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LIPOSOMES: PHYSICOCHEMICAL AND PHARMACOLOGICAL PROPERTIES, APPLICATIONS IN ANTIMONY-BASED
CHEMOTHERAPY. The use of organoantimonial complexes in the therapeutic of leishmaniasis and schistosomiasis has been

limited mainly by the need for daily parenteral administration, their adverse side-effects and the appearance of drug resistance.

Liposome encapsulation has been so far the most effective means to improve the efficacy of pentavalent antimonials against

visceral leishmaniasis. Pharmacologically- and pharmaceutically-acceptable liposomal compositions are still being investigated

through manipulation of preparation method, lipid composition and vesicle size. Recently, the encapsulation of a trivalent

antimonial within “stealth” liposomes was found to reduce its acute toxicity and effectively deliver this compound to the parasite

in experimental schistosomiasis.
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INTRODUCAO

No inicio do século passado, Gaspar Vianna, pesquisador pio-
neiro em doencga de Chagas e leishmaniose, relatou a eficicia do
complexo de antimoénio trivalente (Sb(IIl)), tartaro emético, no tra-
tamento da leishmaniose muco-cutinea'. Da mesma forma, o tartaro
emético foi o primeiro medicamento empregado com éxito no trata-
mento da esquistossomose®®. Entretanto, o uso clinico deste com-
posto foi interrompido, por causa de seus severos efeitos colaterais e
da descoberta de novos farmacos menos toxicos.

A partir da década de 1940, complexos de antimonio pentavalente
(Sb(V)) comegaram a ser utilizados na terapéutica das leishmanioses*.
Os principais antimoniais atualmente em uso sao complexos de Sb(V)
com o N-metil-glucamina (antimoniato de meglumina) e com o
gluconato de sédio (estibogluconato de sédio). Até hoje, nem a es-
trutura desses compostos, nem seu mecanismo de acdo foram com-
pletamente elucidados. Foi sugerido que o Sb(V) seria uma pré-dro-
ga, sendo reduzido no organismo hospedeiro a Sb(IIl) que seria a
forma ativa e téxica’. Recentemente, foi mostrado que os tidis po-
dem estar envolvidos nesse processo de reducdo®. Embora os anti-
moniais pentavalentes continuem sendo os medicamentos de primeira
escolha no tratamento de todas as formas de leishmanioses, o seu
uso clinico apresenta vdrias limitacdes. Esses compostos devem ser
administrados por via parenteral (injecdo intravenosa ou intra-
muscular), diariamente, num periodo de 20-40 dias. Nesse contexto,
efeitos colaterais sdo freqiientes*. O aparecimento de resisténcia re-
presenta um outro problema sério no tratamento das leishmanioses*
e um risco potencial na terapéutica da esquistossomose’. Em face
dessas limitagdes, a Organiza¢do Mundial da Satide recomenda, com

*e-mail: frezard @mono.icb.ufmg.br

incentivo inclusive a outras entidades afins como a TDR (“Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases™), a pes-
quisa de novos medicamentos®.

Essencialmente duas estratégias diferentes estdo atualmente dis-
poniveis para o desenvolvimento de novos medicamentos. Uma es-
tratégia envolve o planejamento/sintese de novas substancias ativas
ou de farmacos ja conhecidos com modifica¢des quimicas; a outra
envolve a associacao reversivel de firmacos ja em uso a um sistema
transportador, visando direcionar o fairmaco para a célula alvo e evi-
tar os locais indesejdveis onde o farmaco exerce toxicidade. Esta
ultima estratégia, além de prolongar a validade de protecéo por pa-
tente no uso do farmaco, oferece um ganho de tempo na fase de
desenvolvimento do produto porque usa um farmaco jd caracteriza-
do do ponto de vista farmacolégico. Entre os sistemas transportado-
res de medicamentos atualmente disponiveis, os lipossomas ocupam
uma posicdo de destaque, tanto para terapia das leishmanioses quan-
to da esquistossomose.

