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RESUMO

Os lipossomas sdo microsistemas constitufdos por uma ou mais bicamadas lipidicas dispos-
tas esfericamente, separadas por fases aquosas, cujo cerne é um compartimento agquoso.
Tais estruturas esféricas fechadas, cujo diametro varia tipicamente entre os 50 nm e 0s 5
um, formam-se espontaneamente quando alguns lipidos séo colocados em solucdo aquo-
sa. Logo apds a sua descoberta, na década de sessenta, surgiu a ideia de que poderiam
ser usados como transportadores de compostos farmacologicamente activos, dado serem
constituidos por compostos naturais, relativamente nao-téxicos e biodegradaveis.
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ABSTRACT

Liposomes are microsystems constituted by one or more lipid bilayers, arranged spherically,
separated by aqueous phases, with an aqueous core. Such closed spherical structures, typi-
cally ranging in diameter from 50 nm to 5 wm, form spontaneously when certain lipids are
placed in aqueous solution. Right after their discovery in the sixties, the idea that they could
work as carriers for active drugs arose within the scientific community, since they are com-
posed of natural compounds which are relatively non-toxic and biodegradable.
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1.INTRODUCAO

Os lipossomas sdo constituidos de uma ou mais bicamadas dispostas esfericamente, sepa-
radas por fases aquosas e englobando um compartimento aquoso interno. Estas estruturas
esféricas fechadas, cujo diametro varia entre 0,05-5,0 wm, sdo formadas espontaneamente
quando determinados tipos de lipidos sao colocados em solugdo aquosa (Sharma e Shar-
ma). Logo apods a sua descoberta nos anos 60 surgiu a ideia de que poderiam ser usados
como sistemas transportadores de farmacos, uma vez que sdo constituidos por compostos
naturais, relativamente nao-toxicos e biodegradaveis (Gregoriadis, “Fate”).

1.1. VECTORIZAGAO DE FARMACOS

Qualquer dos processos farmacocinéticos depende essencialmente das caracteristicas fisi-
co-quimicas do farmaco, como sejam por exemplo, o pK_ e o coeficiente de partigéo (P). Em
termos praticos, a administracao de um farmaco leva a sua distribuicdo indiscriminada pelos
diversos tecidos, érgdos ou células do organismo e, consequentemente, por uma auséncia
de especificidade para as areas que necessitam de tratamento, resultando dai muitas vezes
0 aparecimento de efeitos secundarios de toxicidade elevada (Berlin Jr, et al.).

Assim, a tendéncia actual da investigagdo em Tecnologia Farmacéutica é a de desenvolver
novos sistemas susceptiveis de (Li e Lee):

- Aumentar a eficacia terapéutica (por exemplo, por redugao do nimero das doses
e da quantidade de farmaco administrado por dose);

- Aumentar a seguranca dos farmacos administrados pelos métodos ditos conven-
cionais (caracterizados por uma absorcao rapida);

- Facilitar, por exemplo, a administracao de peptideos e proteinas sem o desenvol-
vimento acentuado de reac¢ées imunogénicas ou a inactivagao bioldgica;

- Melhorar a aplicacdo, nomeadamente, das terapias anticancerigenas através de
uma maior especificidade do farmaco para o local de accéo.

Com o intuito de atingir estes objectivos tém-se desenvolvido essencialmente dois tipos
de sistemas: as formas farmacéuticas de libertacdo prolongada e os vectores de farmacos.

As formas farmacéuticas de libertacéo prolongada controlam a velocidade de cedéncia dos
farmacos a partir das formas farmacéuticas, modificando deste modo a biodisponibilidade
dos mesmos. Estes sistemas tém por objectivo prolongar as concentracdes plasméticas te-
rapéuticas dos farmacos e assim a sua duragdo de ac¢do (daf a necessidade de incorporar
uma quantidade superior de farmaco em relacao a forma farmacéutica convencional, que
se caracteriza por uma absorcao rapida), reduzir as flutuagdes dos niveis plasmaticos dos
farmacos e, desta forma, melhorar a seguranca e diminuir os seus efeitos laterais, bem como
assegurar uma melhor cobertura terapéutica do paciente (Li e Lee).

