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Introducao

Desde que os lipossomas foram descritos por
Bangham, na década de 60, eles tém sido extensivamen-
te estudados como modelo de membrana e como trans-
portadores de farmacos. Podem ser definidos como ve-
siculas formadas por bicamada lipidicas, alternadas por
compartimentos aquosos. Devido a sua versatilidade
estrutural, independentemente da sua solubilidade, po-
dem encapsular compostos polares e apolares. Subs-
tancias hidrofilicas podem ser encapsuladas no compar-
timento aquoso, enquanto que as lipofilicas podem ser
incorporadas na bicamada lipidica.

Figura 1. Representaciio esquemitica de lipossoma
convencional multilamelar
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Virios mecanismos de interagdo entre liposso-
mas e células no meio biolGgico foram descritos, sendo
que alguns relacionam-se com a desestabilizagio da es-
trutura dos lipossomas, enquanto que outros, com a
liberagdo do contetido encapsulado. Entre eles pode-
mos citar:

* Troca de materiais, principalmente de lipidios
e proteinas, entre os lipossomas e células. Esse proces-
so pode ser mediado por proteinas de transferéncia da
membrana celular.

* Fusdo do lipossomas com células. Esse foi o
modelo idealizado para liberac¢do do contetddo dos li-
possomas diretamente no citoplasma celular. Esse pro-
cesso envolve troca de lipidios do organismo com os
lipossomas, sendo rara sua ocorréncia in vivo.

* Adsor¢do ou ligagio de lipossomas a protei-
nas da superficie celular. Os lipossomas podem ficar li-
gados ou adsorvidos, até que sejam removidos, interna-
lizados ou degradados, por mecanismos diversos, como
pela eliminagdo de compostos t6xicos por macréfagos.

* Fagocitose por células do Sistema Reticulo En-
dotelial. Este € o principal mecanismo de retirada dos
lipossomas e de outros sistemas coloidais da corrente
circulatéria. Dependendo da via de administragio e bio-
distribuigdo, os lipossomas podem ser removidos por
monocitos circulantes ou macréfagos dos diversos teci-
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dos, principalmente do figado (células de Kupfer) e do
bago. A fagocitose envolve duas etapas:

1. opsonizacdo: consiste na ligagio de fatores
séricos, chamados opsoninas, a superficie celular. Em-
bora cada opsonina confira um determinado destino no
organismo, geralmente a opsonizagio por proteinas do
complemento resulta na captagio pelo figado, enquanto
que a opsonizagdo por anticorpos, na captagio pelo
baco.

2. internalizag¢@o: depois de opsonizados, os li-
possomas sdo reconhecidos pelas células do Sistema
Reticulo Endotelial como ndo préprios do organismo, e
sdo, entdo, internalizados por elas.

* Troca ou perda de lipidios com HDL (Lipopro-
troteinas de alta densidade). Este é outro importante
processo que contribui largamente para a redugio da
estabilidade dos lipossomas no plasma. Ap6s incuba-
¢do com o HDL, os fosfolipidios estruturais dos lipos-
somas foram encontrados associados ao HDL, o que
resulta na formagdo em falhas na bicamada dos liposso-
mas, provocando extravasamento do contetido encap-
sulado, com conseqiiente desestabilizagdo das vesicu-
las.

Lipossomas convencionais

Os chamados lipossomas convencionais sio
aqueles formados, geralmente, por fosfatidilcolina e co-
lesterol ou outro anfifilico estrutural simples, contendo
uma cabeca polar e duas cadeias carboOnicas. Esses sis-
temas apresentam elevada captagao pelo Sistema Reti-
culo Endotelial, com conseqiiente remogéo rdpida da
circulacdo sanguinea e degradagio nos lisosssomas das
c€lulas fagocitdrias. Esse aspecto pode constituir des-
vantagem na utilizagéio dos lipossomas na terapéutica,
quando deseja-se direciond-los, fazendo com que seu
uso seja restrito a aplicagdes ndo limitadas pelo Sistema
Reticulo Endotelial e criando a necessidade de utiliza-
¢do de alternativas para aumentar o tempo de circulagdo
das vesiculas, tais com a saturagd@o do Sistema Reticulo
Endotelial e alteragdes na composigio de lipossomas.

