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ABSTRACT

Cancer is the leading cause of death in economically developed countries and the
second in developing countries. It is estimated about [2.7 million cancer cases and 7.6
million cancer deaths in 2008. In Portugal is the second leading cause of death. Currently,
anticancer chemotherapy goal is to develop drugs with targeting abilities to avoid non-
specific interactions, namely with healthy tissues, as occurs in traditional treatments.

Liposomes emerged as one of the nanomedicines with the potential to provide
targeted chemotherapy directed to the tumor tissue, potentially targeting tumor tissues,
improving treatment efficacy and patients life quality. The first generation of liposomes were
used for local delivery, while the second generation, triggered liposomes, were also able to
perform a controlled drug release providing a higher spatial and temporal control of therapy.

Despite all the efforts made in this field, there is still no commercially available

formulation.

RESUMO

O cancro ¢ a principal causa de morte nos paises economicamente desenvolvidos e a
segunda nos paises em desenvolvimento. Estima-se que ocorreram cerca de 12,7 milhoes de
casos de cancro e 7,6 milhdes de mortes por cancro em 2008, sendo que em Portugal é a
segunda maior causa de morte.

Atualmente, o objetivo da quimioterapia é o direcionamento do farmaco para o
tumor, de modo a evitar interagoes nao especificas com os tecidos saos. Os lipossomas,
surgem assim, como uma classe promissora da nanomedicina com potencial para fornecer
uma quimioterapia direcionada, melhorando a eficacia e seguranga do tratamento, o que se
traduz numa melhoria da qualidade de vida do doente oncoldgico.

A primeira geragao de lipossomas foi utilizada no direcionamento de farmacos para
os tecidos tumorais, enquanto que a segunda geragao, além de permitir o direcionamento,
apresentava também a capacidade para controlar a libertagio do farmaco, proporcionando
um maior controlo espacial e temporal da terapia.

Apesar de todas estas novas alternativas de vetorizagao ja serem estudadas ha
bastante tempo, nao ha nenhum medicamento para o tratamento do cancro no mercado que

se baseie nelas, pelo que ainda existe um longo caminho a percorrer.
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I. INTRODUCAO

O cancro ¢ a principal causa de morte nos paises economicamente desenvolvidos e a
segunda principal causa de morte nos paises em desenvolvimento. Em resposta a estes
factos, a investigagao oncologica tem permitido enormes progressos nha prevengao,
diagnostico e tratamento do cancro.

A area da quimioterapia, que comummente se refere a quimioterapia antioneoplasica,
esta atualmente orientada para os firmacos com marcacdo molecular, visando alvos
especificos das células e tecidos cancerosos, em detrimento dos tratamentos de
quimioterapia tradicionais, que destroem as células e inibem a divisao celular, acabando por
afetar tecidos saos. Apesar de existirem diversos farmacos de extrema qualidade, a eficacia
da maior parte deles é limitada, uma vez que nao conseguem atingir o local de agao
terapéutico (o DNA e o RNA das células tumorais) em quantidade suficiente para exercer o
seu efeito.

A quimioterapia antineoplasica consiste na utilizagago de medicamentos que
interferem por varios mecanismos de agao com os acidos nucleicos, levando a destruicao
celular.

Inicialmente, o que se valorizou como sendo a maior diferenga entre células normais
e células neoplasicas foi a rapida taxa de divisao das segundas, mas os farmacos disponiveis
nao sao especificos para estas pelo que, com frequéncia, lesam os tecidos normais, tendo
uma margem terapéutica estreita.

Desta forma, as células saudaveis (que se dividem rapidamente em circunstancias
normais) sao danificadas, o que leva a uma variedade de efeitos adversos, como a depressao
do sistema imunitario (mielossupressao), inflamagao e ulceragao das membranas mucosas
que revestem o trato digestivo (mucosite), perda de cabelo (alopecia), e toxicidades
especificas de orgaos (cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, etc.).

Estes efeitos toxicos restringem as doses administradas aos doentes e os tumores
que sobrevivem a estas doses mais baixas, muitas vezes, desenvolvem resisténcia a
quimioterapia, o que torna bastante mais dificil a sua erradicagao, comprometendo a vida do
doente.

A maior parte dos farmacos antineoplasicos sao administrados por via intravenosa,
sendo diluidos, degradados, ou mesmo eliminados a medida que se deslocam através da
corrente sanguinea. Consequentemente, sao necessarias grandes doses destes farmacos

altamente citotoxicos para a atingir os niveis terapéuticos desejados. ?
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O aparecimento da nanomedicina, um subcampo da nanotecnologia, onde as
estruturas e ferramentas diagnosticas e terapéuticas sao projetadas em nanoescala, pode
fornecer a solucdo para os problemas de toxicidade sistémica atualmente limitantes na
quimioterapia. A capacidade para desenvolver particulas nanométricas e adaptar a sua
composicao, tamanho, forma, carga superficial e funcionalidade da sua superficie, tem levado
a um rapido crescimento na area dos veiculos de distribuicio de farmacos. ?

Descobertos em 1961 por Alec Bangham e sugeridos como vetores de farmacos no
tratamento do cancro por Gregoriadis et al. em 1974, os lipossomas sao vesiculas esféricas
formadas por uma bicamada fosfolipidica externa e um compartimento hidrofilico interno,
que se formam espontaneamente quando lipidos anfifilicos sao dispersos em agua. Deste
modo, a sua estrutura permite aprisionar de forma estavel firmacos hidrofébicos e
hidrofilicos. Além disso, os lipossomas sio biocompativeis (ndo causam reagdes toxicas,
antigénicas ou alérgicas), biodegradaveis, protegem o farmaco encapsulado da inativagao
prematura pelo meio fisiolégico e protegem o doente de possiveis efeitos adversos.??

Desde que a sua utilizagdo como vetores de farmacos antineoplasicos foi sugerida, o
interesse em lipossomas aumentou e os sistemas lipossomicos estao agora a ser

extensivamente estudados.

2. CANCRO

Cancro é um termo genérico utilizado para um grande grupo de doengas que podem
afetar qualquer parte do corpo. A sua principal caracteristica € a alteragao de fungoes
celulares normais como consequéncia de uma alteragao na expressao genética.