Os vectores de fdrmacos (ou a vectorizagao de farmacos, vulgarmente designada na lingua-
gem anglo-saxénica por “drug targeting”) tém por finalidade tornar a distribuicao no or-
ganismo independente das propriedades fisico-quimicas inerentes a molécula a veicular,
submetendo-a aquelas de um agente apropriado (vector), escolhido em fun¢do de um de-
terminado objectivo terapéutico (Torchilin; Moutinho et al.). Mencione-se a titulo de exem-
plo destes sistemas os lipossomas, que sao objecto de estudo neste trabalho.



1.2. OBJECTIVOS DA VECTORIZAGAO DE FARMACOS

A associacao de um farmaco a um vector apropriado tem, pelo menos, trés objectivos prin-
cipais que a seguir se descrevem (Roblot-Treupel e Puisieux):

- Proteccdo da molécula activa desde o local de administracdo até ao local de ac-
¢ao, propriedade que é inerente ao proprio vector (refira-se como exemplo o caso
do ATP, adenosina trifosfato, cuja administracdoquando encapsulado em liposso-
mas aumenta de forma significativa os seus niveis plasméticos durante a ocor-
réncia de periodos de isquémia, o que determina uma maior afluéncia de ATP ao
cérebro, ao contrario do que acontece quando admnistrado na forma livre pela
mesma via, em que é rapidamente eliminado da corrente sanguinea (Fattal et al.);
- Melhoria da transposicdo de algumas barreiras fisioldgicas por parte de certas
moléculas activas - por exemplo, a associa¢do a um vector apropriado foi tentada
no sentido de melhorar a penetracgao intracelular de farmacos como os antibioti-
cos (Gabizén et al.) e desta forma alcancar zonas celulares de dificil acesso;

- Melhoria da especificidade dos farmacos: por um lado, concentrar um farmaco,
caso dos citostaticos, num determinado 6rgdo, tecido ou célula. A vectorizacao
de lipossomas via incorporagao de um ligando especifico, ou aproveitamento de
determinadas condi¢des especificas do tumor (aumento da vascularizacdo, ou
diminuicdo do pH, verificadas nos tecido tumorais ou inflamados) pode levar a
acumulacdo especifica do farmaco nos tecidos-alvo (Felnerova et al.,; Andresen,
Jensen e Jorgensen; Moutinho et al.);

- Diminuicao da toxicidade, evitando a sua acumulacdo em tecidos particularmen-
te sensiveis aos seus efeitos indesejaveis: Zhang e colaboradores desenvolveram
uma formulacédo de levofloxacina lipossémica com o intuito de diminuir a distri-
buicao deste farmaco para o rim, cérebro e coragao, atenuando efeitos secunda-
rios como a neurotoxicidade ou hematoxicidade.

A concretizagdao destes objectivos depende necessariamente das caracteristicas do vector.
Segundo diversos autores as caracteristicas de um bom vector dependem do fim a que
se destina e incluem os seguintes parametros (Igic e Behnia; Juillerat-Jeanneret e Schmitt;
Huwyler, Drewe e Krahenbuhl; Rip, Schenk e de Boer; Pasha e Gupta):

- Deve ser biocompativel e biodegraddvel, qualquer que seja a via de administra-
¢ao, ndo devendo induzir a formacdo de metabolitos toxicos;

- Deve possuir uma forma e um tamanho convenientes, de modo a, por um lado,
permitir a incorporacdo de uma quantidade de farmaco susceptivel de exercer o
efeito terapéutico desejado e, por outro lado, alcancar determinados objectivos
em termos de distribuicao in vivo;

- Deve proteger o principio activo desde o local de administracao até ao local de
accao;

- Deve possuir poder de fixagdo da substancia medicamentosa de modo a evitar a
sua libertacdo prematura até alcancar o local de accéo;

- Ao nivel do local de accédo, deve ser susceptivel de libertar a molécula activa o
que implica que a ligacdo vector-farmaco seja reversivel;

- Deve apresentar uma certa afinidade para um determinado tipo de 6rgaos, te-
cidos ou células, afinidade essa que deve ser susceptivel de ser modificada em
funcdo do principio activo administrado e do local de ac¢éo visado;
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- Deve possibilitar a encapsulacdo e de transporte de moléculas hidroéfilas, anfifili-
cas ou hidréfobas, devido a existéncia de um nucleo interno aquoso e da bicama-
da fosfolipidica de caracter lipofilo;

- Deve possibilitar a manipulagdo das suas caracteristicas fisico-quimicas (como por
exemplo, o tamanho e a composicdo), que proporciona uma grande versatilidade
no controlo do seu comportamento in vitro e in vivo, ao ponto de, por exemplo,
a libertagao do contelido aquoso poder ser funcao, consoante a composicao dos
lipossomas, de uma variacdo de pH (Karve et al.) ou de temperatura (Banno et al.).