Pré-saturacio do Sistema Reticulo Endotelial

Sabe-se que quanto maior a dose de lipidio admi-
nistrada, maior € o tempo de circulagio dos lipossomas,
devido a saturagdo do Sistema Reticuloendotelal. As-
sim, seria conveniente a administragio de uma dose pré-
via da lipossomas vazios para saturagdo do sistema fa-
gocitdrio de modo que a preparagdo de lipossomas con-
tendo farmaco administrada subsegiientemente tenha
um maior tempo de circulagio.

Aumento da estabilidade de lipossomas no plasma

Sabe-se que a remogao dos lipossomas da circu-
lagdo e a perda de seus componentes estruturais é de-
corrente de colisdes entre estes e as substincias séri-
cas, o que resulta na perda dos lipidios estruturais dos

lipossomas para o HDL e/ou opsonizagdo. Assim, o au-
mento a estabilidade dos lipossomas no plasma frente a
essas interagdes resultaria em aumento do tempo de cir-
culagdo desses sistemas. Para tal, é necessiria a altera-
¢do de fatores, como a composigdo, tamanho e carga de
lipossomas.

Sabe-se que vesiculas compostas por fosfolipi-
dios saturados e colesterol apresentam maior empacota-
mento da bicamada. Estes fosfolipidios apresentam ele-
vada temperatura de transigdo de fase, a qual é ainda
aumentada pela incorporagéo de colesterol na bicamada
dos lipossomas, de modo que, & temperatura ambiente, a
bicamada apresenta-se em estado ordenado de gel e mais
rigida, o que dificulta a penetragio de opsoninas e a
perda dos seus constituintes.

O tamanho dos lipossomas também influencia sua
estabilidade no plasma. Vesiculas de diametro pequeno
geralmente apresentam maior tempo de circula¢do. Por
outro lado, essas vesiculas podem ter seu tempo de cir-
culagdo reduzido em decorréncia da sua penetragio por
poros de vasos sangiifneos com consegiiente aciimulo
no figado, tecidos de inflamagao, infec¢do e tumores.

A carga superficial dos lipossomas ¢ outro par-
metro que influencia seu tempo de circulagdo. Vesiculas
compostas por fosfolipidios de carga negativa, como a
fosfatidilserina, apresentam elevada captagdo pelo Sis-
tema Reticulo Endotelial. A carga positiva em liposso-
mas, além de conferir toxicidade a formulagéo, também
promove maior captacio pelo Sistema Reticulo Endote-
lial. Sdo os lipossomas neutros que apresentam maior
estabilidade no plasma, uma vez que reagdes entre op-
soninas e lipossomas envolve interacdes eletrostéticas,
de modo que superficies neutras reduzem esse tipo de
interacio.

Os melhores resultados em termos de estabilida-
de no plasma foram obtidos com vesiculas compostas
por diestearoilfosfatidilcolina e colesterol numa propor-
c¢aomolarde 2:1 ou 1:1.

Com isso, percebeu-se que, reduzindo-se o reco-
nhecimento pelo Sistema Reticulo Endotelial, os lipos-
somas apresentariam um maior tempo de circulagéo, o
que permitiria sua intera¢do com os sitios alvo e a expan-
sao da sua utilizagio na terapéutica. Foi no final da dé-
cada de 80, que se percebeu que a inclusio de determi-
nados lipidios na bicamada de lipossomas levava a um
maior tempo de circulago desses sistemas.

Posteriormente, percebeu-se que a presenca de
determinados polimeros na superficie dos lipossomas
também apresentava o mesmo efeito. Dessa forma, fo-
ram iniciados estudos, a fim de obter sistemas que fos-
sem imperceptiveis pelo Sistema Reticulo Endotelial e,
por isso, permanecessem mais tempo na circulagdo. Es-
ses sistemas foram posteriormente conhecidos como li-
possomas Stealtha ou lipossomas de longa circulagdo.

