


RESUMO

Os lipossomas tém a capacidade de simular muitas das propriedades das membranas celulares, constituindo ferra-
mentas valiosas para o estudo das consequéncias da interac¢do farmaco-lipido a nivel das propriedades fisico-quimi-
cas e estruturais, quer da membrana quer do farmaco e respectivos efeitos no mecanismo de acgao deste. Por outro
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lado, devido a singular morfologia e capacidade de intervir em fenémenos de transporte na bicamada fosfolipidica,
0 uso de lipossomas como transportadores de farmacos tem sido largamente estudado.
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ABSTRACT

Liposomes are able to simulate many of the properties of cell membranes, providing valuable tools for the study of
drug-lipid interaction consequences. Such consequences can be changes on whether the membrane’s or the drug’s
physical-chemical and structural properties, and its effects on the action mechanism of the latter. Furthermore, due
to natural morphology and ability to intervene in the transport phenomena in phospholipic bilayer, the use of lipo-
somes as carriers of drugs has been widely studied.
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1.INTRODUCAO

O comportamento farmacocinético e farmacodinamico de um composto activo é um parametro de
fundamental importancia na determinagdo da sua eficécia terapéutica. De facto, tanto as acgdes de-
sejaveis como as acghes colaterais, na maioria das vezes indesejaveis, estdo dependentes da concen-
tracdo e persisténcia dos farmacos nos varios compartimentos do organismo. Durante o trajecto de
uma substancia com interesse farmacoldgico desde o seu local de absorcao até aos locais onde a sua
accao sera exercida, é inevitavel a passagem de variadas barreiras lipidicas formadas pelas membranas
celulares, estruturalmente constituidas por uma bicamada de fosfolipidos, onde se encontram incrusta-
das proteinas, glicoproteinas e outros constituintes. O conhecimento exaustivo da interac¢do entre 0s
farmacos e as membranas lipidicas é crucial para a compreensao dos parametros de distribuicado dessas
moléculas no organismo, bem como para o estabelecimento das relagdes entre as suas propriedades
fisico-quimicas e os parametros farmacoldgicos apresentados, relagdes importantes no estudo e dese-
nho de novas moléculas farmacologicamente activas. Adicionalmente, para determinados farmacos, a
sua interaccdo com os lipidos constituintes das membranas pode representar uma importante etapa
para o estabelecimento do seu modo de acgdo (Vasir et al,, 2005).

2.LIPOSSOMAS EM ESTUDOS DO MODO DE ACCAO DE FARMACOS

As moléculas anfipéticas sdo ubiquitdrias nos sistemas bioldgicos, e a elevada razao superficie/volume
nas células, membranas plasmaticas, organelos celulares e outras estruturas sub-celulares significa que
uma proporc¢ao relativamente grande de moléculas se situam nas interfaces entre duas fases diferentes.
Como ja referido, as membranas plasméticas desempenham um papel crucial na biodisponibilidade e
farmacodinamica dos farmacos.

O modelo classico de Singer e Nicolson descreve a membrana celular, representada na Figura 1., como
uma bicamada lipidica, onde se encontram proteinas e glicoproteinas incrustradas. As proteinas ou gli-
coproteinas membranares estdo relacionadas com as fungbes especificas de uma dada membrana, e
podem dividir-se em intrinsecas ou integradas (penetram na membrana) e extrinsecas ou periféricas
(adsorvidas a superficie).

Figura 1. Representacao esquematica da membrana celular (adaptado de Lasic, 1995).



O valor dos lipossomas como modelo de biomembranas apoia-se no facto de as vesiculas poderem ser
preparadas a partir de constituintes naturais, a fim de se obter uma estrutura idéntica a porcéo lipidica
das membranas. Esta similaridade entre lipossomas e membranas naturais pode ainda ser apurada pela
inclusdo proteinas, formando um ambiente que mimetiza o natural, mas cuja composi¢do pode ser
controlada por forma a determinar o papel de cada componente em determinado fendmeno sujeito
a estudo. A utilizagdo destes agregados simples para simular sistemas muito mais complexos, permite
o0 estudo de mecanismos fundamentais para os processos bioldgicos, como a absorgao e o transporte
de moléculas exdgenas, reconhecimento celular, transferéncia de energia, funcionamento de enzimas
e fendmenos relacionados com o modo de ac¢do dos farmacos (Orive et al., 2004). O estudo do fun-
cionamento de enzimas, por exemplo, pode ser efectuado no ambiente membranar sem eventuais
interferéncias de outros factores (Mei et al., 2008).

