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RESUMO

Nos dUltimos anos a nanotecnologia revelou-se uma forte aliada no
desenvolvimento da Quimica Medicinal. Nessa vertente, destacam-se 0s
lipossomas que além de serem modelos de membrana celular também séo
excelentes sistemas biocompativeis de formulagcéo, carreamento e liberacdo de
farmacos. Entretanto, os lipossomas apresentam limitacdes relacionadas a sua
baixa estabilidade em solucdo e rapida eliminacdo da circulacdo sanguinea.
Esses fatores acabam impedindo o acumulo dessas estruturas em tecidos
tumorais, inclusive pelo efeito de permeabilidade e retencéo (efeito EPR). Diante
deste quadro, diversas estratégias vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
aumentar a estabilidade e principalmente o tempo de circulacdo sanguinea dos
lipossomas. Pesquisas recentes tém mostrado a obtencdo de lipossomas
modicados superficialmente com polietilenoglicol (PEG), com copolimeros
tribloco do tipo ABA ou ainda com ligantes sitios especificos. Nesse sentido, o
presente artigo traz uma revisao sobre as principais contribuicdes cientificas no
desenvolvimento, otimizag&o e aprimoramento de lipossomas como sistemas de
longa circulacdo visando novas estratégias de formulacdo de medicamentos
para o tratamento do cancer.

Palavras-chave: Copolimeros Tribloco. Formulacdo de medicamentos.
Lipossomas. Lipossomas de Longa-circulacdo. Tratamento do cancer.

ABSTRACT

In recent years, nanotechnology has been a strong ally to Medicinal Chemistry.
Liposomes stand out, being cell membrane models and excellent biocompatible
drug delivery systems. However, liposomes have limitations due to their low
stability in solutions and rapid elimination from the blood stream. These factors
prevent the accumulation of these structures in tumor tissues, as well as the
effects of permeability and retention (EPR effect). Given this scenario, several
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strategies have been developed aiming to increase the stability and the
circulation of liposome in the blood stream. Recent research has shown that
surface-modified liposomes with polyethylene glycol (PEG), triblock ABA-like
copolymers or site-specific ligands are able to overcome these issues. With that
in mind, this article brings a review of the main scientific contributions in the
development, optimization and improvement of liposomes as long circulation
systems aiming at new strategies for drug formulation in cancer treatment.

Keywords: Cancer Treatment. Drug Formulation. Liposomes. Long Circulating
Liposomes. Triblock Copolymers.

INTRODUCAO

Nos ultimos 40 anos, a comunidade cientifica avangou progressivamente
no desenvolvimento da Quimica Medicinal (DO AMARAL et al., 2017). A vertente
multidisciplinar desta &area possibilitou a obtencdo de sistemas capazes de
encapsular, transportar e entregar farmacos em regides especificas no
organismo. Mais especificamente, o conhecimento acerca da nanotecnologia
vem permitindo o desenvolvimento de medicamentos e terapias mais eficazes
(KESKINBORA; JAMEEL, 2018). Esta estratégia visa melhorar a administracéo
de medicamentos no tecido doente, minimizando os efeitos colaterais causados
pelos medicamentos convencionais (GWINN; VALLYATHAN, 2006). Nesse
sentido, as nanoparticulas séo capazes de proteger os farmacos in vivo, além de
aumentarem sua difuséo e absorcao epitelial, modificando a sua farmacocinética
e perfil de distribuicdo (COUVREUR, 2013; AULA et al., 2015).

Neste contexto, lipossomas sdo sistemas nanoestruturados para a
solubilizacéo e transporte de farmacos em meio aquoso (AKBARZADEH et al.,
2013; BULBAKE et al., 2017; BELTRAN-GRACIA et al., 2019). De modo geral,
séo estruturas coloidais, com diametros entre 20 nm e 5 ym, formados a partir
da organizacado de fosfolipidios na forma de bicamadas lipidicas. Os formatos
mais comuns sdo unilamelar (bicamada Unica), multilamelar (bicamadas
concéntricas) ou multivesicular (vesiculas pequenas inseridas em uma vesicula
maior) (BATISTA et al., 2007; FANCIULLINO; CICCOLINI, 2009). A bicamada
lipidica armazena em seu interior um po¢o aquoso, no qual podem ser
incorporados farmacos de carater hidrofilico. Por outro lado, farmacos
hidrofébicos ou anfifilicos localizam-se preferencialmente na bicamada lipidica.

A estrutura quimica de fosfolipidios é constituida por duas cadeias de
acidos graxos (saturadas e/ou insaturadas), um grupo fosfato, um grupo glicerol
e grupo funcional com uma cabeca polar. Esta parte polar confere versatilidade
aos fosfolipidios dada a possibilidades de serem grupos anidnicos, catibnicos ou
zwiteribnicos. Dentre as classes de fosfolipidios, destacam-se as fosfatidilserinas
(PS), as fosfatidiletanolaminas (PE), as fosfatidilcolinas (PC) e os
fosfatidilgliceréis (PG). Além disso, os fosfolipidios podem ser tanto de origem
natural quanto sintética.

Uma vez que os fosfolipidios sdo constituintes naturais das membranas
celulares, os lipossomas sdo nanoestruturas biocompativeis e por isso
empregados como sistema de incorporacédo, biotransporte e biodisponibilizacéo
de farmacos (TORCHILIN, 2005; AKBARZADEH et al., 2013; XING; HWANG;
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LU, 2016). Uma vantagem intrinseca dos lipossomas é a capacidade de
interacdo com a membrana biologica, sendo uma estratégia na entrega de
farmacos. Dentre os mecanismos de interacdo destacam-se a endocitose, a
fuséo e a troca lipidica (MOGHIMIPOUR; HANDALI, 2013).