Quando o material genético (DNA) de uma célula é danificado ou alterado, origina
mutagoes que afetam o crescimento e proliferagao das células normais, levando a uma
acumulagao excessiva de células que da origem a uma massa de tecido denominada tumor.
Se o tumor for benigno nao é considerado canceroso, visto que pode ser removido e nao se
dissemina para outras partes do corpo; se for maligno é considerado canceroso, uma vez
que se pode espalhar para outras partes do corpo, sendo este processo denominado como
metastase. As metastases podem afetar um orgao ou fungao vital e por isso sao consideradas
a principal causa de morte por cancro.

A incidéncia global do cancro continua a aumentar, em grande parte devido ao
crescimento e envelhecimento da populagao mundial, acompanhado pela crescente adogao
de comportamentos de risco, especialmente o tabagismo e maus habitos alimentares. Como

tal, revela-se de extrema importancia a sensibilizagao da populagao.
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3. VETORIZAGCAO DE FARMACOS ATRAVES DE LIPOSSOMAS

3.1. Constituicao Quimica e Estrutural dos Lipossomas

Os lipossomas sao estruturas esféricas (formadas espontaneamente) e compostas por
bicamadas lipidicas curvas que aprisionam no seu interior parte do solvente em que flutuam
livremente. Podem consistir numa ou varias membranas concéntricas e o seu tamanho varia
entre 20 nanoémetros a varias dezenas de micrometros, enquanto que a espessura da
membrana é cerca de 4 nandmetros. Sao constituidos maioritariamente por moléculas
anfotéricas, uma classe de moléculas de superficie que se caraterizam por possuirem um
grupo hidrofilico (solivel em agua) e um grupo hidrofébico (insoluvel em agua) na mesma
molécula.

As moléculas lipidicas ordenam-se estruturalmente de acordo com a solubilidade. A
parte hidrofilica, pode ser ou nao carregada e deve as suas propriedades aos grupos
hidroxilo (que podem formar ligagdes de hidrogénio com as moléculas de agua), tende a ficar
em contato com a agua, por outro lado a parte hidrofébica constituida normalmente por
uma ou duas cadeias de acidos gordos com 14 a 18 carbonos saturados ou insaturados
(entre | e 4 ligagoes duplas) ocupa uma posigao interior.

Diversos parametros fisicos, tais como a estabilidade, a permeabilidade e a orientacao
das cadeias hidrogenocarbonadas vao depender do comprimento da cadeia
hidrogenocarbonada e do seu grau de saturagao.

Uma das estruturas de agregagao mais frequentemente encontrada é a de bicamada
lipidica. Na superficie de cada lado da bicamada localizam-se as cabegas polares que
protegem da agua as caudas nao polares que estao situadas no interior da membrana.

Os lipidos mais utilizados na preparagao de lipossomas sao o glicerol e a esfingosina.
No caso do glicerol, dois dos trés grupos hidroxilo estao esterificados com acidos gordos,
enquanto que o terceiro € esterificado com acido fosférico, que por sua vez se pode ligar
covalentemente a diferentes grupos polares, como por exemplo a colina, dando origem aos

glicerofosfolipidos, neste caso, fosfatidilcolinas ou lecitinas.
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Figura | - Lipossoma bilaminar. A regiao hidrofoba aprisiona os farmacos no nucleo central aquando da

preparagao dos lipossomas. Na superficie exterior podem ser adicionados ligandos de direcionamento ativo ou

PEG para aumentar o tempo de circulagio. Adaptado de (Malam et al., 2009). '©

3.2. Vetorizacao de Farmacos

Os quatro processos fundamentais que influenciam a farmacocinética in vivo de um
farmaco sao a absorgao, distribuicao, metabolismo e excregao.

De acordo com uma administragao oral, o farmaco tem que ser absorvido através do
l[dmen intestinal e nao é suscetivel ao metabolismo por enzimas intestinais, antes de passar
pela veia porta, através da qual se dirige ao figado e provavelmente ira sofrer o efeito de
primeira passagem hepatica, antes de atingir a circulagao sistémica.

Em contraste, numa administracao intravenosa (IV) o farmaco ¢ introduzido
diretamente na circulagao venosa, nao ocorrendo absor¢ao. Uma vez no sangue venoso, o
composto pode entio ser bombeado pelo coragao até aos pulmoes, onde pode ser
eliminado no ar expirado ou por enzimas metabdlicas, antes de atingir a circulagao arterial.
A circulagao arterial ira distribuir o composto para os varios tecidos e 6rgaos, alguns dos
quais (por exemplo, rim) podem eliminar o composto através do metabolismo e/ou
excrec¢ao, para além do figado. Assim, o acesso do composto e/ou os seus metabolitos ativos
ao alvo terapéutico numa concentragao suficiente para atingir um efeito terapéutico ou até

toxico, depende em grande parte de todos estes processos.
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A falta de especificidade da distribuicao para a area onde o farmaco ira exercer o seu
efeito terapéutico fara com que este se acumule noutros 6rgaos ou tecidos, podendo
resultar em efeitos adversos graves. ”)

Posto isto, a vetorizagao surge como uma solugao para a falta de especificidade,
associando ao farmaco, quimica ou fisicamente, um agente apropriado, denominado vetor.
Esse vetor pode ser considerado como uma parte da estrutura de um composto bioativo,
que é responsavel pelo seu comportamento farmacocinético e destino metabolico, sendo
entao escolhido em fungao de um determinado objetivo terapéutico. O que se pretende

com a utilizagao do vetor é, por um lado, proteger o firmaco até que ele atinga o alvo

terapéutico e por outro, favorecer a sua acumulagio nesse mesmo local. & ”

3.3. Vantagens dos Lipossomas como Vetores de Farmacos
Com a utilizagaio dos lipossomas como vetores pretende-se essencialmente
promover a sua libertagao no tecido alvo, de modo a aumentar a eficicia do fairmaco
encapsulado e a protecao dos tecidos saudaveis. Para atingir os objetivos pretendidos, os
lipossomas oferecem uma série de potencialidades que os torna vetores de exceléncia,
nomeadamente:

e S3o biocompativeis (nao causam reagoes toxicas, antigénicas ou alérgicas) pois possuem
uma constituicio semelhante a das membranas bioldgicas; ?

e Sio biodegradaveis; ?

e Protegem o farmaco encapsulado da inativagao prematura pelo meio fisiologico e
protegem o doente dos efeitos adversos do farmaco; ?