A interaccdo de determinados farmacos com a membrana lipidica parece ser importante para o seu
modo de ac¢do, como é o caso de anestésicos locais (Mura et al., 2007), antibiéticos (Briones et al., 2008),
-bloqueadores (lkonen et al, 2007) ou farmacos moduladores de resisténcia celular a agentes citotoxi-
cos (Carvalho Jr et al,, 2007). Resultados obtidos em diversos estudos permitem apontar para a hipétese
de que a interacgdo nao especifica de certos formacos com a membrana faz parte do seu processo de ac-
¢ao, por permitir que os farmacos atinjam receptores proteicos especificos (Couvreur e Vauthier, 2006).

De uma forma geral, o mecanismo de ligagcao de farmacos aos receptores membranares é considerado
andlogo ao de ligandos enddgenos, como hormonas, factores de crescimento e neurotransmissores.
Em contraste, farmacos altamente lipofilicos parecem ligar-se ao receptor por uma via transmembranar.
Parece importante considerar um mecanismo de interaccdo em dois passos. O primeiro envolveria a
particdo do farmaco na membrana e o segundo a sua orientacao e difusdo lateral por forma a ligar-se a
um dado receptor. Se tivermos em conta que a ligagdo ao receptor é limitada pelo processo de difusao
da molécula pelo meio tridimensional aquoso, parece mais vantajoso a difusdo bidimensional através
da membrana (De Cuyper et al., 2004).

3. LIPOSSOMAS COMO MEIO REACCIONAL E EM ANALISE QUIMICA

A capacidade dos lipossomas de solubilizarem moléculas, de compartimentarem reagentes de solubili-
dade diferente em microambientes distintos e de poderem funcionar como catalizadores de inimeras
reaccoes quimicas, faz destas estruturas uma interessante alternativa aos meios reaccionais habitualmen-
te usados em técnicas analiticas. Possuem, ainda, a capacidade para estabilizar e proteger moléculas sen-
siveis a luz, bem como favorecer processos fotoquimicos e fotofisicos (Edwards e Baeumner, 2006).

Como catalizadores de reaccées, os lipossomas podem actuar de dois modos fundamentais: podem
aumentar a concentra¢do dos reagentes por compartimentagdo e podem alterar a reactividade dos
reagentes por estabilizacdo de estados de transicdo ou alteracdo da conformagdo molecular. Podem
funcionar como catalizadores positivos ou negativos, em reacgdes de hidrélise, dcido-base, oxidacao-
reducdo, fotoquimicas, entre outras. A capacidade das vesiculas de, para além de aumentarem a solu-
bilidade de um soluto, poderem catalizar negativamente reac¢des de hidrélise ou fotdlise, protegendo
efectivamente o soluto da accdo do meio, pode tornar o meio vesicular apropriado para aumentar a
selectividade e sensibilidade de um procedimento analitico (Johnson et al., 2005).

As vesiculas podem aumentar a sensibilidade de técnicas analiticas por compartimentacdo ou extraccdo
e concentracao de reagentes. Podem fornecer o substrato para reac¢oes analiticas e proporcionar um
meio de reaccao preferencial (Edwards e Baeumner, 2006). Devido a sua capacidade de solubilizacédo de

AN

\



A\

\

compostos podem ser usados como a fase solida em processos de extraccdo e o desenvolvimento de
técnicas cromatograficas usando membranas imobilizadas como fase estaciondria tem sido objecto de
inumeros trabalhos (Musteata e Pawliszyn, 2006; Mei et al., 2008). As vesiculas podem também participar
em determinagdes analiticas em sistemas de fluxo (Foo et al, 2003) e aumentar a sensibilidade de técnicas
de imunomigracao (Glorio-Paulet e Durst, 2000; Roberts e Durst, 2007). Podem ainda ser usadas no desen-
volvimento de sensores electroquimicos (Bart et al,, 2002) e de eléctrodos enziméticos (Leca et al,, 1994).