Por outro lado, lipossomas convencionais, ou seja, constituidos apenas
por fosfolipidios, possuem limitagdes relacionadas a sua baixa estabilidade
termodinamica e cinética em solucéo. Isso se deve aos processos de agregacao
e fusdo entre as vesiculas originados pela elevada area superficial e pelo carater
hidrofébico (FREITAS et al., 2019a). A baixa estabilidade em solucéo pode ser
contornada armazenando-os no estado sélido (MUFAMADI et al., 2011), sendo
a liofiizacdo a principal via de armazenamento lipossomal. Dentre as
caracteristicas, a matriz sélida obtida deve ser facil e rapidamente reidratada
com solucdo compativel, permitindo que as vesiculas retornem ao seu estado
inicial sem perdas do farmaco incorporado (CROWE; REID; CROWE, 1996
CHEN et al., 2010). Muitas vezes a obtencao deste solido envolve a adicdo de
agentes crioprotetores e lioprotetores (CHEN et al., 2010), conservando a
estrutura das vesiculas durante o processo de congelamento e minimizando
processos de hidrélise e oxidagdo dos fosfolipidios, aumentando o tempo de
prateleira dos formulados (FREZARD; MG; ROCHA, 2005; BATISTA et al., 2007;
AKBARZADEH et al., 2013; BULBAKE et al., 2017).

Um outro problema é relacionado ao pequeno tempo de circulagéo
sanguinea. Isso ocorre porque a superficie lipossomal liga-se rapidamente as
opsoninas do plasma sanguineo, fazendo com que o0s macréfagos os
reconhegam como corpos estranhos ao organismo, capturando-os da circulagcéo
(ROOIJEN; SANDERS, 1996; MEHVAR, 2018). Nessas circunstancias, a
propensdo do Sistema Reticular Endotelial (SRE) para remover lipossomas da
circulagdo sanguinea € um fator altamente limitante no direcionamento dos
lipossomas para outros tecidos além do figado, baco e pulmédo (BUGELSKI et
al., 1982). Por essa razédo, a quantidade de farmaco capaz de alcancar o tecido
alvo é bastante reduzida, implicando em doses elevadas e resultando em graves
efeitos colaterais (AKBARZADEH et al., 2013; SERCOMBE et al., 2015; DAVE
et al., 2019).

Como alternativa, a fluidez da bicamada lipidica, o diametro
hidrodindmico, a lamelaridade e o carater superficial dos lipossomas podem ser
modificados para driblar a baixa estabilidade e o curto intervalo de circulagéo
sanguinea (MOGHIMI; SZEBENI, 2003; IMMORDINO; CATTEL, 2006a;
MINEART et al., 2018). Além disso, a utilizacdo de ligantes sitio-especificos tem
representado uma estratégia importante do direcionamento seletivo de
lipossomas ao tecido tumoral (KHAN et al., 2020). Isto pode ser feito tanto pela
modificacdo quimica dos fosfolipidios a partir de processos sintéticos como pela
adicdo de agentes estabilizadores das vesiculas, mantidos por interacdes fisicas
(AKBARZADEH et al., 2013; SERCOMBE et al., 2015; DAVE et al., 2019). Neste
trabalho de revisdo, serdo apresentadas algumas possibilidades de
modificacdes em lipossomas visando a obtencao de formulados estaveis para
aplicacdes em Quimica Medicinal, principalmente para o tratamento do cancer.
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METODOLOGIA

A elaboracéo da presente revisao bibliogréafica foi conduzida por meio de
uma pesquisa exploratoria e de modo qualitativo, a partir de artigos cientificos
publicados em revistas com elevados fatores de impacto relacionados ao tema
proposto. O levantamento bibliografico foi realizado em sites de pesquisa
académica especializada: Science Direct, Web of Science, Google Académico e
Portal de Periddicos da CAPES.

Como termos de busca foram utilizados: vesiculas lipidicas (lipid vesicles),
lipossomas de longa-circulagcdo (long-circulating liposomes), lipossomas
revestidos (coated liposomes), lipossomas furtivos (stealth liposomes),
lipossomas peguilados (pegylated liposomes), lipossomas sitio-especificos (site-
specific liposomes), lipossomas estericamente estabilizados (sterically stabilized
liposomes), lipossomas modificados (modified liposomes), lipossomas mistos
(mixed liposomes), lipossomas hibridos (hybrid liposomes), nanoparticulas
hibridas de polimeros-lipidios (polymer-lipid hybrid nanoparticles) e
funcionalizacéo de lipossomas (liposome functionalization).

A coleta de dados seguiu a leitura inicial exploratoria de todo o material
selecionado, verificando-se a relevancia para este trabalho. Em seguida, apés a
selecdo dos textos, realizou-se a andlise e interpretacao das informacdes por
meio de leitura analitica com a finalidade de ordenar e sumarizar as informacdes
contidas nas fontes. Devido a especificidade do tema avaliado, ndo houve
delimitacdo do periodo de publicacéo para as referéncias pesquisadas.

DESENVOLVIMENTO
ESTRATEGIAS PARA A MODIFICACAO DE LIPOSSOMAS

Modificagdes Lipossomais: Panorama Geral

As modificacdes lipossomais tem por objetivo a melhoria de suas
propriedades em relacdo a incorporacdo, ao carreamento e a entrega de
farmacos. Essas modificacdes podem ser realizadas mediante o aprimoramento
dos lipossomas convencionais, relacionadas a sua composicao lipidica e/ou em
sua carga superficial a partir da adicdo sinais moleculares, conforme
representado na Figura 1 (SERCOMBE et al., 2015; KHAN et al., 2020). S&o
varias as possibilidades de modificacdo, uma vez que lipossomas convencionais
podem ser catidnicos, anidnicos ou zwiterionicos, dependendo do grupo polar
presente em sua estrutura (ALLEN, 2015; DAVE et al., 2019).