e Permitem uma melhor penetragao celular, através de diferentes mecanismos, como a
fusio da membrana lipossémica com a membrana plasmética celular; ')

e Possibilidade de direcionar de forma seletiva o fairmaco para o seu alvo, evitando os
efeitos secundarios relacionados com os efeitos nos tecidos saudaveis e aumentando a
absorcio do farmaco pelas células-alvo; '

e Possibilidade de alteragao das suas propriedades fisico quimicas (tamanho, composicao),
adequando-as a agao pretendida. Por exemplo, a modificagao da superficie dos
lipossomas por revestimento com PEG poli(etilenoglicol) prolonga o tempo de circulagao
sanguinea e aumenta o tempo de semi-vida; ¥

e A sua estrutura permite encapsular firmacos hidrofilicos e hidrofébicos; '?

e Tém a capacidade de incluir varios principios ativos. '"

Tiago Luis Pinto



A Utilizagdo de Lipossomas como Vetores de Farmacos Anticancerigenos

2014

O tipo de lipossoma € escolhido em fungao da molécula a veicular e em fungao do
alvo terapéutico, podendo-se ajustar a sua composi¢ao lipidica e o revestimento da sua

superficie.

3.4. Interacodes dos Lipossomas com as Células e Metabolismo in vivo

As interagoes dos lipossomas com as células (Figura 2.) sao de grande interesse
biologico e revelam-se extremamente importantes na vetorizagdo de farmacos. Podem-se
distinguir quatro categorias de interagoes: (i) troca de lipidos e proteinas com as membranas
celulares, podendo resultar na destabilizagio do lipossoma e libertagao do farmaco no
citoplasma por micropinocitose; (ii) adsor¢ao ou ligacdo dos lipossomas as células; (iii)
endocitose, talvez o processo mais comum, em que depois de adsorvidos na superficie
celular, os lipossomas sio engolidos em endossomas, sendo que o farmaco pode ser
libertado a partir do endossoma ou acabar nos lisossomas. Neste caso, se o conteudo dos
lipossomas nao for afetado pelo pH e pela atividade enzimatica no lisossoma, o farmaco
acaba por ser libertado no citoplasma. E por fim, (iv) fusao da superficie da bicamada lipidica
do lipossoma com a membrana celular. O modelo original da libertagao celular do farmaco
vislumbrava a fusao dos lipossomas com as membranas celulares, libertando diretamente o
seu conteudo no citoplasma, mas na realidade este processo € raro, visto que é fortemente
controlado pelas proteinas das membranas celulares. Uma das solugoes proposta consiste na
incorporagao de proteinas de superficie virais, indutoras do processo de fusao, nos
lipossomas, dando origem aos chamados virossomas. Em todas as interagoes, existe uma
grande dependéncia da composigao lipidica, tipo de célula, presenca de recetores especificos
€ outros parametros.

No que toca a eliminagao dos lipossomas, os macrofagos tém um papel fundamental.
Sao células que podem atuar como apresentadores de antigénios, secretar fatores que
regulam a agao de outras células ou adquirir a capacidade de atacar agentes patogénicos,
pelo que a sua fungao mais elementar é a absorgcao de particulas estranhas da circulagao.

Existem diversos tipos de macrofagos, localizados em diversos érgaos ou presentes
na corrente sanguinea como monocitos, sendo conhecidos como o sistema
reticuloendotelial (RES) ou como sistema mononucelar fagocitario (MPS). Na sua superficie,
contém ligandos seletivos, especificos para recetores glicoconjugados (o fragmento Fc das
IgG e possivelmente até para recetores especificos de lipidos). Depois de reconhecerem o

agente estranho, este é engolido por fagocitose.
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Os farmacos vetorizados por lipossomas sao normalmente administrados por via
intravenosa, ou seja, entram diretamente na corrente sanguinea. Depois disso, ocorrem
predominantemente duas reagoes: interagao com as lipoproteinas e opsonizagao. A primeira
envolve a troca de lipidos e, possivelmente, a desintegracao dos lipossomas, enquanto que a
segunda é a adsor¢ao, intercalagao ou ligagao eletrostatica de macromoléculas marcadas,
como as imunoglobulinas, na superficie dos lipossomas que apds a interagao com o recetor
do macrofago resulta na sua eliminagao. As células fagociticas mais comuns sao as células de
Kupffer no figado e os macroéfagos do bago. A interagdo com as proteinas do plasma, tal
como a opsonizagao, depende do tamanho, da carga de superficie e da composicao do
lipossoma. A maioria do lipossomas acaba nas células do MPS a excegao dos mais pequenos
que conseguem extravasar pelas fenestragoes até ao interior da célula, e dos maiores que

ficam presos nos primeiros capilares. '?

Lipossoma

|

a f.':'. Firmaco @E b

= S

Lisossoma

Figura 2 - Interagoes Lipossoma-Célula. Adsor¢io especifica (a) e nao especifica (b) a superficie celular. Fusao
do lipossoma com a membrana celular (c). Destabilizagao do lipossoma por componentes da membrana celular
(o farmaco atinge o citoplasma por micropinocitose) (d). Troca de lipidos com a membrana (e). Endocitose (f),
sendo que o lipossoma pode acabar no lisossoma (g) ou pode provocar a destabilizagao do endossoma e ser

libertado no citoplasma através deste (h). Adaptado de (Torchilin, 2005). »)
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3.5. Interacdao do Farmaco com o Lipossoma
Os fatores mais importantes que ditam a escolha do tipo de lipossoma a utilizar
como vetor, sao as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e o seu modo de agao. Assim,
é crucial perceber de que forma se estabelece a interagao entre ambos, tirando o maximo

partido das suas caracteristicas (Figura 3).