Tipos de lipossomas de longa circulacio
Primeira geracio

A primeira geragdo de lipossomas de longa cir-
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culagiio foi caracterizada pela tentativa de mimetizar a
superficie externa das heméceas, dada a sua habilidade
de permanecer na circulagio por longos periodos, sen-
do para isso, utilizados componentes naturais dessas
células, como glicolipidios e glicoproteinas.

Foram feitas modifica¢des na composigao de li-
possomas, utilizando-se gangliosidios, que foram incor-
porados na bicamada. No entanto, apenas o gangliosi-
dio GM1 promoveu maior tempo de circulag¢ao aos lipos-
somas, sendo necessdria uma concentragdo minima
de7mol%.

O gangliosido GM1 pode ser obtido, a partir de
fontes naturais, através de sua extrag@o do cérebro de
boi, ou sinteticamente, mas sua utilizagdo € limitada pelo
seu elevado custo e contamina¢do decorrente da sua
extra¢io da fonte natural.

O tempo de circulagdo dos lipossomas contendo
GM 1 mostrou-se dependente da sua composi¢ao e ta-
manho, sendo que os lipossomas compostos por bica-
madas rigidas e tamanho entre 90-200nm apresentavam
maior tempo de circulagéo.

Foi demonstrada a importincia da porgéo do 4ci-
do sidlico, um agicar n-acetilado contendo um grupa-
mento carboxilico, no gangliosidio GM1 para conferir
longo tempo de circulagdo aos lipossomas, sendo que a
incorporagdo do dcido sidlico na bicamada das vesicu-
las promoveu aumento no seu tempo de circulagdo. No
entanto, seu elevado custo criou a necessidade de pes-
quisar outros compostos de estrutura semelhante que
também apresentassem habilidade de conferir longos
perfodos de circulagdo a sistemas, mas cujo custo nao
fosse um fator limitante a sua utilizagao.

Chegou-se ao dcido glucurénico que, mediante
obtengio de um derivado de cadeia hidrocarbonada, foi
incorporado & bicamada dos lipossomas. O sistema re-
sultante apresentou elevado tempo de circulagéo, baixa
captagdo pelo figado, mas ndo pelo bago, fato esse que
ndo apresenta uma explicagao clara.

Segunda geracao

A segunda geragdo dos lipossomas de longa cir-
culagiio foi caracterizada pela incorporagdo de deriva-
dos lipidicos contendo a cabega polar polimerizada na
bicamada dos lipossomas. Utilizou-se para a preparagao
de tais derivados o polietilenoglicol (PEG), obtendo-se
os chamados lipossomas estericamente estabilizados.
Esses lipossomas apresentam captagdo pelo Sistema
Reticulo Endotelial reduzida quando comparada aos con-
tendo GM1, com as vantagens do baixo custo e do seu
tempo de circulagdo ndo ser dependente da composi¢ao
da vesicula, apenas do peso molecular do PEG utilizado.

A fosfatidiletanolamina € o fosfolipidio mais uti-
lizado para obteng@o do derivado polimérico, sendo que
o derivado carbamato é o mais utilizado devido a facili-
dade de obtengdo e maior rendimento da sintese. O co-
lesterol e o fosfatidilglicerol também podem ser utiliza-
dos para obtengdo de derivado contendo PEG, havendo
necessidade da formagdo prévia de um epéxido.

Os lipossomas estericamente estabilizados po-
dem ser obtidos, mediante adi¢do do derivado fosfolipi-

dico aos demais fosfolipidios e constituintes das vesi-
culas, que mediante métodos especificos, resultam nos
lipossomas. Os derivados fosfolipidicos contendo PEG
ndo incorporados aos lipossomas podem ser separados
por cromatografia de exclusdo. Ainda, lipossomas pré-
formados que contenham a fosfatidiletanolamina na sua
composi¢do também podem ser utilizados, sendo que,
nesse caso, as cadeias de PEG véo encontrar-se apenas
na superficie externa da bicamada.

Figura 2. Representacio de lipossoma estericamente
estabilizado. (Lasic, A.A. e Martin, F. 1995).