Na Figura 1 encontra-se uma representacao das principais modificacdes
gue podem ser realizadas na estrutura lipossomal. Nesta, evidencia-se que 0s
farmacos hidrofilicos tendem a se concentrar no po¢co aquoso interno enquanto
os farmacos hidrofébicos alocam-se preferencialmente na bicamada lipidica.
Dentre as estratégias de modificacédo citadas na Figura 1, a adicdo de agentes
furtivos a superficie lipossomal se destaca. Essas espécies permitem que 0s
lipossomas permanecam por tempo suficiente na corrente sanguinea sem serem
reconhecidos e capturados pelas células do SRE (MOGHIMI; SZEBENI, 2003;
KHAN et al., 2020).

Rev. UNINGA Review, Maring4, v. 35, eRUR3400, 2020 4



Revista UNINGA Review ISSN 2178-2571 doi.org/10.46311/2178-2571.35.eRUR3400
Ciéncias Exatas, da Terra e Engenharias

Para a obtencao de lipossomas de longa circulacdo, as modificacbes podem ser
realizadas a partir da formacéao de ligacdes covalentes entre os fosfolipidios e as
extremidades das cadeias poliméricas. Dentre os principais polimeros utilizados
destacam-se o polietilenoglicol (PEG), o poli(acido latico-co-acido glicélico)
(PLGA), o poliacido lactico (PLA), a policaprolactona (PCL), a polivinilpirrolidona
(PVP) e uma ampla gama de copolimeros (LE MEINS et al., 2013; DAVE et al.,
2019). De modo semelhante, as cadeias poliméricas e fosfolipidicas também
podem ser combinadas por meio de interacfes intermoleculares, evitando-se a
rota sintética. Essas alteracdes sdo de execucdo experimental relativamente
simples e envolvem a adicdo de pequenas quantidades de outros constituintes,
como é o caso do colesterol, capaz de modular a fluidez da bicamada lipidica
(BRIUGLIA et al., 2015). Algumas alternativas bastante promissoras envolvem o
uso de polietilenoglicol (PEG) e copolimeros tribloco, detalhados adiante.

Figura 1 - Caracteristicas estruturais dos alguns tipos de lipossomas:
convencionais, longa-circulacdo (peguilados), longa-circulacdo (copolimeros
tribloco) e sitio-especificos (com moléculas quimicamente ligadas visando
aumenta o reconhecimento celular).
CONVENCIONAIS

LONGA-CIRCULACAO
Peguilados

X R )

LONGA-CIRCULACAO
Copolimeros Tribloco

SiTI0-ESPECIFICOS

Fonte: os autores.

Em outra abordagem, moléculas bioativas também podem ser
covalentemente ligadas a superficie lipossomal, permitindo a obtencdo de
lipossomas sitio-especificos (AKBARZADEH et al., 2013; PANDYA et al., 2019).
Essas nanoestruturas sdo aplicadas no direcionamento seletivo dos principios
ativos a regido de acao desejada (alvo celular), conforme Figura 1 (SERCOMBE
et al., 2015; DE FREITAS et al., 2019). Além disso, vesiculas modificadas com
moléculas fluorescentes constituem uma interessante abordagem na
visualizacao e no diagnostico de tecidos lesionados, mediante acimulo no tecido
doente e irradiagdo com fonte luminosa adequada (SELECI et al., 2017). Vale
destacar que, a adicdo de ligantes sitio-especificos e fluorescentes estdo
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relacionados ao direcionamento seletivo e ao diagnostico, ndo sendo atribuido a
eles a caracteristica de estabilizacao cinética.

Desenvolvimento de Lipossomas de Longa-circulacao

As primeiras etapas no desenvolvimento de lipossomas capazes de
circular por tempo prolongado na corrente sanguinea foram desenvolvidas no
final da década de 80 (ALLEN; HANSEN; RUTLEDGE, 1989; LASIC; DAVID
NEEDHAM, 1995; NAGAYASU; UCHIYAMA; KIWADA, 1999). Os estudos
levaram a conclusdo de que apenas o0s lipossomas com diametros
hidrodindmicos proximos a 100 nm mantinham-se por tempo suficiente na
corrente sanguinea. Por outro lado, lipossomas com diametros superiores a 200
nm eram mais rapidamente reconhecidos e eliminados pelos macréfagos
(TORCHILIN et al., 1994; LASIC; DAVID NEEDHAM, 1995).

Na mesma época, foram avaliados diferentes tipos de fosfolipidios a fim
de verificar como a estrutura quimica poderia influenciar em seu tempo de
circulacdo sanguinea. Esses estudos levaram a conclusdo de que a utilizacao
de fosfolipidios saturados favorecia a permanéncia dos lipossomas em
circulacao para aplicagbes endovenosas (ALLEN; HANSEN; RUTLEDGE, 1989),
pois apresentam temperaturas de transicdo de fase (Tm) superiores a
temperatura corporea (37 °C). Como exemplo, pode-se citar o 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC), cuja transicdo ocorre em 41,4°C (MABREY;
STURTEVANT, 1976). Ressalta-se que a Tm se refere a uma temperatura ou
faixa de temperaturas (sistemas mistos) em que ocorre a transicao entre a fase
gel ou “rigida” para a fase cristal-liquido ou fluida. Sendo assim, em temperaturas
inferiores & Tm, o0s fosfolipidios tém movimento restrito e bem ordenado
(MABREY; STURTEVANT, 1976). Dessa forma, minimiza-se a perda por
vazamento dos farmacos antes de atingir a regido de interesse. Fosfolipidios
insaturados, por outro lado, além de perderem parte da carga de farmaco devido
as baixas Tm, também apresentam indesejaveis reacdes de hidrolise e oxidagao
(FRUHWIRTH; LOIDL; HERMETTER, 2007).