Exterior

J

TR

Interior

Figura 3 - Representagdo esquematica das interagdes entre o lipossoma e o farmaco. (A) internalizagio fisica do
farmaco no interior hidrofilico do lipossoma; (B) farmaco intercalado na regido hidrofébica; (C) adsor¢io na
superficie; (D) fixacdo pela cauda hidrofébica; (E) ligagdo quimica a regido polar; (F) e (G) associagao
hidrofébica com a bicamada; (H) adsorgao parcial; (J) e (K) a incorporagio de certas moléculas mais dificeis de
encapsular pode ser melhorada pela inclusio de lipidos com caracteristicas especificas, lipidos pequenos de
cadeia dupla (scl) e lipidos insaturados de cadeia Unica (d); (L) algumas moléculas podem ser encapsuladas
formando previamente um complexo com um determinado composto, esterol, fosfolipido, que se vai ligar
quimica ou fisicamente a bicamada do lipossoma. No primeiro caso a ligagdo normalmente é idnica; no segundo

a ligagdo é hidrofébica ou de van der Waals. Adaptado de (D. Lasic, 1993). "

Os farmacos hidrossoluveis podem ser fisicamente armazenados em compartimentos
interiores, dissolvidos na membrana, intercalados na regiao polar, ancorados na bicamada
através da cadeia de acidos gordos e fisica ou quimicamente ligados a regiao polar. Estas
interagoes dao-se em fungao das caracteristicas de solubilidade e polaridade.

No caso de farmacos lipossoluveis, a Unica possibilidade para a sua incorporagao é na
regiao hidrofobica dos lipossomas. Normalmente, sao co-depositados com o lipido num
sistema de solvente apropriado e com hidratagao dos filmes mistos lipido-farmaco, sendo

encapsulados na membrana.
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Relativamente aos farmacos hidrossoluveis, no processo mais simples o farmaco €
encapsulado automaticamente, apesar da baixa eficacia. O método classico consiste na
hidratacio de um filme seco de lipido com a solugdo aquosa do firmaco, seguido de
tratamento (sonicagdo ou extrusoes). Posteriormente remove-se o fiarmaco nao
encapsulado através de didlise, filtragao, ultra-filtragao e troca idnica, esta Ultima no caso de
farmacos carregados. A grande limitagao desta técnica é a baixa percentagem de farmaco
encapsulado.

A libertagao do farmaco dos lipossomas pode revelar-se um problema, pois em
muitos casos, o farmaco chega ao local desejado, mas esta inativo porque nao se consegue
libertar do lipossoma. Existem duas alternativas para contornar este problema: ou a
estrutura do lipossoma ¢é, de certa forma, permeavel e permite a libertagao do farmaco ao
fim de algum tempo, sendo possivel escolher os constituintes do lipossoma em fungao do
tempo e percentagem de libertagao; ou entao a libertagao é estimulada por fatores internos

(alteragoes de pH) ou externos (hipertermia). '¥

4. LIPOSSOMAS USADOS COMO VETORES DE FARMACOS NO
TRATAMENTO DO CANCRO

4.1. A Evolucao dos Lipossomas como Vetores de Farmacos

Anticancerigenos

Mesmo com o sucesso da industria farmacéutica na descoberta de novos farmacos
antineoplasicos, o cancro causa mais de 6 milhdes de mortes por ano em todo o mundo e o
numero continua a aumentar. >

Como ja foi referido anteriormente, o uso clinico da maioria dos agentes
quimioterapéuticos convencionais é frequentemente limitado, devido ao fornecimento
inadequado de concentragoes terapéuticas de firmaco para o tumor ou devido a efeitos
toxicos graves e nocivos para os Orgiaos saos. Por conseguinte, é importante o
desenvolvimento de novas tecnologias que possibilitem a entrega de farmacos diretamente
nos tumores e, assim, melhorar o indice terapéutico dos farmacos transportados.

Os lipossomas foram sugeridos como vetores de firmacos antineoplasicos por
Gregoriadis et al. em 1974. Desde entao, o interesse em lipossomas aumentou e os sistemas
lipossomais estao agora a ser extensivamente estudados. Devem ser cumpridos trés
requisitos basicos para que os lipossomas sejam bem-sucedidos como vetores de farmacos:

prolongamento da permanéncia do farmaco na circulagao sanguinea; acumulagao suficiente
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no tumor (com uma libertagao controlada) e absorgao pelas células tumorais, com um perfil
de libertagio compativel com a farmacodindmica do farmaco. *

Inicialmente, a pesquisa de sistemas de vetorizagao de fairmacos lipossomicos teve
como principal entrave a rapida eliminagao pelo sistema mononuclear fagocitario (MPS).
Reconheceu-se que o tamanho das particulas, a carga de superficie e a composicao dos
lipossomas tinham uma forte influéncia sobre o perfil de eliminagdo. No entanto, os
lipossomas s6 foram totalmente considerados como verdadeiros candidatos a vetores
quando foi descoberto que, ao serem revestidos com o polimero sintético de
poli(etilenoglicol) (PEG), tinham uma semi-vida no sangue significativamente maior.

Os lipossomas que contém PEG circulam no sangue durante um longo periodo de
tempo, devido a uma superficie altamente hidratada e protegida (constituida por polimeros
hidrofilicos que inibem a adsorgao a proteinas e a opsonizagao). Resolvidos os problemas
com a rapida opsonizagao e consequente eliminagao, foi possivel obter lipossomas com um
maximo de 72 horas de semi-vida no sangue. O proximo desafio foi obter lipossomas com
capacidade de se acumular no tecido tumoral, quer por difusao passiva, quer por transporte
ativo.?

A maioria dos tumores solidos possui caracteristicas fisiopatoldgicas Unicas que nao
sao observadas em tecidos normais, como a extensa angiogénese (que resulta numa
hipervascularizagao), a arquitetura vascular defeituosa, um sistema de drenagem/recuperacao
linfatica deficiente e o aumento da produgao de uma série de mediadores de permeabilidade
(VEGF, NO, bradicinina, etc.). Este conjunto de fenomenos é conhecido como efeito EPR
(permeabilidade e retencao melhorada), que fornece uma grande oportunidade para um
direcionamento mais seletivo e para o aumento da acumulagio do farmaco no tumor. **

Assim, os lipossomas que se mantém em circulagao durante um longo periodo de
tempo, acumulam-se de forma significativa nos tumores, devido essencialmente a
vascularizagao permeavel e a falta de um sistema de drenagem linfatica eficaz resultantes do
efeito EPR. No entanto, a microvasculatura do tecido tumoral nao é muito uniforme. As
dimensoes dos poros na vasculatura do tumor sélido podem variar entre 100-780 nm, o que
€ muito maior do que as jungoes do tecido normal, em que as aberturas sao geralmente
inferiores a 6 nm. Os lipossomas sao, geralmente, demasiado grandes para a filtragcao
glomerular, porém, os macrofagos do figado e do bago removem-nos da circulagao. Ao
revestir a superficie de lipossomas com PEG, a remogao dos lipossomas da circulagao
sistémica pelos macrofagos pode ser retardada acabando por permanecer no tecido tumoral

devido a fraca drenagem linfatica. Isto resulta numa acumulagao de lipossomas seletiva nos
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tumores através de difusao passiva. Contudo, a permeabilidade vascular nos tumores é
heterogénea, relacionando-se com o tipo de tumor e o microambiente tumoral. Os tumores
solidos sao, portanto, muito heterogéneos em termos de vascularizagao e nem todos os
sistemas lipossémicos sao eficazes no seu tratamento.