Como ilustrado na Figura 1, os lipossomas sdo vesiculas esféri-
cas, constituidas de uma ou vdrias bicamadas concéntricas de lipideos,
que isolam um ou vérios compartimentos aquosos internos do meio
externo’. Uma grande vantagem dos lipossomas, com relagéo a ou-
tros sistemas transportadores de medicamento, € a sua elevada
biocompatibilidade, especialmente quando estes sdo formados de
lipideos pertencentes as familias de lipideos naturais’. Além disso,
sdo sistemas altamente versdteis, cujo tamanho, lamelaridade, su-
perficie, composicao lipidica, volume e composi¢cdo do meio aquoso
interno podem ser manipulados em funcdo dos requisitos farmacéu-
ticos e farmacoldgicos.

A capacidade dessas vesiculas artificiais oferecerem barreiras para
a difusdo de solutos foi demonstrada pela primeira vez por Bangham,
em 1965'°. O primeiro resultado espectacular na drea biomédica foi
obtido, na década de 1970, com os antimoniais. Um aumento de até
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Figura 1. Caracteristicas estruturais dos lipossomas

700 vezes na atividade leishmanicida desses compostos foi relatado
ap6s administracdo na forma encapsulada em lipossomas!'!.

Apesar da necessidade de aprimorar a quimioterapia antimonial
atual e dos resultados extremamente promissores obtidos com os
lipossomas em modelos experimentais de leishmaniose visceral, até
hoje, nenhuma composi¢do farmacéutica associando lipossomas e
antimoniais chegou a ser comercializada. Este fato pode ser atribui-
do, pelo menos em parte, as dificuldades tecnoldgicas inerentes a
obtencado de formulagdo estdvel de compostos hidrossoliveis encap-
sulado em lipossomas.

Nesse artigo, apresentaremos propriedades bdsicas dos lipos-
somas, de interesse para o desenvolvimento de fidrmaco na forma
encapsulada em lipossomas. Mostraremos os aspectos farmacoldgicos
mais relevantes no uso dos lipossomas “‘convencionais” para a tera-
péutica das leishmanioses. Apresentaremos 0s progressos tecnolo-
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gicos alcangados, nos ultimos anos, na preparacido dos antimoniais
pentavalentes na forma encapsulada em lipossomas. Por outro lado,
mostraremos que lipossomas “furtivos” contendo antimoniais
trivalentes sdo promissores para o tratamento da esquistossomose
mansoni.

PROPRIEDADES BASICAS DOS LIPOSSOMAS
Composicao e propriedades fisico-quimicas

Os lipossomas, classicamente, sdo preparados a partir do
glicerofosfolipideo, fosfatidilcolina. De uma forma mais geral,
lipossomas podem ser obtidos a partir de qualquer substancia anfifilica
formadora de fase lamelar®. A Tabela 1 apresenta exemplos de lipideos
utilizados na preparacdo de lipossomas. Tipicamente, o didmetro mé-
dio dos lipossomas varia de 20 a 5000 nm. Quando formada de lipideo
de temperatura de transi¢do de fase (7;) menor que a temperatura do
meio estudado, a membrana dos lipossomas se encontra na fase cris-
tal-liquido ou “fluida” e os lipideos e suas cadeias de hidrocarboneto
t&m grande liberdade de movimento (Figura 2). Exemplos desse com-
portamento podem ser vistos com lipossomas formados de
dimiristoilfosfatidilcolina (7, = 23 °C) ou de dioleilfosfatidilcolina (7;
<0 °C). Quando formada de lipideo de 7, maior que a temperatura do
meio estudado, a membrana dos lipossomas se encontra na fase gel ou
“rigida” e os lipideos t€m movimento restrito e suas cadeias de
hidrocarboneto apresentam conformagdo “toda-trans” (Figura 2).
Vesiculas formadas de diestearoilfosfatidilcolina (7, = 55 °C) repre-
sentam um exemplo deste tipo de lipossomas. Um componente lipidico
importante, que entra muitas vezes na composi¢ao dos lipossomas, € o
colesterol. Este aumenta a rigidez das membranas no estado “cristal-
liquido” e reduz a rigidez e os defeitos estruturais das membranas no
estado “gel” (Figura 2). Lipideos apresentando carga efetiva negativa
ou positiva podem também ser incluidos na composi¢ao da membrana
o que pode influenciar a taxa de incorporagio de substancias, impedir
a agregacdo/fusdo das vesiculas lipidicas e modular o seu destino no
organismo.