1.3. CLASSIFICACAO DOS VECTORES DE FARMACOS

Os numerosos estudos realizados até ao momento conduziram a elaboracdo de vectores de
farmacos cada vez mais complexos. Os vectores actualmente propostos, em fungdo do ob-
jectivo terapéutico, podem ser divididos em trés grupos principais: vectores de 12 geracao,
vectores de 22 geracao e vectores de 32 geracdo que a seguir se passam a descrever (Benoit
et al,; Roblot-Treupel e Puisieux).

VECTORES DE 12 GERACAO

O vector de 12 geracdo é um suporte simples, de tamanho relativamente elevado (entre 100
e 800 um), concebido para libertar o principio activo ao nivel de um determinado érgéo.
Neste grupo incluem-se as microcapsulas, que sdo sistemas formados por um reservatoério,
delimitado por uma parede polimérica, onde se encontra dissolvido o principio activo, e as
microsferas, as quais s&o formadas por uma matriz polimérica onde se encontra disperso o
principio activo. Os materiais utilizados sdo de natureza variavel (etilcelulose, dcido polilacti-
co, copolimeros dos acidos lactico e glicélico), biodegradaveis ou nao (Orive et al,, “Techni-
ques”; Orive et al,, "Micro”).

Os vectores de 12 geracdo sao bastante utilizados na administragao de algumas substancias
antitumorais (cisplatina, metotrexato, 5-fluoruracilo), caracterizando-se por necessitar de
um modo de administragao apropriado que permita a implantagdo do sistema medicamen-
t0so 0 mais préximo possivel do érgdo desejado. Este sistema de administracdo é designado
por embolizacdo. As microsferas ou as microcapsulas sdo administradas por via intra-arterial,
sendo conduzidas por cateteres ao nivel da artéria que irriga o tumor visado, onde se liberta
e difunde o agente antitumoral. A obliteragdo da artéria, induzida pelas microsferas e micro-
cépsulas, determina uma necrose progressiva do tumor. Assim, através do agente antitu-
moral que veiculam, as microsferas e as microcapsulas, para além de uma accdo mecanica,
exercem também um efeito quimioterapéutico que tem a vantagem de ser focalizado no
érgao pretendido (Frézard et al.).

VECTORES DE 22GERACAO

Os vectores de 22 geracao, também chamados vectores propriamente ditos, ndo necessitam
de nenhum modo de administracdo particular. De tamanho coloidal, geralmente inferior a
1 um, podem ser administrados por numerosas vias, entre as quais se salienta a via intrave-
nosa, sendo o local fisiolégico visado um tecido. Dentro deste grupo distinguem-se dois
tipos de vectorizacao: passiva e activa (Orive et al., "Micro”).



VECTORIZACAO PASSIVA

Na vectorizacdo passiva, a distribuicdo do principio activo depende apenas das caracteris-
ticas fisico-quimicas do vector escolhido (como por exemplo, o tamanho), ocorrendo pre-
ferencialmente para os érgdos ricos em células do sistema reticulo endotelial (como por
exemplo, as células de Kupffer do figado e os macréfagos do baco, pulmdes e medula).
Refiram-se como exemplo deste tipo de sistemas, os vectores vesiculares (os lipossomas e as
nanocapsulas) e os vectores particulares (as nanosferas) (Maeda et al,; Sapra e Allen).

Os lipossomas sao pequenas vesiculas constitufdas por um nucleo aquoso delimitado por
uma ou mais bicamadas fosfolipidicas, consoante o tipo de lipossoma, sendo susceptiveis
de veicular farmacos hidrossoltveis e lipossoltveis (Jones e Chapman; Edwards e Baeum-
ner). As nanocapsulas sao formadas por uma cavidade oleosa, delimitada por uma parede
de natureza polimérica, sendo, por esta razdo, indicadas para administracao de farmacos de
caracter lipofilo (Diebold et al.).