Do exposto se depreende a importancia da avaliacdo do tipo e grau de interacgdo que determinado
soluto estabelece com o sistema lipidico, da caracterizacédo termodinamica dessa interaccéo, e ainda
das consequéncias dessa interaccdo que podem ser exploradas a nivel pratico no desenvolvimento de
metodologias analiticas mais sensiveis e especificas.

Torna-se evidente que a utilizacdo de um meio heterogéneo, como os lipossomas, em técnicas analiticas
depreende o conhecimento aprofundado do tipo e extensdo da interaccdo de um determinado soluto
com as vesiculas, bem como o discernimento das consequéncias dessa interaccdo a nivel das proprie-
dades fisico-quimicas quer do soluto quer da vesicula.

4. LIPOSSOMAS COMO TRANSPORTADORES DE FARMACOS

A utilizacdo de um determinado farmaco é um compromisso entre a sua eficacia e os seus efeitos se-
cundarios indesejaveis. O indice terapéutico, definido como a razdo entre a eficacia do farmaco e os seus
efeitos colaterais, é funcdo de diversos parametros, como a sua farmacocinética, farmacodinamica, e
biodistribuicao (Lasic, 1998). Estes factores podem ser influenciados pela administragao do farmaco em
sistemas transportadores, que podem alterar a libertacdo e a manutengao das concentragdes plasmati-
cas das moléculas que veiculam, aumentando a sua biodisponibilidade e diminuindo os efeitos téxicos.
Podem ainda funcionar como vectores para os formacos, conduzindo-os a determinada célula-alvo, di-
minuindo assim a dose necesséria para expressar determinada acc¢do (Lasic, 1998).

Logo apos a descoberta dos lipossomas, na década de 60, surgiu a ideia de que estas estruturas pode-
riam ser utilizadas como transportadores ou veiculos de farmacos (Silva, 2004). De facto, os lipossomas
parecem sistemas de transporte ideais, pois, como podem ser produzidos a partir de compostos natu-
rais, sao relativamente nao toxicos e biodegradaveis (Diebold et al., 2007). Outra vantagem apresentada
por estes sistemas é a variedade de microambientes diferentes que apresentam, sendo capazes de in-
corporar solutos nos seus compartimentos aquoso e lipidico, o que permite acomodar substancias com
caracteristicas de polaridade radicalmente diferentes no mesmo sistema (Bergstrand et al,, 2003). Adicio-
nalmente, os farmacos podem simplesmente ser incorporados na sua forma original, sem necessidade
de estabelecerem ligagdes covalentes com o vector (Mozafari, 2005). Como formulacdo farmacéutica, as
principais vantagens conferidas pela encapsulagdo de farmacos em lipossomas sdo o aumento da so-
lubilizagdo de farmacos lipossoliveis e a protec¢do conferida por estes sistemas a hidrdlise do farmaco,
sobre a acgao de enzimas degradativas (Diebold et al,, 2007), de condi¢des adversas de pH ou de ac¢édo
da luz (Silva, 2004), entre outras.

O desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas baseadas nestas estruturas tem sido foco de numero-
sos estudos, mas apds um promissor inicio, cedo os problemas se comegaram a evidenciar, e nos dias de
hoje, muito poucas sao as formulacdes que efectivamente atingiram o mercado. O principal problema
da administracao sistémica de lipossomas é o facto de, quando entram na corrente sanguinea, serem
rapidamente capturados pelos macréfagos, que fazem parte do sistema reticulo-endotelial (SRE) (Shar-
ma e Sharma, 1997). O destino dos lipossomas “in vivo" pode ser evidenciado pelo recurso a marcadores



radioactivos (Edwards e Baeumner, 2006). O processo fagocitico geralmente é precedido por um revesti-
mento dos lipossomas com determinados constituintes do plasma -opsoninas - processo denominado
opsonizacdo, que facilita o reconhecimento pelos macréfagos do material a ser fagocitado. Para além
dos macréfagos, os lipossomas sdo absorvidos rapidamente e em grande extensao pelos outros 6rgéos
do SRE, principalmente o figado, o baco e os nddulos linfaticos, mas, mais tardiamente, também pelos
pulmdes e medula 6ssea, o que diminui o seu tempo de semi-vida plasmatica a minutos (Sharma e Shar-
ma, 1997). Este fendmeno de captura condiciona a utilizacdo primordial dos lipossomas no tratamento
de doencas relacionadas com os orgéos referidos: figado ou bago.

O figado é constituido predominantemente por células parenquinatosas, com uma pequena proporgado
de célular de Kupffer, que formam parte do sistema reticulo-endotelial e s&o altamente fagociticas (Hara
et al, 2008). Os lipossomas de menor diametro dirigem-se preferencialmente para os hepatdcitos visto
serem suficientemente pequenos para passarem pelas fenestras dos sinuséides, que possuem um dia-
metro médio de 0,1 um. Os lipossomas maiores tém acesso restrito aos hepatdcitos e sdo apreendidos
preferencialmente pelas células de Kupffer (Lasic, 1998).

As caracteristicas fisicas e a composicdo dos lipossomas afectam a sua captura pelo SRE. Os lipossomas

maiores sdo capturados mais rapidamente, bem como os que, devido a sua constituicdo, s&o mais ri-

gidos. Para aumentar o tempo de semi-vida dos lipossomas na corrente sanguinea, diversas actuagoes
tém sido descritas:

- saturacdo do SRE com lipossomas vazios antes da administracdo dos lipossomas contendo o farmaco;

- utilizacdo de lipossomas mais pequenos e de fluidez intermédia;

- aincorporacdo de esfingomielina e colesterol parece diminuir a captura pelo SRE (Carvalho Jr. et al,,
2007), enquanto que a adigdo de esterilamina a aumenta (Vasir et al,, 2005);

- saturacao da superficie dos lipossomas com substancias covalentemente ligadas como determinados
glicolipidos (gangliosideo GM,), polissacarideos ou polimeros hidrossolUveis (Suzuki et al., 2008). Estes
lipossomas, conhecidos como lipossomas “Stealth®” ou lipossomas estericamente estabilizados pos-
suem um tempo de semi-vida plasmatica aumentado até cerca de 10 horas (Carvalho Jr. et al,, 2007).

Uma das vantagens e desafios da utilizacdo de lipossomas como transportadores de farmacos é a pos-
sibilidade de utilizar estes sistemas como vectores. A vectorizacdo ou direccionamento de farmacos
(“drug targeting”) consiste em promover o transporte do farmaco para os locais de ac¢do especificos, ao
nivel de um determinado 6érgdo, tecido ou célula (Vasir, 2005).