Tabela 1. Exemplos de lipideos formadores de bicamada, utilizados na preparagdo de famacos na forma encapsulada em lipossomas

Familia de lipideos R (cadeia hidrofébica) Abreviagdo
Férmula estrutural (nome) (T)
Fosfatidilcolina

CH,-(CH,),-CH=CH-(CH,),-C(O)- DOPC

oleil <0 °C

co (oleil) (<0 °C)
CH,-(CH2) ,-C(O)- DMPC
RO 9 + (miristoil) (+23 °C)

0-P-O-CH,-CH,N=
o CH,-(CH2),,-C(O)- DPPC
(palmitoil) (+42 °C)
CH,-(CH2) -C(O)- DSPC
(estearoil) (+55 °C)
Fosfatidilglicerol
R-O CH,-(CH2) -C(0O)- DMPG
R-O}\ C”) (miristoil) (+13 °C)
O-P-O-CH,-CH-CH, CH,-(CH2) -C(O)- DPPG
O OH OH (palmitoil) (+35 °C)
Alquil polioxietileno éter (exemplo
de surfactante ndo idnico)

CH,-(CH2) .- CEO,
R-(0-CH,-CH,),-CH,-CH,0H (cetil) (435 °C)
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Figura 2. Comportamento de fase das membranas lipidicas e efeito do
colesterol. Uma membrana, composta por um determinado tipo de lipideo e
caracterizada por uma determinada T, encontra-se na fase gel (ligagdes
C-C na conformagdo “toda-trans”) abaixo da T, e na fase cristal-liquido
(ligacdes C-C na conformagdo “trans” ou “gauche”) acima da T, O
colesterol “apaga” a transicdo de fase da membrana e mantém a membrana
em estado de fluidez intermedidria. O colesterol aumenta a permeabilidade
da membrana na fase gel e a reduz na fase fluida

Capacidade de encapsulacio de substincia

Substancias farmacologicamente ativas podem ser incorporadas
seja no compartimento aquoso interno (substancias hidrossoliveis),
seja nas membranas dos lipossomas (substincias lipofilicas ou
anfifilicas).

A taxa de encapsulacdo de uma substancia em lipossomas e a
relacdo substancia encapsulada/lipideo sdo dois parametros impor-
tantes que devem ser considerados na escolha do método de prepara-
¢do, sobretudo quando se procura desenvolver uma composigdo far-
macéutica. Esses pardmetros podem ser otimizados através da esco-
lha do método de encapsulaciio e da manipulagdo da composicio
lipidica da membrana. A taxa de encapsulagio deverd ser maximizada,
pois € inversamente relacionada a quantidade de substancia ndo
encapsulada que € perdida na maioria das vezes. A relagio farmaco/
lipideo deverd também ser maximizada, visto que determina a quan-
tidade de lipideo a ser administrada ao paciente. Assim, quanto me-
nor for a quantidade de lipideo veiculada, menor serdo os riscos de
efeitos colaterais associados aos mesmos.

Teoricamente, taxas de encapsula¢@o préximas de 100% podem
ser obtidas com substancias lipofilicas incorporadas na membrana
dos lipossomas. E o caso da anfotericina B que, no produto farma-
céutico AmBisome, € associada a lipossomas pequenos (45-80 nm
de diametro) formados de fosfatidilcolina hidrogenada, colesterol e
de diestearoilfosfatidilglicerol (relacdo molar 2:1:0,8 e relacdo
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farmaco/lipideo = 1/10). Vale ressaltar que a capacidade de substan-
cias lipofilicas serem incorporadas na membrana de lipossomas nio
¢ uma regra geral; no processo de encapsulagdo, deve ser verificado
se a substancia estd efetivamente incorporada na membrana e ndo
simplesmente adsorvida na sua superficie ou auto-associada na for-
ma de microcristais em suspensao com os lipossomas. No caso das
substancias hidrossoliveis, como os antimoniais pentavalentes, €
teoricamente impossivel atingir niveis de encapsulacdo de 100%,
por causa da necessdria co-existéncia dos compartimentos aquosos
interno e externo.

