalho foi testar a atividade antibiofilme in vitro de lipossomas de fluconazol.

MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento e caracterizacdo dos lipossomas de fluconazol foram realizados no
laboratorio de nanotecnologia e a atividade antibiofilme in vitro dos lipossomas no laboratorio de

Microbiologia do Centro Universitario Franciscano.
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REAGENTES, ACESSORIOS E EQUIPAMENTOS

Para a produgao e caracterizagao dos lipossomas de Fluconazol, foram utilizados alcool etilico
absoluto (Nuclear), Colesterol e Fluconazol (Sigma-Aldrich), Fosfatidilcolina S75 e S100 (Lipoid),
Balanca Analitica Eletronica - (Bioprecisa), Rotaevaporador (Fisatom), Vortex P56 (Phoenix),
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments), Chromafil 0,2um e 0,45 um (Macherey-Nagel). Para os
estudos envolvendo a formac¢do de biofilme, foi utilizado o caldo Mueller-Hinton (Himedia); estufa
de esterilizacdo e estufa bacteriologica (Nova ética, Brasil), Autoclave (Phoenix), Glicose e Corante
cristal violeta (Synth, Brasil), leitor de Microplacas (Thermo-Cientific). Os experimentos foram

realizados dentro de capela de capela fluxo laminar (Pachane, Brasil).

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO OTIMA DE GLICOSE

Inicialmente foi realizada a determinagdo da concentragdo 6tima de glicose para a formacao
de biofilmes. Foi realizada uma curva de glicose com concentracdes que variam de 0 a 3%. A partir

dessa concentracao, foram realizados os demais testes.

DESENVOLVIMENTO DOS LIPOSSOMAS DE FLUCONAZOL

Os lipossomas foram preparados pelo método de inje¢do de etanol, utilizando a técnica
descrita por Justo e Moraes (2005) com modificagdes e uma propor¢ao de fosfolipidios, colesterol
e polissorbato 80, de 8:2:1 (v/v/v). Foram solubilizados 5 mg de Fluconazol em 1 ml de etanol e
injetados em solugdo salina a 50°C sob agitacdo, sendo o etanol removido no evaporador rotatorio e
o volume ajustado para 10 ml. Apods este processo, a suspensao passou por um processo de extrusao

utilizando filtro de membrana de 0,2 micrometros.

DETERMINACAO DO DIAMETRO DE PARTICULA E INDICE DE POLIDISPERSAO

As determinagdes do diametro e do indice de polidispersdo dos lipossomas foram
realizadas através de espalhamento de luz dindmico (Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600,
Malvern) de acordo com Justo e Moraes (2005). Os resultados foram expressos em nandmetros

(nm) a partir da leitura de trés suspensdes diferentes.

POTENCIAL ZETA

O potencial zeta foi obtido através de eletroforese (Zetasizer® nano-Zs modelo ZEN
3600, Malvern). Os resultados foram expressos em milivolts (mV) a partir de uma média de trés

determinagdes de suspensoes diferentes.
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DESENVOLVIMENTO DO BIOFILME

A metodologia foi baseada na técnica de formacao de biofilmes em placas de poliestireno
de 96 pogos descritas por Stepanovic et al. (2000). As placas foram incubadas por 24 e 48h a 37° C.
Apds o periodo de incubacao, foi realizado o tratamento. Foram testadas as seguintes concentragdes
de lipossomas de fluconazol e fluconazol livre: 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 ¢ 0,156 mg/ml.

A fim de revelar o biofilme formado, foram removidos os microrganismos ndo aderentes
lavando com 4gua, e corando com solu¢ado cristal violeta 0, 2% em cada poco, apds sua remogao
adicionou-se solucdo etanol 95%. Determinando a densidade 6tica de cada pogo em um comprimento
de onda de 580 nm (DUPRE et al., 2003; TENDOLKAR et al., 2004).

MICRORGANISMOS

Para os ensaios, foi utilizada uma cepa de C. albicans de relevante patogenia, pertencente a
American Type Culture Collection (ATCC 40006).

Suspensodes da cepa teste foram preparadas em caldo Mueller Hinton e padronizadas de acordo
com o tubo n°® 0,5 da escala McFarland, correspondendo a concentragdo de aproximadamente 1,5x108

Unidades Formadoras de Colonia - (UFC.mL!") .