A biodisponibilidade do farmaco no tumor depende também da libertagao do
farmaco a partir dos lipossomas. Alteragoes farmacocinéticas influenciam a toxicidade e a
eficacia dos lipossomas na entrega de farmacos. Por isso, é importante compreender a
farmacocinética dos lipossomas e farmacodindmica do firmaco, com o objetivo de
desenvolver sistemas de vetorizagao de farmacos lipossomicos que libertem os farmacos
especificamente no tecido tumoral, com uma taxa de libertagcao que coincida com o perfil de
eficacia do farmaco transportado. Além disso, o modo como o farmaco ¢ internalizado pela
célula tumoral influencia a sua eficacia e o método utilizado para a incorporagao do firmaco
no lipossoma pode ser um fator importante, a este respeito. Essa interagao nao é facilmente
obtida, embora os sistemas lipossomicos possam oferecer as ferramentas necessarias para
conseguir uma libertagao controlada de farmacos.

Apesar dos avancgos significativos no sentido de ultrapassar muitas das barreiras dos
sistemas de vetorizagao lipossémicos, um problema indescritivel e paradoxal que ainda
continua por resolver é como obter uma elevada biodisponibilidade do farmaco em locais
especificos do tecido canceroso, enquanto se mantém a estabilidade dos lipossomas na
circulagao sanguinea.

Ha dois caminhos gerais a serem seguidos no ambito da investigacao deste tipo de
formulagoes: (i) a libertagao especifica do farmaco no tumor (direcionamento) que pode ser
conseguida através do revestimento dos lipossomas com ligandos ou anticorpos que tém
como alvo recetores sobre-expressos no tecido tumoral. Este método pode também,
eventualmente, ser utilizado para afastar um firmaco das areas do corpo que sao
particularmente sensiveis a agao toxica do produto transportado. A outra hipotese (ii) sera a
libertagao desencadeada. Ao incorporar nos lipossomas um mecanismo de libertagao ativa e
especifica para um determinado local, é possivel aumentar a libertagao e a eficacia

terapéutica do farmaco. 239
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4.2. Estratégias Avancadas de Vetorizacao

4.2.1. Direcionamento Ativo

A investigagao na area da vetorizagao de fairmacos deu um grande passo com a
descoberta dos lipossomas de longa circulagao (ou seja, que permanecem na circulagao
durante um longo periodo de tempo) com capacidade de acumulagao no tecido tumoral,
onde as moléculas encapsuladas se libertam dos lipossomas por difusao passiva, a menos que
haja a presenga de um estimulo ativo para a sua libertagao.

Embora as estratégias de direcionamento ativo possam parecer promissoras, existem
obstaculos conceituais que precisam ser abordados. Um melhor efeito terapéutico nao &,
necessariamente, uma consequéncia do aumento da acumulagio das formulagoes
lipossémicas no tecido.

Existem varios problemas criticos: (i) quando os lipossomas se acumulam no
compartimento intersticial devido ao extravasamento e se ligam a primeira linha de células-
alvo através de fortes ligagoes, podem impedir que mais lipossomas se liguem. A
internalizacao por endocitose € a estratégia normalmente associada ao direcionamento ativo,
assim (ii) o farmaco tem que “escapar” dos endossomas/lisossomas antes de ser degradado,
um processo que pode depender do método de encapsulagao do farmaco.

Varios artigos descreveram métodos potenciais para o direcionamento ativo, entre
os quais estao anticorpos especificos acoplados a lipossomas, bem como os lipossomas
revestidos com ligandos especificos para proteinas expressas na membrana das células
cancerosas ou de células endoteliais que revestem os vasos sanguineos recentemente
formados no tumor. Exemplos de tais proteinas sao os recetores do folato, sobre-expressos
na superficie das células tumorais em crescimento, devido ao aumento das exigéncias para a
sintese de DNA e o recetor de superficie da integrina, expressa nas células endoteliais da

neovasculatura de tumores em crescimento. >
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Figura 4 - Direcionamento ativo e passivo através de lipossomas. No tecido tumoral, em que o endotélio esta
inflamado, mediadores, tais como bradicinina, fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e
prostaglandinas aumentam a permeabilidade endotelial. Os lipossomas passam através dos espagos
intercelulares e entram no fluido intersticial. O direcionamento ativo é alcangado através da conjugagio de
ligandos na superficie dos lipossomas que se ligam a um recetor especifico de célula alvo, o que leva a
libertagdo do farmaco. O direcionamento passivo pode ser mediado pela libertagio através da elevada

concentragio local do farmaco. Adaptado de (Malam et al., 2009). '¥

4.2.1.1. Direcionamento Através de Anticorpos

Lipossomas revestidos com anticorpos (imunolipossomas) tém sido extensivamente
estudados, quer com o anticorpo ligado diretamente a cabega polar do fosfolipido da
bicamada do lipossoma quer ao terminal do polimero de PEG (no caso dos lipossomas com
PEG). Esta ultima abordagem tem sido melhor sucedida, devido a uma melhor acessibilidade
do anticorpo ao seu alvo, mantendo as caracteristicas de longa circulagao fornecidas pelo
PEG. No entanto, a ligagao de anticorpos diretamente a superficie do lipossoma também
tem mostrado ser um método viavel.

O revestimento dos lipossomas com anticorpos dirigidos contra alvos associados a
tumores consiste, por um lado, num bom equilibrio entre o revestimento com um numero
suficiente de anticorpos para atingir a ligagao no alvo e a reten¢ao no tumor e por outro, na

diminuicao da eliminagao pelo MPS, com um aumento do ndmero de anticorpos por
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lipossomas. Os imunolipossomas podem ser direcionados para as moléculas de superficie
expressas, ou no sistema vascular ou nas membranas das células tumorais. Os locais mais
acessiveis sao a superficie do endotélio vascular de tumores em crescimento e as células em

circulacio relacionadas com o sistema imunitario.