Fatores determinantes na cinética de liberacio da substancia
encapsulada

Lipossomas, contendo uma substancia encapsulada no seu com-
partimento aquoso interno, nao se encontram em equilibrio termo-
dindmico, quando sdo resuspendidos em meio aquoso sem a subs-
tancia. A evolucdo do estado desse sistema levara necessariamente a
liberagdo da substincia para o meio externo até que se atinja um
novo equilibrio.

No caso das substancias incorporadas nas membranas dos
lipossomas, a quantidade de substancia liberada dependera do coefi-
ciente de parti¢do da substincia entre a membrana e a fase aquosa,
assim como dos componentes desta fase.

No caso das substincias incorporadas no compartimento aquo-
so, a criagdo de um gradiente de concentragdo da substincia através
da membrana faz com que esta atue como barreira, limitando a velo-
cidade de difus@o das substancias para o meio externo. Este sistema
evoluira espontaneamente para o equilibrio termodinamico, ou seja,
para a igualdade das concentra¢des interna e externa de substancia.

Nesse contexto, torna-se importante poder prever a cinética de
liberagdo da substancia encapsulada e conhecer os parametros fisi-
co-quimicos que vao influencid-la. Descreveremos abaixo um mo-
delo simples que nos permite ter acesso a essas informacdes.

O fluxo de substincia através da membrana (J; = nimero de
mols de substancia que atravessa a membrana por unidade de tempo
e unidade de drea da membrana) dependera da concentragio da subs-
tancia no compartimento aquoso interno (C,) e do coeficiente de
permeabilidade da substancia através da membrana (P), de acordo
com a lei de difusdo simples:

Jy=P,C (e}

No caso de lipossomas unilamelares de distribuicio de tamanho
homogéneo, de volume e de drea internas V, e S, respectivamente, o
fluxo J, tem a seguinte expressao:

Jg = -(1/S)(dn/dp) 2)

onde n € o nimero de mols de substincia no compartimento interno.
Podemos deduzir:

J, = -(V/S)dC/dt) 3)

onde C, € a concentragdo de substincia no compartimento interno.
Podemos também escrever:

J, = -(R/3)(AC/dD) “

onde R, € o raio interno médio dos lipossomas.
A partir das Equagdes 1 e 4, podemos deduzir a seguinte relac@o:

dC/C, = -(3PJR)dt o)



514 Demicheli et al.

que, ap0s integracdo, leva a seguinte relagio:
C.=C, exp(-3Pt/R) (6)

onde C, € a concentracio interna de substincia no tempo zero.

A Equagdo 6 mostra que a cinética de libera¢do da substancia,
por mecanismo de difusdo simples, a partir de lipossomas de distri-
buicdo de tamanho homogéneo, ¢ monoexponencial e determinada
pelo coeficiente de permeabilidade da substancia e pelo tamanho
dos lipossomas. Quanto menor for o coeficiente de permeabilidade
da substancia ou quanto maior for o tamanho dos lipossomas, mais
lenta serd a liberacdo da substincia dos lipossomas.

Vale ressaltar que o coeficiente de permeabilidade, P, depende
do coeficiente de particdo da substancia entre a membrana e a fase
aquosa (k = concentracio na membrana/concentra¢do na fase aquo-
sa), da constante de difusdo da substdncia na membrana (D) € da
espessura da membrana (Ax), de acordo com a expressio:

Py = kDy/Ax O

No caso das moléculas esféricas, D¢ dependerd do raio molecular
(r,) € da viscosidade da membrana (1), de acordo com a relagdo de
Stockes-Einstein:

D = RT/6nNnr,, ®)

onde N € o nimero de Avogadro, R a constante dos gases perfeitos e
T a temperatura absoluta.