As nanosferas sdo constituidas por uma rede de natureza polimérica ou proteica, ndo se dis-
tinguindo qualquer tipo de cavidade ou parede, destinando-se a administracao de farmacos
susceptiveis de serem incorporados na matriz polimérica ou proteica (Garnett).

VECTORIZACAO ACTIVA

Neste tipo de vectorizacao incluem-se os lipossomas, nanocapsulas e nanosferas, sendo a
distribuicdo do principio activo dependente de factores extracorporais, como, por exem-
plo, a temperatura e a presenca de particulas magnéticas (Jones e Chapman; Dandamudi
e Campbell).

O principio de utilizacdo da temperatura na libertacdo selectiva de um principio activo en-
capsulado em lipossomas, ao nivel de um dado tecido, baseia-se na combinacdo de um
efeito de hipertermia local ao nivel do tecido lesado e no facto das vesiculas possufrem uma
temperatura de transicao que é superior a temperatura fisiolégica (37 °C) (Frézard et al.). As-
sim a passagem do lipossoma na regido proxima do tecido em causa, determina a transicdo
do estado gele em que as cadeias hidrocarbonadas dos constituintes fosfolipidicos da bica-
mada (que apresentam uma estrutura ordenada) para o estado liquido-cristalino (em que
as cadeias hidrocarbonadas dos constituintes fosfolipidicos da bicamada apresentam uma
estrutura desordenada) da membrana lipossomal, com a consequente libertacédo do princi-
pio activo no tecido lesado ou numa regido adjacente (Laverman et al.). Esta metodologia foi
testada com sucesso, em termos de especificidade de ac¢éo e de reducéo de efeitos toxicos
secundarios, na administragéo da cisplatina e 5-fluoruracilo (Iga et al.).

A utilizagcdo de particulas magnéticas baseia-se na sua incorporacéo no vector, sendo o sis-
tema vector-farmaco, apds administragdo, guiado por um iman extra-corporal. Desta forma,
lbrahim e colaboradores conseguiram triplicar nos rins, a concentracao de nanosferas de
polialquilcianoacrilato contendo dactinomicina e particulas de magnetite, por colocacdo de
um iman extra-corporal ao nivel dos rins. Paralelamente conseguiram reduzir em cerca de
um terco, a concentracdo de nanoparticulas no figado.
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VECTORES DE 32 GERACAO

Os vectores de 32 geracéo sao suportes vesiculares, particulares ou moleculares acoplados
a elementos capazes de reconhecer especificamente o “alvo”bioldgico visado, celular ou in-
tracelular. Actualmente, os elementos de reconhecimento mais utilizados sdo os anticorpos
monoclonais e as glicoproteinas. Os anticorpos sdo proteinas que sao formadas em resposta
a determinados agentes (antigénios) e que reagem especificamente com eles, inactivando-
-0s. Uma condigdo fundamental para o aparecimento do anticorpo é que o agente seja
reconhecido como estranho. No dambito da vectorizacdo de farmacos, a importancia dos
anticorpos monoclonais resulta do facto de poderem reconhecer selectivamente “alvos”
moleculares existentes a superficie de algumas células, nomeadamente, tumorais. As gli-
coproteinas sdo moléculas que possuem residuos de carbohidratos que Ihes permitem a
ligacédo selectiva a certas células, nomeadamente, aos hepatdcitos (Edwards e Baeumner).

Neste contexto dos vectores de 32 geracdo, uma das estratégias inicialmente utilizadas
consistiu no acoplamento directo de farmacos a anticorpos monoclonais. No entanto, esta
metodologia é limitada pelo nimero restrito de farmacos susceptiveis de se ligar aos anti-
corpos monoclonais, pela fraca capacidade destes em acumularem farmaco e pelo facto da
ligacdo poder inactivar, quer o farmaco, quer o anticorpo monoclonal. Em consequéncia,
propods-se, alternativamente, o acoplamento dos anticorpos monoclonais a vectores coloi-
dais contendo o farmaco a veicular (Vasir e Labhasetwar).