4.2.1.2. Direcionamento Através do Folato
O acido félico é uma vitamina essencial para a biossintese de nucledtidos. E
consumido em quantidades elevadas pelas células em proliferagao e é transportado através
da membrana plasmatica, utilizando o transportador de folato reduzido (RFCI) associado a
membrana de folato ou o recetor do folato (FR). Presume-se que o RFCI é capaz de
internalizar o folato necessario em células normais, no entanto, o FR é frequentemente
sobre-expresso em células tumorais, como consequéncia do aumento das necessidades de

folato, sendo que aumenta com o avango das fases da doenca.
Experiéncias in vitro utilizando lipossomas revestidos com folato contendo
doxorrubicina, tém mostrado que as células KB e Hela (linhas celulares do carcinoma

nasofaringeo epdidérmico e do carcinoma cervical, respetivamente) '”

que sobre-expressam
o FR, apresentam uma absorgao significativa do farmaco. Este tipo de formulagoes tem-se
mostrado eficaz na vetorizagao de doxorrubicina in vivo e sao consideradas potenciais
candidatas para a criagao de lipossomas com acumulagao tumoral aumentada, permitindo a
ligagao do folato as cadeias terminais do PEG, conferindo a flexibilidade necessaria para
interagao com os recetores alvo. Por outro lado, sao compativeis com o uso de libertagao

desencadeada, por exemplo, a libertagio do fairmaco do lipossoma desencadeada por

diminuigio do pH.>?

4.2.2. Libertaciao Desencadeada

O uso do direcionamento especifico ainda nao foi suficiente para se obter um
aumento significativo da eficacia no tratamento do cancro, quando comparado com a
acumulagao passiva (lipossomas com PEG). Isto pode ser o resultado da captagao destrutiva
dos lipossomas pelas células alvo. A degradagao nos lisossomas é o principal destino dos
farmacos vetorizados por lipossomas através de estratégias de direcionamento ativo, a nao
ser que tenha sido incorporado um mecanismo que permita que o farmaco se liberte dos
lisossomas e atinja o citoplasma. '*

No entanto, a degradagao dos farmacos depende também da sua estabilidade quimica.

Por exemplo, as antraciclinas sao muito estaveis em meio acido e podem assim ter uma
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semi-vida longa nos endossomas/lisossomas. A estabilidade quimica e metabodlica dos
farmacos é, portanto, muito importante e deve ser considerada em relagao as estratégias de
direcionamento e libertacio desencadeada. Varias estratégias tém sido propostas para
promover a libertagao de um farmaco num local especifico mediante um estimulo. A
libertagao de farmaco vetorizados por lipossomas desencadeada por alteracoes de pH,
hipertermia e radiagao tém-se mostrado bastante promissoras. No entanto, lipossomas

projetados com estes mecanismos ainda nio atingiram o mercado farmacéutico.

4.2.2.1. Libertacao Desencadeada por Variacoes de pH

A estratégia original de usar o microambiente acido caracteristico dos tumores para
a libertagao desencadeada nao tem sido muito bem-sucedida, visto que nestes a area de
maior acidez esta distante da area vascularizada, e assim os lipossomas nao conseguem
alcangar este tecido. Além disso, o pH do intersticio do tumor raramente esta abaixo de 6,5,
tornando-se tecnicamente dificil desenvolver lipossomas que sejam estaveis no sangue e que
se desintegrem no tecido tumoral. Uma estratégia mais viavel sera explorar o ambiente
muito acido dos lisossomas, onde o pH ¢ inferior a 5,0.

O método mais biocompativel para a libertagio de farmacos diretamente no
citoplasma das células é a utilizagao de lipossomas sensiveis ao pH. Apds a captagao celular,
os lipossomas sao sujeitos a um ambiente muito acido no interior dos lisossomas, onde o
transportador e o farmaco sao degradados por enzimas metabodlicas. Para evitar a
degradagao lisossomal do farmaco transportado, este tem de “escapar” dos endossomas
depois de internalizado. Para tal, surgiram os lipossomas fusogénicos, que depois de
internalizados pela célula sofrem uma mudanga morfologica promovida pela alteragao do pH,
que consiste numa transi¢io de fase onde a bicamada lipidica, La, passa a hexagonal, HII.

A principal estratégia de formulagao passa por estabilizar o DOPE, através da
intercalagio de moléculas anfifilicas (por exemplo, CHEMS) que contém um grupo acido
protonavel (negativamente carregados a pH fisiologico). Este favorece a repulsao
eletrostatica e permite a formagao de estruturas de bicamada, o que origina lipossomas a pH
e temperatura fisiologicos, uma vez que o DOPE nao tem a capacidade de formar lipossomas
sem ser estabilizado. Em meio acido, as moléculas anfifilicas ficam protonadas, destabilizando
o lipossoma que perde a sua estrutura de bicamada e adquire uma forma fusogénica
(hexagonal HII).

Os mecanismos de libertagao do farmaco propostos sao dois: (i) a destabilizagao dos

lipossomas sensiveis ao pH, o que provoca a destabilizagaio da membrana do endossoma,
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presumivelmente através de formagao de poros, levando a entrega citoplasmatica do seu
contelldo ou entao, (ii) apos a destabilizagao do lipossoma, as moléculas encapsuladas

difundem para o citoplasma, através da membrana endossémica. *'®

4.2.2.2. Libertaciao Desencadeada por Enzimas

O uso de enzimas para a libertagaio de firmacos num local especifico &,
provavelmente, a estratégia mais intrigante. Proteases celulares tém sido sugeridas como
possiveis candidatas para desencadear a libertagao do farmaco dos lipossomas.

Foram sugeridas duas estratégias para a construgao de conjugados lipidicos que sao
ativados por proteases. Uma delas baseia-se na clivagem do conjugado lipidico, resultando na
formacao de lipidos fusogénicos que desestabilizam o lipossoma. A outra envolve conjugados
lipidicos que atuam como componentes de camuflagem que protegem outros lipidos
fusogénicos, dentro da membrana do lipossoma, até a clivagem enzimatica remover o
conjugado. Existem estudos que demonstraram a viabilidade do uso da elastase como a
enzima alvo.