Podemos deduzir que substincias de grande tamanho (D pe-
queno) e elevada polaridade (k pequeno) serdo retidas com maior
eficiéncia no compartimento aquoso interno dos lipossomas que as
substancias de pequeno tamanho e de baixa polaridade, respectiva-
mente. Além disso, como a constante de difusdo da substancia € in-
versamente proporcional a viscosidade da membrana, podemos pre-
ver que membranas na fase gel reterdo a substancia encapsulada com
maior eficiéncia que membranas na fase cristal-liquido. Por exem-
plo, membranas constituidas de diestearoilfosfatidilcolina mostra-
ram-se, a 37 °C, aproximadamente 6 vezes menos permedveis a
carboxifluoresceina que membranas constituidas de dimiristoil-
fosfatidilcolina'.

A pressdo osmética do meio interno dos lipossomas é um outro
fator importante que vai influenciar a liberacdo do principio ativo
encapsulado. Como as bicamadas lipidicas sdo muito permedveis a
dgua, a existéncia de uma diferenca de pressdo osmoética entre os
meios interno e externo induzird um movimento de 4gua por osmose
através da membrana. Portanto, deve-se evitar preparar lipossomas
com pressdo osmotica interna superior a externa, pois isto provoca a
entrada de dgua nos lipossomas, podendo induzir um choque osmético
com conseqiiente liberagdo da substincia encapsulada.

O armazenamento dos lipossomas na forma de suspensio aquo-
sa € muitas vezes incompativel com a estabilidade requerida para os
produtos farmacéuticos (de pelo menos um ano), mesmo se a subs-
tancia encapsulada apresenta um baixo coeficiente de permeabilidade
ou se a preparacdo ¢ mantida na forma de sedimento com pequeno
volume externo. Assim, outras formas de armazenamento devem ser
procuradas para os produtos farmacéuticos a base de lipossomas. O
armazenamento na forma liofilizada representa uma alternativa via-
vel, entretanto, deve ser incluido na formulagdo um agente
crioprotetor para evitar a fusdo das membranas desidratadas e o con-
seqiiente vazamento da substancia encapsulada no momento da
reidratagdo’.

Quando administrados em organismos vivos, os lipossomas
interagem, no primeiro momento, com os componentes dos fluidos
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biolégicos, o que pode alterar a permeabilidade de sua membrana e
a velocidade de liberac@o da substancia encapsulada. A Figura 3 ilustra
as interagdes dos lipossomas com dois fluidos biolégicos importan-
tes: os sais biliares e o soro. Apds administragdo dos lipossomas por
via oral, os sais biliares se incorporam na sua membrana, tendendo
induzir a transi¢@o da fase lamelar para a fase micelar. Nestas condi-
¢oes, os lipossomas “fluidos”, que apresentam membrana na fase
cristal-liquido, serdo desestabilizados. Apenas lipossomas com mem-
brana na fase gel parecem resistir parcialmente a acdo dos sais
biliares'. Ap6s administra¢do dos lipossomas por via endovenosa,
estes interagem com as lipoproteinas plasmaticas. Lipideos podem
ser transferidos dos lipossomas para as lipoproteinas, enquanto com-
ponentes das lipoproteinas (como a apolipoproteina) podem ser in-
corporados na membrana dos lipossomas. Nessas condigdes,
lipossomas “fluidos” manterdo sua integridade apenas se estes con-
tiverem colesterol na propor¢ao de pelo menos 30% do total de
lipideos. Por outro lado, lipossomas com membrana na fase gel fi-
cam mais refratarios as trocas com as lipoproteinas e, portanto, man-
tém sua elevada capacidade de retengdo.

Transferéncia
de mondmeros
das micelas para

a hi('un‘r‘y

lipoproteina
(sangue)

Transferéncia
de lipideos para as lipoproteinas (&)
e da apolipoproteina
para a bicamada

Transferéncia Modificagio
de permeabilidade
L.
/ .
¥ =
000,
micelas \
(sais biliares)
0,

Figura 3. Efeito das lipoproteinas plasmdticas e dos sais biliares na retengdo
de farmaco encapsulado pelos lipossomas. Esses componentes bioldgicos
aumentam a permeabilidade da membrana aos farmacos hidrossoliveis e
oferecem um meio para a transferéncia dos farmacos lipossoliiveis

Interacio lipossomas/células: influéncia na biodisponibilidade
da substancia encapsulada

Como visto anteriormente, os lipossomas sio capazes de rete-
rem principios ativos encapsulados e, portanto, de protegé-los in vivo
de uma eliminagdo ou degradacdo rapida. Suas propriedades de libe-
racdo lenta levam a redugdo da concentra¢do de principio ativo na
forma livre, e a prolongacdo de sua presenca no organismo. Esse
aumento na biodisponibilidade do principio ativo pode levar a
potenciagdo da sua acdo bioldgica, assim como a redugdo dos seus
efeitos colaterais.