ANALISE ESTATISTICA

A formagao de biofilme foi avaliada com o auxilio do software Graphpad Prism® 5.0 (Graphpad
Software, INC). A comparagdo estatistica foi realizada através da analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) seguida do teste post hoc de Tukey. Os resultados foram expressos em média +

e.p.m, considerando-se significante quando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir da caracterizagdo dos lipossomas de fluconazol mostram que a
técnica utilizada permitiu a formacao de particulas na escala nanométrica. Foram obtidas particulas de
pequeno tamanho (171 £ 4,5 nm), com baixo indice de polidispersao (0,182 + 0,053), caracterizando
um sistema com pequena distribui¢ao de tamanho de particulas. Os valores do potencial zeta (PZ)
determinados demonstraram que os lipossomas sintetizados possuem carga negativa (-17,2 £+ 2,1).
O PZ ¢ um parametro fundamental para prever a estabilidade dos lipossomas. Esta medida indica a
carga de superficie das particulas: quanto maior o valor absoluto, maior sera a repulsdo eletrostatica

entre as particulas, mantendo desta forma o sistema mais estivel (MEHNERT; MADER, 2001;
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SCHAFFAZICK et al., 2003). Valores de PZ proximos de -20 mV (como ocorre com os lipossomas

de Fluconazol do presente estudo) podem ser considerados satisfatdrios para manter a estabilidade do
sistema (MORA-HUERAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

A partir dos resultados dos ensaios microbiologicos (figura 1), pode-se observar que a
concentragdo otima de glicose obtida em 24 horas foi de 1,5%. Assim, a concentracdo de glicose
evidencia que as espécies de Candida tém esta caracteristica de dimorfismo, podendo crescer sob a
forma de levedura e também sob a forma filamentosa. A maioria das espécies de Candida mostram uma
predominancia da forma filamentosa em meios com concentragdes baixas de glicose, e concentragdes
elevadas de CO,. Ja a forma leveduriforme prevalece quando estas espécies sdo crescidas em meios
com elevadas concentragdes de glicose € baixas tensdes de CO, (CARDOSO, 2004). No estudo de
cinética de formacgao, a maioria dos biofilmes produzidos pelos isolados de Candida apresentaram
aumento da atividade metabolica até 48h de crescimento e posterior decréscimo. Hawser ¢ Douglas
(1994), em experimento utilizando superficie de cateter, também observaram um crescimento
maximo dos biofilmes de C. albicans até 24 h, com posterior declinio. Tal fato pode ser explicado
devido a diminui¢cdo do oxigénio e dos nutrientes disponiveis no interior do biofilme. Acredita-se
que a limita¢do de nutrientes no biofilme maduro possa levar a dispersdo, mediada por comunicacao

intercelular, de células-filhas menos aderidas a matriz do biofilme (UPPULURI et al., 2010).
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Figura 1 - Determinagdo da concentragdo 6tima de glicose para a formagao de biofilmes de 24h de C. albicans.
D.O - Densidade otica. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,05).
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Al- Fattani e Douglas (2004) também demonstraram em seus estudos que a glicose ¢ um
componente fundamental utilizado pela C. albicans. Neste estudo, foi verificado que biofilmes
formados em ambientes com menores concentragdes de glicose apresentaram uma matriz polimérica
menos extensa, sendo mais prontamente penetrados por farmacos e consequentemente foi formado
um biofilme mais fragil.

Quando analisada a suscetibilidade ao fluconazol livre, observou-se que nas concentragdes
de 2,5 e 1,25 mg/ml houve ac¢do antibiofilme, diminuindo significativamente o tamanho do biofilme

formado, como pode ser visualizado na figura 2 A.
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Figura 2 - Avaliagdo da atividade antibiofilme de Fluconazol Livre (A) e Lipossomas de Fluconazol (B) sobre C. albicans. D.O -
Densidade otica. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,05).

Infeccdes associadas a biofilmes sdo de dificil tratamento uma vez que estas estruturas
microbianas apresentam resisténcia, tanto aos antimicrobianos quanto aos mecanismos de defesa
do hospedeiro (HAWSER; DOUGLAS, 1994; KUMAMOTO et al., 2002; KROM et al., 2007).
Os derivados azdélicos como o fluconazol e o itraconazol t€m como mecanismo de ac¢do a inibi¢ao
da biossintese do ergosterol pela interagdo com a enzima lanosterol demetilase, responsavel pela
conversao do lanosterol a ergosterol, componente essencial da membrana fingica (WYNN et al.,
2003). Segundo Kumamoto et al. (2002), células de C. albicans dispostas como biofilme sdo 100 ou
mais vezes resistentes ao fluconazol em comparagao as células planctonicas (células ndo sésseis).