Outra alternativa consiste no uso de lipossomas sensiveis a fosfatase alcalina.
Lipossomas constituidos por derivados de fosfato de colesterol e DOPE podem entrar em
colapso apds a remogao do grupo fosfato catalisada pela fosfatase. Como suporte a esta
abordagem existe o facto de formas da fosfatase ligadas a membrana serem sobre-expressas

em tecidos tumorais. ¥

4.2.2.3. Libertacao Desencadeada por Hipertermia Local

A hipertermia local consiste na aplicagao de energia externa, através de microondas,
ultra-som ou radiofrequéncia, numa regiao do corpo (por exemplo um tumor soélido), para
elevar a temperatura local acima do normal, entre 40 e 42°C.

A estratégia consiste em projetar lipossomas com a principal fase de transigao um
pouco acima da temperatura fisioldgica, de modo a que o aumento da temperatura promova
uma alteragao no estado fisico do lipossoma, conduzindo a uma permeabilidade aumentada
da membrana de encapsulagao e a uma rapida libertagao do farmaco. Uma vez que a sua
temperatura de transicao (41.5°C) esta pouco acima da temperatura corporal, o DPPC é
considerado como o lipido ideal para a libertagao desencadeada por hipertermia.

Contudo, os lipossomas compostos apenas por DPPC nao demonstraram muita

eficacia, pelo que foi sugerida a adigao de outros lipidos (principalmente DSPC), com o
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intuito de aumentar a quantidade de farmaco libertada. A partir, daqui varias outras
formulagoes com base nesta composigao foram concebidas.

Estudos in vivo com farmacos antitumorais, como a doxorubicina, cisplatina e o
metotrexato, demonstraram que a utilizagio de vetores lipossémicos combinados com
hipertermia apresenta vantagens em relagao as formulagoes convencionais, nomeadamente
na quantidade de farmaco libertada no tecido alvo, traduzindo-se num aumento da eficacia
terapéutica. '¢

A hipertermia, atuando tanto no lipossoma como na fisiologia do tecido tumoral,
proporciona uma série de caracteristicas de desempenho que sao compativeis com a tarefa
de direcionar e libertar grandes quantidades de farmaco no tumor, promovendo a regressao
do mesmo. Essas caracteristicas incluem: (i) aumento do fluxo sanguineo do tumor e
aumento da permeabilidade microvascular; (i) o aumento do extravasamento,
proporcionando um mecanismo de acumulagao local de lipossomas; (iii) a transicao de fase
lipidica é reversivel, ou seja, os lipossomas selam novamente, quando a temperatura diminui
até a temperatura corporal e assim os farmacos que nao sao sujeitos ao aquecimento nao
sao libertados do lipossoma e, consequentemente, nao sao libertados noutras partes do
corpo; e (iv) sao capazes de libertar quantidades significativas de farmaco cerca de vinte
segundos apos atingirem a temperatura de transicao de fase. > '®

A principal desvantagem da hipertermia é a incapacidade de tratar o cancro
metastatico. A maioria dos doentes com cancro morre devido as metastases e nao ao
proprio tumor primario. A utilizagao de hipertermia requer que a localizagao do tumor seja

bem conhecida e acessivel, o que faz com que seja limitada a tumores facilmente alcangaveis

e que nio podem ser removidos cirurgicamente. *

4.2.2.4. Libertacio Desencadeada Através da Radiacio

Os lipossomas podem ser fotossensiveis se forem utilizados lipidos que possam
isomerizar, fragmentar-se ou polimerizar sob foto excitagao. No que toca as estratégias de
desencadeamento da libertagao através da radiagao, pode-se destacar a fotopolimerizagao e
a foto-oxidagao.

No caso da fotopolimerizagao, existe uma formulagao PEG-lipossoma contendo bis-
SorbPC, um lipido fotossensivel que forma uma rede lipidica apds a exposigao a luz UV, o
que vai originar buracos na membrana lipossomica, facilitando a libertagao do farmaco. No
entanto, a utilizagdo de luz ultravioleta nao é muito apropriada para aplicagoes bioldgicas,

devido aos danos que pode causar ao tecido saudavel e é, portanto, desejavel usar luz com
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um comprimento de onda mais longo. Isto foi conseguido através da incorporagao de um
. ~ , N . 3),17)
corante de cianina, tornando a formulacao sensivel a luz visivel.
Outra estratégia ¢ a fotoxidagao do plasmalogénio, que se baseia no aumento da
permeabilidade da membrana lipossomica apds clivagem fotoxidativa da plasmenilcolina a
agentes tensioativos de cadeia Gnica.” '’ Uma limitagio deste método é o facto de exigir a

localizagio do tumor, o que pode ser problematico. *

4.3. Formulagoes Lipossomicas Usadas no Tratamento do Cancro Existentes

no Mercado

Medicamento

(Principio Ativo) Principais Caracteristicas de Formulac¢do Problemas Associados

Doxil® e Elevada capacidade de transporte de firmaco Toxicidade e efeitos
(Doxorrubicina) (10000-15000 moléculas por lipossoma); adversos a nivel cardiaco.
e Revestimento com PEG para evitar o MPS;
e Cristalizagdo do farmaco no lipossoma que
minimiza a sua perda durante a circulagao;

DaunoXome® e Nao peguilado, facilmente capturados pelo MPS. e  Toxicidade e efeitos
(Daunorubicina) adversos a nivel cardiaco.
Marqibo® e Nao peguilado, facilmente capturados pelo MPS. e  Toxicidade e efeitos
(Vincristina) adversos a nivel cardiaco.

Tabela | - Firmacos aprovados pela FDA e principais caracteristicas. Adaptado de (Dawidczyk et al., 2014). 2

Existem trés formulagdes lipossomicas no mercado aprovadas pela FDA (Doxil®,
DaunoXome®, Marqibo®) e duas aprovadas fora dos EUA, o Myocet® e o Caelyx®. O Doxil®
e Myocet® sio formulagdes lipossomicas de doxorrubicina, o DaunoXome® de
daunorubicina e o Marqibo® de vincristina. O Doxil® é comercializado como Caelyx® fora
dos EUA e o Myocet® é uma formulagio sem PEG de doxorrubicina também comercializada
fora dos EUA.