Enquanto a liberacdo da substincia encapsulada em condi¢éo de
armazenamento € passiva e espontanea, sua liberagdo in vivo a partir
de lipossomas estdveis serd mediada essencialmente por células com
atividade endocitdria. Nesse contexto, a manipulagio das caracteris-
ticas de superficie dos lipossomas representa um dos meios atual-
mente disponiveis para controlar sua interacdo com as células e a
velocidade de liberag¢@o da substincia nos organismos vivos.

Como ilustrado na Figura 4, os lipossomas convencionais (for-
mados de fosfatidilcolina ou de surfactantes ndo-idnicos e de
colesterol), quando administrados por via endovenosa, sdo natural-
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mente capturados pelos macréfagos do sistema mononuclear
fagocitdrio, principalmente do figado, do baco e da medula dssea.
Portanto, a administra¢do de farmacos na forma encapsulada nesses
lipossomas resulta no aumento de sua concentragdo nesses 6rgaos,
assim como na redugdo da concentracdo em 6rgdos apresentando
capilares continuos. A captura celular dos lipossomas € favorecida
pelo processo de opsonizagdo, que ocorre assim que os lipossomas
entram em contato com os componentes do sangue. Depois da
fagocitose, os lipossomas sdo degradados pelas fosfolipases lisos-
somais e a substincia € liberada nos fagolisossomas, podendo se
difundir para o citossol ou ser excretada para o meio extracelular. A
velocidade de liberag¢@o do principio ativo pode ser controlada pela
manipulagdo tanto da composi¢do da membrana (influenciando a
velocidade de degradac@o dos lipossomas), quanto do tamanho dos
lipossomas (influenciando a eficiéncia de captura pelos macréfagos).
Assim, lipossomas pequenos serdo capturados com menor eficién-
cia que lipossomas grandes, permanecerdo mais tempo na circula-
¢do sanguinea e apresentardo uma liberagdo mais prolongada.

FIGADO Capilares
descontinuos
Baco | | MACROFAGOS
. ® ol AUMENTO DE
MEDULA I I CONCENTRACAO
OSSEA l DO FARMACO
CORACAO 0
RINS REDUGAO DE
CEREBRO = CONCENTRACAO
MUSCULOS : DO FARMACO
PELI Capilares
o CORtINUOS

Figura 4. Destino dos lipossomas convencionais por via endovenosa. Os
lipossomas sdo capturados pelos macrdfagos do sistema mononuclear
fagocitdrio e ndo penetram nos orgdos que apresentam capilares continuos

A descoberta de que o destino in vivo dos lipossomas poderia ser
controlado através da manipulagdo de suas caracteristicas de super-
ficie constituiu um dos principais avangos da década de 1990%. Foi
observado que a incorporagdo na membrana dos lipossomas de
lipideos acoplados a polimeros de etilenoglicol altera suas interacdes
com o ambiente, sendo o efeito mais importante o impedimento da
captura pelos macréfagos e a prolongagdo de sua presenga no orga-
nismo. Em conseqiiéncia, este tipo de lipossomas, chamado de
“lipossomas furtivos”, promove uma presenga prolongada da subs-
tancia no organismo, além de distribui-la para outros 6rgios, além
daqueles do sistema mononuclear fagocitdrio. Esses lipossomas po-
dem ainda ser direcionados para determinados tipos celulares, via
receptores ou ligantes especificos, através do acoplamento de
anticorpo ou ligante na extremidade do polimero.