As principais vias de administracdo dos lipossomas sdo a via intra-venosa, intra-peritoneal e sub-cuta-
nea. A principal desvantagem destas vias é, como ja foi referido, a captura dos lipossomas pelo figado
e baco (Lasic, 1998). A via oral é uma via de administracdo preferencial, mas a administragdo de liposso-
mas oralmente é dificultada pelas condi¢des agressivas do tracto gastro-intestinal: baixo pH estomacal,
presenca de enzimas degradativas e accdo detergente dos sais biliares no intestino. Adicionalmente,
existe o problema de moléculas e agregados grandes nao serem absorvidos pelas células do tracto
digestivo (Silva et al.,, 2002). A absorcao de lipossomas pode ser conseguida pontualmente por endoci-
tose, mas em reduzida extensdo. A utilizacdo de MLV é também interessante pois podem ser utilizados
para transportar o farmaco através do tracto gastro-intestinal, a medida que as multiplas camadas vao
sendo degradadas, libertando-o perto do seu local de absor¢ao. Adicionalmente, a formagao de micelas
mistas de lipidos e sais biliares pode aumentar a sua absorgao (Lasic, 1998). Existem varios estudos sobre
a administracdo oral de farmacos em lipossomas, alguns apresentando resultados promissores, com au-
mento da actividade dos fdrmacos administrados nesta forma (Mei et al., 2008; Suzuki et al., 2008). Ser4,
no entanto, necessario o desenvolvimento de vesiculas mais robustas, como lipossomas polimerizados,
capazes de suportarem as condi¢des gastro-intestinais (Lasic, 1998).
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Outra via comummente usada em formulagdes contendo lipossomas é a via tépica, especialmente em
cosmética. A barreira protectora que é a pele torna a absorcdo do farmaco dificultada. Os problemas mais
comuns apresentados por esta via € a penetracdo insuficiente do farmaco e/ou a sua absor¢édo para a cor-
rente sanguinea demasiado rapida. A administracdo em lipossomas parece favorecer a concentracao do
farmaco na derme e epiderme e diminuir a sua absorcao sistémica (Ligade et al,, 2007; Barba et al., 2008).

Existem ainda outras vias de administracdo menos usadas, como a via pulmonar, utilizada especialmen-
te para a veiculagdo de farmacos que vao actuar localmente (Hoesel et al., 2008).

Embora os lipossomas sejam constituidos maioritariamente por moléculas biocompativeis, a sua ad-
ministracao, especialmente quando é efectuada de forma crénica, pode trazer algumas reac¢des inde-
sejaveis. Essas reaccdes podem ser de ordem fisica, pois os lipossomas podem bloquear os capilares,
principalmente os pulmonares, podendo causar problemas como embolias, ou podem ser de ordem
quimica ou metabdlica, pois podem bloquear a funcdo dos macréfagos e do restante SRE, podem alte-
rar fungdes sanguineas por interac¢cdo com as células do sangue ou causar reacgdes imunoldgicas. Os
préprios lipidos podem, ainda, exibir fungdes farmacoldgicas ou originar metabolitos biologicamente
relevantes, como, por exemplo, o &cido araquidénico (Lasic, 1998). Para além disso, os lipidos podem
apresentar toxicidade inerente, especialmente a esfingomielina e a esterilamina, e produzir peréxidos
lipidicos téxicos (Saetern et al.,, 2005).

Pelas razbes anteriormente apontadas, as classes de farmacos mais promissoras para o desenvolvimento
de formulagdes farmacéuticas contendo lipossomas, algumas das quais se encontram ja disponiveis no
mercado, sdo os farmacos usados para combater as infec¢des, quer por fungos, como a anfotericina B
(Marine et al,, 2008) ou por protozodrios, como farmacos antimoniais (Frézard et al,, 2005; Schettini et
al, 2006), quer por virus, como a vidarabina (Port et al.,, 2006) ou por bactérias, como penicilinas (Bakker-
Woudenberg et al., 2005) e antraciclinas (Couvreur e Vauthier, 2006). Os imunoadjuvantes, como vacinas
(Vasir et al,, 2005) e os anticancerigenos, como o taxol (Andresen et al, 2005; Dass e Choong, 2006) ou
a doxorubicina (Sharma e Sharma, 1997), possuem igualmente uma série de formulacées a serem de-
senvolvidas. Outra classe extremamente interessante, € a dos anti-inflamatorios, que desenvolveremos
posteriormente, devido a marcada predisposicdo dos lipossomas para se localizarem em locais sujeitos
a processos inflamatorios.