O Doxil® foi aprovado pela FDA para o sarcoma de Kaposi relacionado com a SIDA
em 1995, para o cancro do ovario em 1999 e para o mieloma multiplo em 2007. Em 2013, o
uso da versio genérica Lipodox® foi aprovado para o tratamento do cancro do ovario e
sarcoma de Kaposi. O DaunoXome® foi aprovado pela FDA, em 1996, para o tratamento do
sarcoma de Kaposi, o Marqibo® para a leucemia em 2012 e o Myocet® é comercializado fora

dos EUA para o tratamento do cancro da mama.
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Relativamente ao Doxil®, a sua formulacio consiste na combinacio de fosfatidilcolina
de soja totalmente hidrogenada (HSPC), colesterol e um lipido com o PEG como grupo
principal (DSPE-PEG2k), que reveste o lipossoma e inibe a opsonizagao (evitando a agao do
MPS). Este revestimento também permite um longo periodo de circulagao sistémica (3-4
dias) e é essencial para a acumulagao no tumor. Alguns estudos referem que a sua excelente
acumulacao no tecido tumoral é devida ao efeito EPR, mas o seu mecanismo de libertacao
nao é bem conhecido.

O DaunoXome®, o Marqibo® e o Myocet® nio contém PEG, acabando por ter
tempos de semi-vida mais curtos em relacio ao Doxil®, uma vez que sio capturados pelo
MPS muito mais rapidamente. 2

Os requisitos essenciais e as novas estratégias para a formulagao de vetores

lipossomicos estao descritos na Tabela 2.

Funcdo Requisitos Novas Estratégias
Circulacio e Estavel em fluxo a 37°C e Evitar a opsonizagdo
Distribuicdao e  Minimizar o volume tecidular
e  Minimizar a ligagao ao
endotélio
e  Minimizar o transporte
paracelular
Eliminacao e  Minimizar a opsonizagio e Revestimento com PEG
e  Minimizar o reconhecimento e Diametro superior a 8 nm
pelas células do MPS para evitar a eliminagao renal
e Maximizar a rapida eliminagao
renal
Acumulag¢ao no Tumor e Maximizar o extravasamento e Diametro inferior a 200 nm
através da vasculatura do para o transporte através da
tumor vasculatura permeavel do

tumor via efeito EPR
e Manutengao de altas
concentragdes plasmaticas
e Aumento do efeito ER

Internalizacdo pelas células e Maximizar a ligagio e e Direcionamento ativo
tumorais internalizagao pelas células e Libertagio desencadeada
tumorais
Libertacdao do farmaco e Libertacio do farmaco e  Maximizar a relagao
e Passagem para o lipossoma-farmaco vetorizado
compartimento celular e  Maximizar a fuga dos

endossomas pelas moléculas
internalizadas por endocitose

Tabela 2 - Principais critérios para o desenvolvimento de formulagdes lipossémicas e perspetivas futuras.

(Dawidczyk et al., 2014). 2"
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5. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Desde a década de 70 tem sido realizada investigagao de forma a otimizar a utilizagao
dos transportadores lipossomicos no tratamento de varias doengas.

O cancro é doenga em que tém sido feitos esfor¢os consideraveis para utilizar este
tipo de formulagoes, com o objetivo de aumentar a eficicia e diminuir a toxicidade dos
agentes terapéuticos usados no seu tratamento. Tém aparecido no mercado alguns veiculos
de farmacos, no entanto, o sucesso clinico, no que diz respeito a sua eficacia quando
comparado com o farmaco livre, ¢é limitado, apesar de melhorarem os perfis de toxicidade.

Ao contrario do que acontece com os sistemas de transporte lipossémicos, os
farmacos convencionais mostram uma capacidade limitada para atingir os locais alvo. Ao
resolver os problemas de circulagao sanguinea dos lipossomas, foi possivel obter a
acumulagao desejada nos locais alvo por difusio passiva. Depois de ultrapassada essa
limitacdo, os esforgos direcionaram-se para a tentativa de aumentar a acumulagao nos
tecidos através do direcionamento ativo, com algum sucesso.

E muito provavel que as estratégias destinadas a melhorar a acumulacio e a
internalizagao por revestimento dos lipossomas com anticorpos ou outros ligandos, possam
melhorar significativamente a biodisponibilidade do lipossoma no futuro. No entanto, mesmo
que os lipossomas se acumulem ou se internalizem com um grau mais elevado, isso nao
resulta necessariamente num aumento da biodisponibilidade dos farmacos encapsulados, uma
vez que a melhoria da eficacia terapéutica nao é necessariamente obtida como consequéncia
de aumento da eficacia do direcionamento.

Uma grande preocupagao é o facto de que a doxorrubicina é, muitas vezes, o
farmaco de referéncia para o desenvolvimento de varias estratégias de vetorizagao e, uma
vez que ela é capaz de se difundir através de uma membrana de lipossomas intactos, nao €
considerada o melhor farmaco para testar um conceito libertagao ativa (por exemplo, a
combinagao do FR com a libertagao desencadeada por meio acido).

O desenvolvimento de estratégias de desencadeamento ativo é fundamental para que
as tecnologias de distribuicao de farmacos lipossomicos se tornem um método de utilizagao
universal.

Acredita-se que o uso de desencadeadores enddgenos, que dependem de uma
diferenga entre o microambiente do tumor e do tecido saudavel, sao preferiveis. Para além
disso, sera mais vantajoso no futuro, visto que nao é necessaria qualquer pré-localizagao do

tumor primario ou das metastases.
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No entanto, os desencadeadores exodgenos, tais como a temperatura, podem ser
mais faceis de obter e de controlar atualmente.

Porém, nao existe nenhuma formulagao baseada nestas estratégias no mercado,
provavelmente devido ao facto . Talvez isto se deva ao facto de ser muito dificil otimizar as
formulagoes lipossomicas para a uma libertagao controlada e especifica, sem conhecer o
perfil farmacodinamico do medicamento, que pode variar em relagao ao farmaco livre, bem
como a dificuldade em compreender o mecanismo de libertagao do farmaco apéds atingir o
tumor.

No entanto, considero que a vectorizagao pode resolver os problemas de seguranca
e eficicia inerentes a quimioterapia e assim assumir-se como o futuro das novas
terapéuticas, uma vez que a descoberta de novas moléculas se estd a tornar cada vez mais

dificil para a Industria Farmacéutica.
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