Terceira geracio

A terceira geragio dos lipossomas de longa cir-
culagdo foi marcada pela obtengdo dos imunoliposso-
mas, mediante a ligacdo de anticorpos ou ligantes espe-
cificos de um sitio alvo diretamente na superficie dos
lipossomas. Havia sido tentada a utilizagdo de liposso-
mas convencionais para a obtengdo dos imunoliposso-
mas, mas o elevado clearance caracteristico desses sis-
temas impedia a interagéio com o seu sitio alvo. Dessa
forma, a obteng@o de imunolipossomas requer a utiliza-
¢do dos lipossomas de longa circulagdo.

Esses sisternas apresentam a vantagem de terem
seu “acesso” facilitado a regido de interesse, agindo
mediante a liberagdo do contetido encapsulado direta-
mente na superficie celular. No entanto, sua utilizagao
envolve alguns problemas decorrentes da imunogenici-
dade dos anticorpos e da prépria presenca de cadeias
de PEG, que podem dificultar a ligagio dos anticorpos a
superficie dos lipossomas e o reconhecimento do sitio
alvo, de modo que se deve atentar para o peso molecular
do PEG utilizado e a barreira estérica por ele conferida.

Figura 3. Representaciio esquemtica da ligacdo de
anticorpos a lipossomas de longa circulagio.
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Propriedades biolégicas dos
lipossomas de longa circulacio

1- Longo tempo de circulacdo

O longo tempo de permanéncia na circulagio é a
caracteristica bdsica dos lipossomas Stealth , sendo de-
corrente do reduzido reconhecimento destes pelo Siste-
ma Reticulo Endotelial.

O mecanismo pelo qual o PEG exerce seu efeito
ainda ndo € totalmente compreendido, mas sabe-se que
estd relacionado & barreira estérica promovida pelas ca-
deias de PEG, que, em decorréncia da sua hidrofilicida-
de, criam um revestimento que reduz a adesdo de opso-
ninas, impedindo o reconhecimento pelo sistema fago-
citério.

Isso vai de acordo com observagdes prévias de
Bangham: “Se quiser ser invisivel, pareca com a 4gua”.

O mecanismo pelo qual os lipossomas esterica-
mente estabilizados apresentam maior tempo de circula-
¢ao ndo € o mesmo dos lipossomas contendo GM1, sen-
do que a razdo pela qual esse gangliosidio confere habi-
lidade aos lipossomas de permanecerem mais tempo na
circulagdo ainda ndo € clara. Ha duas possibilidades mais
aceitas. A primeira delas sugere que o longo tempo de
circulagdo seja decorrente de porgdes especificas na bi-
camada que impedem a opsonizagéo.

Foi sugerido que esse efeito seja decorrente da
presenca de carga negativa protegida na superficie dos
lipossomas, como é conferida pelo GM1 e fosfatidilino-
sitol. No entanto, os dcidos sidlico e glucurdnico confe-
rem carga negativa desprotegida a superficie de lipos-
somas e também aprestem habilidade de conferir a esses
sistemas longos perfodos de circulagdo. A presenca de
grupamentos carboxilicos na superficie dos lipossomas
também foi sugerida como responsével pela obtengio
desse efeito.

A segunda possibilidade sugere que o longo
tempo de circulagdo seja decorrente da presenga de por-
¢oes especificas na superficie dos lipossomas que per-
mitem a ligagdo de compostos responséveis por impedir
a opsonizag@o. Assim sendo, ainda nio é compreendido
0 mecanismo pelo qual o gangliosidio GM1 confere ha-
bilidade aos sistemas de permanecerem longos perio-
dos na circulagio.

O tempo de circulagao dos lipossomas Stealthd é
dependente de alguns fatores, tais como:

* peso molecular do PEG. Foi demonstrado que
autilizagdo de PEG de peso molecular 1900, 2000 e S000Da
foi mais eficiente em prolongar o tempo de circulagio de
lipossomas que outras cadeias de PEG de diferentes
pesos moleculares.