Apesar das informagdes iniciais acerca do diametro dos lipossomas e
sobre o tipo de fosfolipidio, os tempos de circulacao obtidos em ensaios in vitro
e in vivo ainda ndo eram condizentes com o almejado para aplicacdes bioldgicas
endovenosas (ALLEN; HANSEN; RUTLEDGE, 1989). Novas pesquisas
passaram a investigar a modificacdo superficial dos lipossomas, a partir de
materiais hidrofilicos capazes de “driblar” os macréfagos do SRE (WOODLE,
1995). Diante disso, foi realizada a modificacao superficial dos lipossomas com
gangliosideos, especificamente o monosialogangliosideo (GM1) (GABIZON;
PAPAHADJOPOULOS, 1988). Uma vez que o0s gangliosideos séao
glicoesfincolipideos que se localizam na regido externa de membranas
plasmaticas, concentrando-se principalmente no sistema nervoso, ndo sao
estruturas reconhecidos pelo SRE (HAKOMORI, 1981). Assim, poderiam ser
incorporadas a estrutura de vesiculas lipossomais, com o intuito de evitar o
efeito do SRE. Considera-se que esses estudos levaram ao desenvolvimento do
termo “estabilizacdo estérica”, com o intuito de mimetizar a membrana dos
eritrocitos (PINNADUWAGE; HUANG, 1988). Essas estruturas sao abundantes
no sangue humano na ordem entre 4,5 e 6,0x10° mm= e séo responsaveis pelo
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transporte de oxigénio e diéxido de carbono pelo corpo (HELMS; GLADWIN;
KIM-SHAPIRO, 2018).

A estratégia empregada baseava-se no fato de que a inclusdo dos
gangliosideos conferiria carga negativa a superficie lipossomal. Dessa forma, o
carater hidrofilico atrelado a carga melhoraria a estabilidade do lipossoma no
plasma, prolongando o seu tempo de meia-vida no sangue, reduzindo a captacao
pelo figado e baco (MOGHIMI; SZEBENI, 2003; KHAN et al., 2020). Contudo,
uma série de problemas foram relatados, acarretando na dificuldade de
aceitacao e utilizacdo dos lipossomas revestidos com a GM1 pela comunidade
cientifica (LASIC; DAVID NEEDHAM, 1995). A partir de entdo, novas estratégias
passaram a ser pensadas e desenvolvidas, almejando-se um revestimento mais
seguro, barato, reprodutivel e com maior confiabilidade clinica.

Lipossomas Peguilados

A estratégia seguinte foi revestir os lipossomas com polietilenoglicol
(PEG), um polimero biocompativel e biodegradavel amplamente utilizado em
formulacbes de farmacos (D’'SOUZA; SHEGOKAR, 2016), em um processo
conhecido como “peguilagdo”, conforme Figura 2 (IMMORDINO; CATTEL,
2006b). De modo geral, a técnica de peguilacdo é uma das mais bem-sucedidas
para melhorar a distribuicdo de proteinas, oligonucleotideos e principios ativos
(TURECEK et al., 2016).

Figura 2 - Estrutura do fosfolipidio fosfatidiletanolamina peguilada (DSPE-PEG)
em que “‘R” sdo as cadeias alquilicas e a representacdo dos Lipossomas
Peguilados.

O () 0
M o-b-o~
RTO°Q YN Y(OCH,CH,), CHoCHo0OH
R/\H//OXH\ (I)_ W ( >CH>),CHyCH>

O 0O oD

Fosfolipidio PEG

Lipossomas Peguilados

Fonte: os autores.

A modificacdo superficial dos lipossomas com PEG realizada pela
combinacdo fisica das cadeias fosfolipidicas e poliméricas pode ser alcancada
por duas metodologias principais: a de adsor¢éo e a de incorporagao. A primeira
e mais simples esta relacionada a adsor¢cdo das cadeias poliméricas em
lipossomas pré-formados (IMMORDINO; CATTEL, 2006b). Neste caso, ha o
preparo das vesiculas lipossomais pelas metodologias convencionais tais como
disperséo sdlida, injecéo etandlica e evaporagdo em fase reversa (HUANG; DAI,
2013). Em seguida, a solucdo polimérica é adicionada a disperséo lipossomal,
de modo que as interacdes intermoleculares direcionem o revestimento. Na
segunda metodologia, as cadeias poliméricas e fosfolipidicas séo adicionadas
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em conjunto desde o inicio. Assim, 0 polimero participa da etapa de formacao
dos lipossomas. A metodologia de preparo segue a técnica de dispersdo soélida
(IMMORDINO; CATTEL, 2006b; MILLA; DOSIO; CATTEL, 2011; HUANG,; DAI,
2013; FREITAS et al.,, 2019a). Uma terceira estratégia envolve a ligacédo
covalente do polimero ao fosfolipidio. Amostras comercializadas constituidas
pelo fosfolipidio covalentemente ligado ao PEG, como € o caso do
fosfatidiletanolamina (DSPE-PEG), vem sendo amplamente utilizadas, Figura 2
(BULBAKE et al., 2017).