Seja qual for o farmaco sujeito a encapsula¢do ou a via de administragcdo usada, um requisito fundamen-
tal para o desenvolvimento de uma formulacdo com lipossomas é uma elevada taxa de encapsulacdo
do farmaco a ser veiculado, quer o fdrmaco se associe com a membrana lipidica, quer seja aprisionado
no compartimento aquoso interno. Uma encapsulagéo elevada diminui o custo das formulagdes e os
riscos de toxicidade associada aos lipossomas (Sharma e Sharma, 1997). Outro parametro importante é
0 grau de extravasamento (“leaking”) apresentado pelo farmaco num determinado sistema lipossomal,
que ndo deve ser elevado para que n&o haja perda do farmaco durante o trajecto até ao seu local de
accdo. A diminuicao do extravasamento pode ser conseguida por aumento do grau de insaturagdo ou
do comprimento das cadeias fosfolipidicas, ou ainda, por adicdo de colesterol ou por utilizagdo de um
lipido da mesma carga do ido a ser encapsulado (Lasic, 1998).

Facilmente se compreende, depois do exposto, que a determinacdo do grau de encapsulacdo de um
farmaco com os lipossomas é um parametro extremamente importante. Quando o farmaco possui
caracteristicas de solubilidade tais que se dissolve na membrana lipidica, esse grau de encapsulagéo
pode ser efectivamente expresso por um coeficiente de particdo entre duas fases distintas, a fase aquo-
sa e a fase lipidica.



5. INTERACCAO FARMACO/LIPOSSOMA

Em termos de localizacdo, os solutos podem interactuar com as membranas lipidicas dos lipossomas e

vesiculas fundamentalmente a quatro niveis, como se pode observar na Figura 2. (Lasic, 1998):

1) solutos hidrossolUveis podem localizar-se no interior aquoso dos lipossomas ou

2) estabelecer ligagdes de tipo electrostatico ou idnico com a zona interfacial constituida pelos grupos
polares ou com a camada de Gouy-Chapman;

3) solutos com caracter hidrofébico podem localizar-se no nucleo hidrocarbonado das vesiculas, onde
podem estabelecer ligagdes hidrofdbicas ou de Van der Waals;

4) moléculas anfipaticas podem dispor-se por forma a exporem a parte hidrofébica da molécula perto
das cadeias fosfolipidicas e a parte hidrofilica perto dos grupos polares.

Figura 2. Localizagoes possiveis dos solutos nas vesiculas
(adaptado de Lasic, 1998). O significado dos nimeros 1a 5

é os referidos no texto.

As caracteristicas de particdo de um soluto na membrana, como o seu grau de interac¢do e a sua loca-
lizacao, dependem fundamentalmente da natureza das interacgdes (polares ou apolares) que possam
ocorrer. Quando as interac¢oes polares sao relativamente fracas, a particao é primariamente governada
por interac¢des com o nucleo hidrocarbonado da membrana, sendo o grau de particdo determinado
pelo equilibrio de solubilidade nesta fase. Ao contrario, quando as interaccdes polares sao relativamen-
te fortes, a quantidade e a velocidade de incorporacéo do soluto na membrana pode aumentar ou
diminuir, dependendo da extensao de atraccdo ou repulsdo electrostatica das moléculas carregadas a
superficie da membrana.

6. CONCLUSAO

A multidisciplinaridade associada a Nanotecnologia Farmacéutica resultou no desenvolvimento de li-
possomas como sistemas de libertacdo de farmacos eficazes em diversas areas terapéuticas.

Devido a sua versatilidade estrutural em termos de tamanho, composicao, carga da superficie, fluidez da
membrana e habilidade para incorporar farmacos hidrofilicos e/ ou lipofilicos, os lipossomas tornaram-se
potentes veiculos em varios tipos de terapias, aumentando a eficacia e reduzindo os efeitos téxicos dos
farmacos. Inimeros trabalhos de desenvolvimento de formulagées lipossémicas relatam a eficacia e a
seguranga dos tratamentos realizados, constatando uma grande vantagem em relacdo aos tratamentos
convencionais. Actualmente, sdo comercializadas formulagdes contendo lipossomas para o tratamento
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de doencas do foro oncoldgico e infeccdes sistémicas. O aprofundamento das pesquisas possibilitara,
no futuro préoximo, a consolidagao de seu uso na terapia génica e em vacinas.
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