* concentragao de PEG nos lipossomas. A utili-
zagdo de PEG a 5-10mol% promove aumento no tempo
de circulag@o de lipossomas. Utilizando-se concentra-
¢Oes superiores a essa, a capacidade de impedir o reco-
nhecimento pelo Sistema Reticulo Endotelial parece ser
saturada; os niveis de lipossomas encontrados no plas-
ma 24horas apds sua administragdo sdo muito seme-
Ihantes ao encontrados utilizando lipossomas conten-
do 10mol% de PEG.

* concentragdo de GM1. Da mesma forma que o
PEG, a concentragdo de GM1 influencia o tempo de cir-
culagdo de lipossomas. Ha necessidade de uma concen-
tragédo minima de 7mol%, sendo demonstrado que a uti-
lizagdo de 10mol% reduz em 90% a captacio pelo Siste-
ma Reticulo Endotelial.

* tamanho do lipossoma. Vesiculas de diimetro
pequeno apresentam maior tempo de circulagdo, No en-
tanto, vesiculas de didmetro inferior a 50nm penetram
pelos poros de vasos sangiiineos, acumulando-se em
tecidos de inflamacdo, infec¢@o e tumores. Por outro
lado, lipossomas com didmetro superior a 200nm apre-
sentam elevada captagio pelo figado e bago.

2. Farmacocinética e distribuicio nos tecidos
dos lipossomas de lona circulacio

A farmacocinética dos lipossomas de longa cir-
culagdo diferencia-se dos convencionais, mostrando-se
independente da dose de lipfdio administrada, ou seja,
ndo € observada saturac@o do Sistema Reticulo Endote-
lial.

A encapsulagao de farmaco nesses sistemas nio
promoveu alteragdes no tempo de circulagdo. A sua bi-
odistribui¢ao também ndo se mostrou influenciada pela
fluidez de membrana ou carga do fosfolipidio utilizado.

Por outro lado, o longo tempo de circulagio des-
ses sistemas promove altera¢do na sua biodistribui¢do,
sendo demonstrado seu actimulo em tecidos de inflama-
¢do, infecgdo e tumores, dada a elevada permeabilidade
vascular dessas regioes, resultando no chamado direci-
onamento passivo. Com isso, a concentragio de firma-
co nessa regides é¢ maior, promovendo aumento do indi-
ce terapéutico desses farmacos, o que é muito titil se
tratando de agentes antitumorais, entre outros, que exi-
bem elevada toxicidade.

No entanto, o longo tempo de circulagio ainda
acarreta uma captagao acentuada pela pele, principal-
mente nos pontos de pressdo, originando efeitos toxi-
COs.

Vantagens dos lipossomas de longa circulacio

Os lipossomas de longa circulagiio apresentam
diversas vantagens frente os convencionais, sendo es-
tas um resumo das principais caracteristicas desses sis-
temas.

Lipossomas convencionais

* elevada captacdo pelo Sistema Reticulo Endo-
telial, com conseqiiente baixo tempo de circulagdo

» farmacocinética influenciada pela dose de lipi-
dio

* tempo de circulagdo e estabilidade no plasma
dependentes da composigdo dos lipossomas

* actimulo no figado e bago

» dificil direcionamento mediado por anticorpos
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Lipossomas de longa circulacao

» capta¢ao pelo Sistema Reticulo Endotelial re-
duzida com conseqiiente tempo longo de circulagdo

» farmacocinética independente da dose de lipi-
dio administrada

* tempo de circulacdo e estabilidade no plasma
independentes da composi¢ao das vesiculas

 acimulo em tecidos de inflamacdo, infec¢do e
tumores

* direcionamento mediado por anticorpos de-
monstrado in vivo

Conclusoes

Tém sido demonstrados, na literatura, varios
métodos de modifica¢do da composi¢ao de lipossomas
e obtencdo de sistemas de longo tempo de circulagao,
dentre eles, a incorporagdo de glicoproteinas, glicolipi-
dios e derivados lipidicos contendo a cabega polar poli-
merizada. As vantagens desses sistemas frente aos li-
possomas convencionais siao claras, permitindo a ex-
pansido da utiliza¢do dos lipossomas na terapéutica.
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