A peguilacdo acarreta em melhorias na farmacocinética e na
farmacodinamica, aumentando a solubilidade em agua, protegendo os farmacos
contra a acao enzimatica e degradacao (TURECEK et al., 2016). Além disso, é
possivel reduzir a depuracdo renal e limitar a ocorréncia de reacdes
imunogénicas e antigénicas (TORCHILIN, 2005; SILVA et al., 2016). Assim, a
utilizacdo do PEG melhora ndo apenas a estabilidade e o tempo de circulacao,
mas também a capacidade de direcionamento “passivo” dos farmacos. Essa
caracteristica é atribuida ao Efeito de Permeabilidade e Retencéo (Efeito EPR)
devido a ma formacé&o vascular dos tecidos tumorais, favorecendo o acumulo
preferencial das nanoparticulas em suas fenestragbes, melhorando os efeitos
terapéuticos e reducédo da toxicidade dos principios ativos encapsulados (FANG;
NAKAMURA; MAEDA, 2011). Além disso, o revestimento superficial hidrofilico é
capaz de prevenir o reconhecimento e consequente associacdo com as
opsoninas no plasma, inibindo o processo de captura pelo SRE (TORCHILIN et
al., 1994).

Os resultados clinicos iniciais empregando-se lipossomas peguilados
foram promissores e suportados pela auséncia de toxicidade, ndéo
imunogenicidade e aprovacdo do PEG pela FDA (do inglés: “Food and Drug
Administration”) para aplicagdes parenterais em seres humanos (HUYNH,;
LAUTRAM, 2010). Além disso, os estudos clinicos demonstraram que
lipossomas peguilados seriam capazes de permanecer na circulagdo sanguinea
com um tempo de meia-vida de aproximadamente 45 horas, suficiente para que
os farmacos incorporados pudessem atingir o tecido alvo (SINGH; JR, 2009). No
entanto, estudos posteriores mostraram que apos atingir a regido tumoral, os
lipossomas peguilados apresentavam dificuldades na internalizacdo dos
principios ativos encapsulados (OGRIS et al., 1999).

Os ensaios clinicos reconheceram uma outra complicacdo relacionada a
perda dos efeitos furtivos apds a aplicacdo da segunda dose da formulacao
(ISHIDA et al., 2005) conhecido como Depuracdo Sanguinea Acelerada ou
fenbmeno ABC (do inglés: Accelerated Blood Clearance) (DAMS et al., 2000).
Dessa forma, a partir da segunda dose, os lipossomas eram rapidamente
reconhecidos e captados pelos macrofagos, acumulando-se extensivamente no
figado (DAMS et al., 2000). Inicialmente, foi demonstrado que o efeito ABC
tratava-se de uma resposta a primeira aplicacdo endovenosa, relacionado a
dosagem lipidica empregada (LAVERMAN et al., 2001). Posteriormente, foi
constatado que lipossomas preparados a partir de fosfolipidios insaturados
intensificavam este efeito (XU et al., 2014).

O fenbmeno ABC pode reduzir a eficacia terapéutica dos farmacos
encapsulados, alterando a distribuicéo tecidual padrao dos medicamentos, além
de causar outros efeitos colaterais. Por esses motivos, solu¢cdes para esse
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entrave passaram a ser um importante alvo da comunidade cientifica. Nesse
contexto, novas abordagens acerca do desenvolvimento de lipossomas de longa
circulacao capazes de evadir a opsonizacao passaram a ser consideradas.

Vale destacar que até o presente momento existem varias formulacdes
envolvendo lipossomas aprovadas pelo FDA (BULBAKE et al., 2017). Apesar
das dificuldades encontradas, as formulacées comerciais envolvem lipossomas
convencionais, misturas de diferentes fosfolipidios e em alguns sistemas contém
colesterol como aditivo. Dentre as formulagdes aprovadas, duas envolvem a
peguilacéo. O primeiro farmaco aprovado foi o Doxil® em 1995 para o tratamento
do cancer de ovario e de mama (A’'HERN; GORE, 1995). Em 2015 o Onivyde®
foi aprovado para o tratamento de cancer pancreatico em estagio metastatico
(TRAN et al., 2017).

Lipossomas Associados a copolimeros tribloco

Os copolimeros tribloco sédo disponiveis comercialmente para uso
humano como Pluronic® (ou "Poloxameros"). Tratam-se de materiais
biocompativeis e estruturalmente constituidos por dois grupos hidrofilicos de
poli(6xido de etileno) (PEO) e um grupo hidrofébico de poli(éxido de propileno)
(PPO), ligados em uma sequéncia (EO)a(PO)(EO)a, conforme Figura 3A
(ALEXANDRIDIS; HOLZWARTHF; HATTON, 1994; ALEXANDRIDIS; HATTON,
1995). Essa classe de copolimeros em bloco é composta por mais de cinquenta
diferentes macromoléculas, podendo existir na forma liquida, pastosa ou em
flocos. A proporcédo de grupos EO e grupos PO no copolimero tribloco pode
variar de 10 a 140 cadeias repetitivas para cada grupo EO e/lou PO
(ALEXANDRIDIS; HATTON, 1995; BODRATTI; ALEXANDRIDIS, 2018).

Em solucédo aquosa, os copolimeros tribloco se auto-agregam na forma
de micelas copoliméricas nanoestruturadas do tipo core-shell em condicdes
superiores a sua concentracdo micelar critica (CMC) e temperatura micelar
critica (TMC). Neste caso, 0 bloco PPO, mais hidrofébico, forma o core interno
da micela que é cercado pela corona hidrofilica constituida pelos blocos PEO,
conforme representado na Figura 3B. O tamanho das estruturas micelares
poliméricas depende essencialmente da extenséo das cadeias de PEO e PPO.