Uma das maiores desvantagens da terapia tdpica € a baixa ve-
locidade de penetragdo dos farmacos através da pele. A barreira
difusional da maioria das substincias € o estrato cérneo, que con-
siste de cornedcitos embebidos em uma matriz lipidica. A matriz
lipidica do estrato cérneo € formada de uma bicamada lipidica com-
posta de colesterol, 4cidos graxos e ceramidas. O uso de lipossomas
como promotor de absor¢@o cutanea tem sido estudado intensiva-
mente'®. Numerosos estudos realizados com uma grande variedade
de farmacos e lipossomas de diferentes composi¢des mostraram
que a aplicag@o do farmaco na forma encapsulada em lipossomas
permite modular sua absor¢ao na epiderme e na derme, assim como
sua absorc¢do sistémica.
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APLICACOES DOS LIPOSSOMAS NA QUIMIOTERAPIA
ANTIMONIAL

As doencas alvos

A esquistossomose € uma doenca parasitaria cronica causada por
espécies do género Schistosoma. Estima-se que no Brasil, 8 a 10
milhdes de individuos estejam infectados e que 30 milhdes corram o
risco de contrair a doenca'’. A infecgdo é causada pelas cercdrias,
liberadas pelo hospedeiro intermedidrio (molusco), que penetram
através da pele do homem quando este entra em contato com a dgua
contaminada'’. Os parasitas sdo encontrados nos pulmdes, na forma
de esquistossomulos, um dia apds a penetracdo das cercdrias. Em
nove dias, os esquistossdmulos vao para o figado, onde se alimen-
tam e se desenvolvem, alcang¢ando a vida adulta. Os vermes adultos
atingem as veias mesentéricas, principalmente a inferior, no caso do
S. mansoni.

As leishmanioses sdo doengas parasitarias causadas por proto-
zodrios flagelados pertencentes a Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae e ao Género Leishmania. Estas atingem cerca de
12 milhdes de pessoas no mundo'®. No Brasil, dados recentes rela-
tam a ocorréncia de cerca de 30.000 novos casos anuais da doenga'.
As leishmanioses sdo transmitidas aos hospedeiros vertebrados pela
picada de um inseto que regurgita o parasita na forma promastigota.
Esses parasitas sdo fagocitados por macréfagos, no interior dos quais
estes se transformam em amastigotas. Os amastigotas multiplicam-
se livremente no compartimento dcido dos fagolisossomas e esca-
pam dos sistemas de defesa do hospedeiro. A Leishmania corresponde
a um complexo de vdrias espécies diferentes que causam varios ti-
pos de manifestagdes clinicas, que incluem formas cutinea, muco-
cutdnea e visceral. O c@o aparece como hospedeiro vertebrado nas
formas cutanea e visceral e, particularmente no caso da leishmaniose
visceral, tem papel importante como reservatdrio e fonte de infec¢do
da doenca em drea endémica. A leishmaniose visceral apresenta in-
dice de letalidade de 100% nos casos ndo tratados clinicamente®.

Conhecimentos sobre as caracteristicas da doenca alvo e, princi-
palmente, a localizagdo do parasita, sdo essenciais na escolha do tipo
de lipossoma a ser empregado. Como mostraremos em seguida, a
localizagdo da Leishmania nos 6rgdos do sistema mononuclear
fagocitdrio torna os lipossomas “convencionais” sistemas ideais para
concentrar o farmaco especificamente no local de infecgdo. Por ou-
tro lado, a localizagdo do Schistosoma mansoni no sistema porta e
seu modo de alimentagdo com os componentes do sangue sugere
que os lipossomas “furtivos” sdo mais adequados para direcionar o
farmaco para o parasita.