Este grupo de vectores abriu incontestavelmente novos horizontes no campo da vectori-
zacéo, constituindo potencialmente uma forma de aumentar a selectividade de farmacos,
especialmente daqueles dotados de uma grande toxicidade como sejam os citostaticos.
Existe ainda, todavia, uma série de questdes importantes a resolver:

- O incompleto conhecimento das caracteristicas antigénicas dos tumores;

- A reduzida especificidade dos antigénios das células malignas;

- Orisco de neutralizagdo prematura dos anticorpos monoclonais pelos antigénios
circulantes, libertados a partir da superficie das células malignas.

Neste grupo dos vectores de 32 geracdo incluem-se também vectores macromoleculares
como é o caso do acido desoxirribonucleico (DNA), o qual tem propriedade de induzir pro-
cessos de endocitose ao nivel celular, particularmente ao nivel de células malignas (Vasir e
Labhasetwar).

Com o objectivo de atribuir alguma capacidade de reconhecimento aos lipossomas e as-
sim melhorar a sua utilizacdo como vectores de farmacos, uma das estratégias consiste no
revestimento com polissacarideos naturais, como por exemplo a amilopectina e 0 manano
(Edwards e Baeumner).

14. LIPOSSOMAS COMO VECTORES DE FARMACOS
VANTAGENS E POTENCIAIS APLICACOES
O conceito de lipossoma e a sua caracterizagao surgiu pela primeira vez em 1965 por Ban-

gham, Standish e Watkins. Estes autores verificaram que as propriedades de difuséo de ca-
tides e anides univalentes através das membranas das vesiculas de lecitina (lipossomas),



formadas espontaneamente por hidratacado aquosa de um filme lipidico de lecitina, eram
muito semelhantes as verificadas nas membranas biolégicas. Desde entéo, os lipossomas
tém sido utilizados como modelos de estudo das membranas biolégicas (Bangham, Hill e
Miller). Em 1976, Gregoriadis (“The carrier potential of liposomes in biology and medicine”1
e 2;"Overview") propos a utilizacdo dos lipossomas na vectorizagao de farmacos.

No ambito da vectorizagao de farmacos, os lipossomas assumem, hoje em dia, uma posicédo
de relevo face as vantagens decorrentes das caracteristicas Unicas destes sistemas, que 0s
tornam veiculos seguros e eficazes, e de que se salientam (Barenholz e Crommelin; Crom-
melin, Herron e Storm):

- A biocompatibilidade, resultante, por um lado, da sua biodegrabilidade e toxici-
dade reduzida e, por outro lado, do facto de ndo determinarem o desenvolvimen-
to de reac¢des imunogénicas;

- A grande versatilidade estrutural, devida a existéncia do nucleo interno aquoso e
da bicamada fosfolipidica de caracter lipofilo, de que resulta a possibilidade de vei-
cularem moléculas de diferentes caracteristicas (hidrofilas, anfipaticas e hidréfobas);
- A existéncia do nucleo aquoso, que minimiza a possibilidade de ocorrerem al-
teragdes conformacionais dos farmacos a eles associados que pudessem levar a
diminuicdo ou perda de actividade (este é um aspecto critico na administracdo
de proteinas);

- A possibilidade de manipulagao das suas caracteristicas fisico-quimicas e, conse-
quentemente, do seu comportamento in vitro e in vivo;

- E a possibilidade de fusao com células, que facilitam a introducao de farmacos e
de material genético.

Estas caracterfsticas tornam os lipossomas potenciais vectores numa vasta area de aplicacéo
como seja na transferéncia de material genético como o DNA (Smith, Walzem e German),
na terapia antimicrobiana, como adjuvantes imunoldgicos em vacinas (Daemen et al), no
diagndstico por recurso a imagem (veiculando agentes de contraste), no tratamento de
doencas pulmonares (Taylor e Farr) e no tratamento de doencas da pele (Skalko, Cajkovac e
Jalsenjak) e naturalmente na quimioterapia do cancro (Kim).

A versatilidade demonstrada por um tdo vasto campo de aplicacdo, consequéncia da capa-
cidade de transporte de uma tdo grande variedade de substancias, necessariamente com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes, resulta precisamente da versatilidade da sua cons-
tituicao e estrutura.
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