Em concentracBes inferiores a CMC, em uma dada temperatura, 0s
Poloxameros apresentam-se como mondmeros independentes, sendo
adicionados na preparacao de lipossomas. O principal objetivo € o de evitar a
perda do revestimento durante a circulacdo sanguinea e a consequente
eliminacgdo do efeito ABC (KOSTARELOS; TADROS; LUCKHAM, 1999). Nesse
cenario, a utilizacdo de Poloxameros abrangendo a bicamada lipidica consiste
em uma alternativa potencial na obtencédo da estabilizacao estérica. Isso se deve
a maior interacao das cadeias poliméricas com a bicamada lipidica, diferente do
PEG que atua apenas no recobrimento superficial, como pode ser observado na
Figura 3C. Assim a presenca do bloco central hidrofébico pode se orientar na
bicamada fosfolipidica dependendo da metodologia de preparo.

Para a obtencdo das vesiculas mistas constituidas por fosfolipidio/copolimero
sdo aplicadas as metodologias de adsorcédo e incorporacdo apresentados no
item anterior para a peguilacdo. Na metodologia de adsorcao, ha o preparo das
vesiculas lipossomais pela técnica de disperséo sélida (HUANG; DAI, 2013) e,
paralelamente, a solubilizagdo do copolimero em meio aquoso. Assim como na
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peguilacdo por adsorgéo, a etapa seguinte envolve a combinacdo de ambas as
solucdes (lipossomal/copolimérica) para que o copolimero possa interagir com a
bicamada, sendo adsorvido na superficie lipossomal previamente formada,
conforme representado na Figura 4A. Por outro lado, na metodologia de
incorporacao polimérica ambos sdo misturados desde o inicio, possibilitando a
obtencéo de um filme fino misto. Dessa forma, a porcao de polipropileno (PPO)
da cadeia copolimérica passa a interagir fortemente com as cadeias hidrofébicas
dos fosfolipidios, conforme representado na Figura 4B (KOSTARELOS;
TADROS; LUCKHAM, 1999).

Figura 3 - Representacdes dos copolimeros tribloco (Poloxameros) (A), Micelas
copoliméricas (B) e Lipossomas estabilizados com copolimeros tribloco (C).

(A) T (C)

Copolimerotribloco- (PEO)(PPO)(PEO)

(B) % % |

Fonte: os autores.

No preparo de lipossomas mistos, a concentracao do copolimero deve ser
mantida abaixo de sua concentracdo micelar critica (CMC) (Figura 4C)
(ALEXANDRIDIS; HOLZWARTHF; HATTON, 1994; ALEXANDRIDIS; HATTON,
1995; WU; LEE, 2009; FEITOSA; WINNIK, 2010). A utilizacdo de concentracdes
superiores a CMC leva a formacao de micelas compostas por fosfolipidios e
copolimeros (Figura 4C) (SCHULZ; OLUBUMMO; BINDER, 2012). N&do se
desconsidera, inclusive, uma pequena formacao de agregados do copolimero
juntamente com os fosfolipidios, mesmo abaixo da sua concentracdo micelar
critica. De um modo geral, as concentra¢des utilizadas variam entre 1 e 20 mol%
(JOHNSSON et al., 1999; CHANDAROQY et al., 2002; LIANG; MAO; NG, 2005;
FREITAS et al., 2019a).

A combinacédo de pequenas quantidades do copolimero tribloco durante a
formacao do filme fino, empregando-se a metodologia de dispersao soélida tem
se mostrado eficiente na obtencdo de vesiculas unilamelares pequenas e
grandes (30 — 1000 nandémetros) (FREITAS et al., 2019a, 2019b). Trata-se na
realidade de uma metodologia de formacéao ultrarrapida que combina, além do
copolimero e fosfolipidio, uma condicdo de temperatura branda (40 - 45 °C) na
presenca de cavitagdo de baixa poténcia/frequéncia. O mecanismo de formagéao
desses lipossomas foi reconhecido como sendo do tipo “Budding Off” (FREITAS
et al.,, 2019b), caracterizado pela rapida formacéo de vesiculas lipossomais
maiores (“maes”) a partir das quais se formam vesiculas menores (“filhas”) em
tempos inferiores a quinze minutos (FREITAS et al., 2019b, 2019a).
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Nos ultimos anos, varios estudos vém sendo realizados com o objetivo de
averiguar os efeitos ocasionados pela estabilizagdo de Poloxameros nos
lipossomas (LE MEINS et al., 2013; SANDEZ-MACHO et al., 2015;
KLEMETSRUD et al., 2016; PIPPA et al., 2016), uma vez que as propriedades
fisicas e quimicas dos Poloxameros podem ser moduladas mediante a
modificacdo da razdo molar entre os blocos PEO e PPO, a qual varia de 1:9 até
8:2 (ALEXANDRIDIS; HOLZWARTHF; HATTON, 1994). Assim, sua interacéo
com estruturas celulares pode ser ajustada para a obtencao de biomateriais mais
adequados. A localizacdo dos copolimeros nos lipossomas costuma ser
estudada por técnicas de microscopia de transmissdo eletrénica (TEM),
ressonancia magnética nuclear (RMN), espalhamento de luz dinamico (DLS),
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e espalhamento de raios—X a baixo
angulo (SAXS) (K.KOSTARELOS; P.F.LUCKHAM; TH.F.TADROS, 1995;
JOHNSSON et al., 1999).

Figura 4 - Representacdo das metodologias de preparado de Lipossomas
revestidos com copolimeros tribloco.