O aumento da resisténcia ao fluconazol durante a maturacao do biofilme parece estar associado
com um decréscimo significante no conteudo total de ergosterol, devido ao ergosterol ser o sitio de
acio dos farmacos azélicos (MUKHERJEE et al., 2003; PERMAN et al., 2008). Outra hipétese, para

explicar a resisténcia de biofilmes aos antifiingicos, ¢ a presenga da matriz extracelular que teria a
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fun¢do de impedir a sua difusdo para o interior da estrutura formada, e apenas a camada superficial
do biofilme estaria exposta a dose letal do farmaco administrado (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2004).

Partindo do resultado obtido do fluconazol livre foram testadas as mesmas concentragoes de
lipossomas de fluconazol frente a mesma estirpe de C. albicans. A menor concentragdo necessaria
para inibi¢do do biofilme de C. albicans foi de 0,625 ml mg/ como pode ser observado na figura 2 B.

Devido a versatilidade estrutural em termos de tamanho, composigao, carga da superficie, fluidez
da membrana e habilidade para incorporar farmacos hidrofilicos e/ou lipofilicos, os lipossomas se tornaram
potentes carreadores para varios tipos de terapias. Atualmente, sdo comercializadas formulagdes contendo
lipossomas para o tratamento do cancer e infecg¢des sist€émicas por fungos. O aprofundamento das pesquisas
ird possibilitar a consolida¢@o de seu uso na terapia génica e em vacinas (BATISTA et al., 2007). Alguns
antifingicos azdlicos também foram encapsulados em nanocarreadores e testados em modelos animais.
Um estudo realizado por Gupta et al. (2000b) em coelhos mostrou que a encapsulagao do fluconazol em
lipossomas aumentou significativamente a meia vida do fluconazol na cavidade vitrea destes animais. Em
outro estudo do mesmo autor, utilizando modelo de endoftalmite induzida por C. albicans em coelhos,
observou-se que o fluconazol encapsulado em lipossomas apresentou atividade inferior ao fluconazol
livre (GUPTA et al., 2000a). Neste caso, Klein (2007) constatou que os lipossomas apresentam a grande
vantagem de permitirem veicular o principio ativo ao local a tratar e promover a libertagdo controlada
e localizada do farmaco, tornando possivel administrar doses superiores de medicamento e evitando os
efeitos secundarios observados nas terapéuticas convencionais.

Outra vantagem ¢ que os lipossomas assemelham-se a membrana das células, por isso, estas
particulas interagem mais intimamente e com maior eficiéncia com as células e tecidos do organismo
(CHORILLI et al., 2004). Além disso, os lipossomas sdo atoxicos, biodegradaveis e podem ser
preparados em grande quantidade. Finalmente, por se tratar de particulas em escala nanométrica,
podem ser administradas por via intravenosa, ocular, pulmonar, ou dérmica (BATISTA et al., 2007).
Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos sdo altamente versateis para pesquisa,
terapéutica e aplicagdes analiticas (EDWARDS; BAEUMNER, 2006). Ressalta-se também a grande
vantagem de contornar propriedades fisico-quimicas limitantes dos farmacos nao encapsulados (como
sua solubilidade em 4gua ou em membranas), melhorando assim a farmacodinamica (potencializacao
do efeito terapéutico), a farmacocinética (controle da absor¢do e distribui¢do tecidual) e seus efeitos
toxicolédgicos (redugdo da toxicidade local e sistémica) (MACHADO et al., 2007). Barrat (2000)
demonstrou também que os lipossomas podem oportunizar a redu¢do na dosagem, diminuindo a
frequéncia utilizada sem perda da efetividade, reduzindo custos da terapia e tornando o risco de
toxidade menor, demonstrando assim que a estratégia de modificar o perfil de biodistribui¢ao do

farmaco ¢ mais eficaz que utilizar o fluconazol livre.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados dos ensaios microbioldgicos utilizados, foi verificado que a menor
concentragdo de Fluconazol livre para a erradicacdo do biofilme formado foi de 1,25 mg/ml. Quando
efetuamos a incorporagdo deste farmaco em lipossomas, a menor concentragdo necessaria para erradicar o
biofilme formado foi de 0,625 mg/ml. Na incorporacgdo de Fluconazol aos lipossomas, ocorre a manutengao
e potencializagdo da agdo, pois a concentragdo de lipossomas de fluconazol necessaria para o combate do
biofilme formado representa metade da concentracao de fluconazol na forma livre. As vantagens deste
sistema lipossomal podem ocorrer em virtude da diminui¢do dos custos (em funcdo da diminuigdo da
quantidade de fArmaco) e da diminuicdo dos efeitos indesejaveis, porém mais estudos devem ser realizados

para a elucidagao destes efeitos toxicos associados ao uso do fluconazol e lipossomas de fluconazol.
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