(A)

FOSFOLIPIDIO  COPOLIMERO

‘a’ ABAIXO DA CMC

FOSFOLIPIDIO COPOLIMERO

Notas: (A) Adsorcao, (B) Incorporacao. (C) Efeito da concentracdo de copolimero em
sistemas mistos fosfolipidio/copolimero abaixo e acima da CMC.
Fonte: os autores.

ACIMA DA CMC

Estudos mostraram que o preparo de lipossomas revestidos por método
de adsor¢cdo promove significativo aumento no tamanho das vesiculas
lipossomais, dependente da razdo PEO/PPO das cadeias copoliméricas
(KOSTARELOS; TADROS; LUCKHAM, 1999). Por outro lado, lipossomas
obtidos pelo método de incorporacdo copolimérica ndo sofreram aumento
significativo no diametro hidrodinamico (KOSTARELOS; TADROS; LUCKHAM,
1999). Nessas condi¢cdes, o método de incorporacdo vem apresentando
resultados mais efetivos na preparacdo de lipossomas de longa circulacéo,
principalmente quando o copolimero utilizado apresenta longa cadeia hidrofilica
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(PEO). Alem disso, a ineficiente adsorcao de alguns Poloxameros em vesiculas
pré-formadas foi relatada (CHANDAROY et al., 2002).

Dentre os copolimeros tribloco empregados em conjunto com o0s
fosfolipidios na preparacdo de lipossomas, destaca-se o Pluronic® F-127
(EO)106(PO)70(EO)106, também comercializado como Poloxamero 407. O grande
interesse neste polimero é devido as suas propriedades estarem de acordo com
todos os requerimentos para aplicacdes biologicas e terapéuticas in vivo (EL-
KAMEL, 2002; AKASH M. S. H.; REHMAN K, 2015). Este copolimero melhora o
transporte de farmacos através do endotélio cerebral, da barreira intestinal e
provoca a transcricdo da expressao de genes tanto in vitro como in vivo (AKASH
M. S. H.; REHMAN K., 2015). Além disso, é capaz de interagir com a membrana
celular diminuindo sua microviscosidade levando a formagdo de poros na
membrana (AKASH M. S. H.; REHMAN K., 2015). Adicionalmente, também é
capaz de acelerar o processo de “flip-flop”, sendo essa uma de suas principais
vantagens no revestimento de lipossomas (AKASH M. S. H.; REHMAN K., 2015).

Lipossomas Sitio-Especificos

Os sistemas sitio-especificos sao aqueles que possuem ligantes de
direcionamento incorporados a estrutura dos lipossomas. Na Figura 5A
encontra-se a representacdo de um sistema contendo ligantes de
direcionamento em sua superficie.

Figura 5 - Representacdo dos lipossomas sitio-especificos
(A)

AGENTES:

@) FLUORESCENTE
R ﬁ SITIO-ESPECIFICO

‘ PH-RESPONSIVO OU
TERMORRESPONSIVO

;c; FARMACO

Notas: (A) Lipossomas vetorizados com ligantes especificos e agentes fluorescentes (i)
ampliagcdo da estrutura lipossomal terandstica e (i) ampliagéo da estrutura celular apés
a entrega do farmaco e agentes fluorescentes; (B) Comportamento dos lipossomas
responsivos ao pH e temperatura.

Fonte: os autores.

Dentre os principais ligantes utilizados destacam-se as proteinas, como a
transferina, proteina responsavel pelo transporte de ferro. A sua utilizacédo é
relacionada ao fato de células cancerigenas superexpressarem seus receptores
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(TfR1 ou CD71) dada sua essencialidade ao crescimento celular (SMITH et al.,
2011; CLARK; DAVIS, 2015; LURIA-PEREZ; HELGUERA; RODRIGUEZ, 2016;
RONCATO et al., 2018).

Anticorpos monoclonais constituem uma outra vertente muito promissora,
primeiramente porque envolvem medicamentos ja aprovados como Herceptin®
e Rituxan® que apresentam levada afinidade e potencial terapéutico (ATTIA et
al.,, 2019; YOO et al.,, 2019). A grande vantagem reside ndo apenas no
direcionamento especifico, mas também na transducgdo de sinais, regulando a
expressdo de proto-oncogenes possibilitando a alteracdo dos mecanismos de
proliferagcéo celular.

Polissacarideos também vém sendo aplicados, como exemplo o acido
hialurénico, um glicosaminoglicano, presente na matriz extracelular que interage
especificamente com receptores CD44 do epitélio intestinal (CHOI et al., 2011).

Outros ligantes incluem peptideos (RGD, IL4RPep-1,NGR) com elevada
afinidade e capazes de aumentar a permeabilidade dos farmacos através dos
tumores solidos (HAUBNER et al., 2005; GREGORC et al., 2009; SUGAHARA
et al.,, 2010; CHI et al., 2015). Os aptameros (A-1411, GBI-10, a-Pegaptanib)
constituem outra classe de compostos empregada, cujas principais vantagens
sao a biocompatibilidade, baixa imunogenicidade e seletividade controlavel ( JO;
BAN, 2016; STEIN; CASTANOTTO, 2017; HE et al., 2018). Por fim, moléculas
de baixa massa molecular como &cido fdlico, biotina, galactose dentre outras
vém sendo amplamente estudadas devido ao baixa custo de producgéo, e
simplicidade de formulacdo e especificidade das interacdo ligante/receptor
(DESHAYES et al., 2013; LEDERMANN; CANEVARI; THIGPEN, 2015; HUO et
al.,, 2017; LV et al., 2017; PELLOSI et al., 2017; DE FREITAS et al., 2019).

Os lipossomas representados na Figura 5A além de apresentarem o0s
ligantes sitio-especificos, também podem apresentar agentes de diagnostico em
sua superficie, formando lipossomas terandésticas. Estas sdo nanoplataformas
moleculares que simultaneamente permitem o diagnéstico de doencas. Dentre
0s principais agentes de diagndstico, nanoparticulas metélicas e compostos
fluorescentes vém sendo amplamente utilizados (KELKAR; REINEKE, 2011;
HEO et al.,, 2012; SELECI et al., 2017). Caso possuam agentes ligantes e
biomarcadores, podem também promover o tratamento de doencas especificas
(SELECI et al., 2017). Dessa forma, € possivel que um farmaco seja direcionado
a algum receptor tumoral especifico, e ndo a todas as células do organismo.

Lipossomas sensiveis a alteracfes no pH e na temperatura também vém
sendo desenvolvidos, conforme Figura 5B. Um lipossoma pH-responsivo é
geralmente estavel em pH fisioldgico, mas pode ser submetido a
desestabilizacdo sob condi¢bes acidas, levando a liberacdo dos principios ativos
encapsulados (SIMOES et al., 2004; CHIANG; LO, 2014). Lipossomas pH-
responsivos foram idealizados apdés a consideracdo de que alguns tecidos
patolégicos, incluindo tumores ou areas de inflamacéo e infeccdo, exibem um
ambiente acido em comparag&o com os tecidos normais (RIEMANN et al., 2011).
Os primeiros sistemas lipossomais deste tipo foram desenvolvidos no inicio da
década de oitenta visando a entrega seletiva de farmacos para regides contendo
tumores primarios ou metastaticos (YATVIN et al., 1980). A principal estratégia
na obtencéo de lipossomas pH-responsivos esta relacionada a combinacéo de
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fosfatidiletanolamina (PE) com compostos contendo grupos acidos (PALIWAL,;
PALIWAL; VYAS, 2015).

Lipossomas termorresponsivos, por sua vez, foram inicialmente obtidos
no final da década de setenta (YATVIN et al., 1978). O estudo trouxe uma
formulacdo lipossomal sensivel a temperatura, capaz de liberar um farmaco
hidrofilico acima da temperatura fisiolégica (YATVIN et al., 1978). No inicio do
século XXI, os ensaios clinicos envolvendo lipossomas termorresponsivos
passaram a ser conduzidos em humanos (LANDON et al., 2013). De modo geral,
sao capazes de liberar os farmacos encapsulados em temperaturas superiores
a sua temperatura de transicao da fase (Tm), ou seja, quando passam da fase
ordenada para a fase fluida. Em geral, o processo de liberacdo ocorre devido a
hipertermia observada em regifes tumorais em relacdo aos tecidos saudaveis
(KONING et al., 2010). Nesse caso, ha o aumento seletivo da biodisponibilidade
do farmaco localmente, minimizando a exposicdo sistémica. Geralmente sao
sistemas lipossomais baseados em dipalmitoilfosfocolina (DPPC) como
componente principal. A obtencdo de lipossomas termorresponsivos pode ser
mediada pela adicdo de polimeros termossensiveis a formulacdo (KNEIDL et al.,
2014).

A preparacédo de lipossomas de longa-circulagdo com base na utilizacéo
de copolimeros tribloco tem apresentado resultados promissores na melhoria de
transporte e biodisponibilizacdo de farmacos. Inclui-se ainda, a reducdo nos
custos de producédo, obtencéo, reprodutibilidade, rapidez e estabilidade das
formulacdes. Nos préximos anos, muitos trabalhos seréo desenvolvidos visando
a funcionalizacao de sistemas lipossomais que possam permitir a realizacao de
procedimentos e tratamentos mais seguros, rapidos e eficazes. As proximas
etapas devem direcionar esse tipo de formulagéo aos estagios iniciais dos testes
clinicos. Em breve, espera-se que diversos medicamentos, principalmente
anticancerigenos estabilizados em sistemas de fosfolipidios modificados,
possam ser aprovados para aplicacdes clinicas.

CONCLUSOES

A modificacdo de lipossomas por meio da nanotecnologia € uma
alternativa inovadora e promissora para a formulacdo, biotransporte e entrega
seletiva de farmacos. Os entraves associados a baixa estabilidade em solugéo
e baixo tempo de circulacdo sanguinea, até entdo caracteristicos dos lipossomas
convencionais, vém impulsionando a comunidade cientifica no desenvolvimento
de sistemas altamente estabilizados e funcionalizados.

Como descrito neste artigo de revisdo, uma quantidade significativa de
publicacdes tem demonstrado que as modificacdes superficiais com materiais
hidrofilicos e ligantes especificos tem contribuido amplamente na resolucao dos
problemas associados ao tratamento de doengas como o cancer. As varias
etapas desde a modulacao do tipo de cadeia, tamanho das vesiculas, utilizacao
de GM1 e PEG contribuiram para o desenvolvimento dos fosfolipidios
estabilizados com Poloxameros.

Nos proximos anos, almeja-se a obtencdo de sistemas de formulagéo
ainda mais sofisticados, biocompativeis, mais estaveis, com longo tempo de

Rev. UNINGA Review, Maringa, v. 35, eRUR3400, 2020 14



Revista UNINGA Review ISSN 2178-2571 doi.org/10.46311/2178-2571.35.eRUR3400

Ciéncias Exatas, da Terra e Engenharias

circulacdo sanguinea, baixo custo e, acima de tudo, que possam ser acessiveis
a populagédo em geral.
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