Aspectos farmacologicos no uso dos lipossomas no tratamento
das leishmanioses

Em 1977-78, grupos de pesquisa inglés e americano propuse-
ram o uso de lipossomas convencionais contendo drogas leishma-
nicidas como uma nova abordagem para o tratamento da leishmaniose
visceral''?°. Esta proposta foi baseada na observagdo de que
antimoniais pentavalentes encapsulados em lipossomas foram 200-
700 vezes mais eficazes que na forma livre, em modelo experimental
de leishmaniose visceral (hamsters ou camundongos infectados por
Leishmania donovani). O aumento espectacular de eficdcia dessas
drogas foi atribuido ao destino natural dos lipossomas quando admi-
nistrados por via endovenosa: o fato de eles serem captados pelos
mesmos 6rgaos (o figado, o bago e a medula dssea) e pelas mesmas
células (os macréfagos teciduais) nas quais se localiza o parasita.
Assim, os lipossomas convencionais apresentam-se como sistema
ideal para direcionar drogas leishmanicidas para o local de infecgao.
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Estudos de biodistribuicdo/farmacocinética do antimdnio em camun-
dongos e cdes mostraram que a forma lipossomal promove niveis de
antimonio muito mais elevados e prolongados no figado e no baco
dos animais quando comparado a forma livre?'?2, Essa diferenca de
biodistribuicdo entre as formas livre e encapsulada € ilustrada, na
Tabela 2, a partir de dados obtidos em caes.

Tabela 2. Niveis teciduais de antimOnio em caes (ug/g tecido), 48 h
apds injecdo intravenosa de antimonial pentavalente, na forma livre
e na forma encapsulada, em lipossomas de tipo FDELs

Forma do antimonial
(dose)

Forma livre 7 2 3 21
(45 mg Sb/kg)

Forma encapsulada 44 103 3 22
em lipossomas

(4 mg Sb/kg)

Figado Baco Medula 6ssea  Ref.

Vale ressaltar que o tamanho dos lipossomas ¢ um parametro
importante, pois tem influéncia tanto na taxa de eliminagdo do para-
sita®®, quanto na concentragio de antimonio ao nivel da medula 6s-

ea”. Portanto, lipossomas pequenos (didmetro < 200 nm) parecem
ter acesso facilitado a medula éssea, o que € de interesse pois devem
possibilitar a eliminagio do parasita que se encontra nesse tecido.

Uma formula¢do da anfotericina B a base de lipossomas
(AmBisome®), depois de testes clinicos bem sucedidos, chegou a ser
aprovada pela FDA (“Food and Drug Administration”) para o trata-
mento do calazar®®. Os principais impactos da encapsulagdo desse
farmaco em lipossomas foram o aumento do seu indice terapéutico e
o prolongamento de sua acdo. Os beneficios clinicos da terapia base-
ada em lipossomas, quando comparada a quimioterapia convencio-
nal, s@o a reducdio do ndimero de inje¢des, da duragio da terapia e
dos efeitos colaterais. Entretanto, até hoje, o elevado custo comerci-
al do AmBisome limitou o seu uso no Brasil.

O desenvolvimento de formulacGes topicas seria altamente de-
sejavel para o tratamento da leishmaniose cutdnea. Diversos fatores
apontam para o desenvolvimento de formula¢des baseadas em
antimoniais encapsulados em lipossomas: a capacidade comprovada
dos lipossomas de promoverem a absor¢do cutanea de farmacos e a
eficacia do antimoniato de meglumina intralesional na leishmaniose
cutdnea®.

Aspectos tecnoldgicos na preparacio dos antimoniais
pentavalentes na forma encapsulada em lipossomas

O primeiro método proposto para a encapsulagio dos antimoniais
pentavalentes em lipossomas foi o0 método de “hidrataco do filme”?.
Como ilustrado na Figura 5, este consiste na hidratacdo de um filme
lipidico com uma soluc@o aquosa do antimonial, levando a formacdo
de lipossomas multilamelares chamados de MLVs (“multilamellar
vesicles”). As maiores taxas de encapsulagdo e de retencdo foram
obtidas com lipossomas constituidos de fosfolipideo de alta tempe-
ratura de transi¢do de fase (dipalmitoilfosfatidilcolina, T = 42 °C),
de colesterol e de fosfolipideo carregado negativamente.

Um outro método avaliado foi o método de “evaporacdo em fase
reversa”? que, como descrito na Figura 6, leva a formacdo de
lipossomas oligolamelares de tipo REVs (“reverse phase evaporation
vesicles”). Esse método permite alcangar maiores taxas de
encapsulacio que o método de hidratacio do filme (Tabela 3). Entre-
tanto, lipossomas de tipo REVs se mostraram menos estdveis que
aqueles do tipo MLVs, sendo que 25-50% de antimdnio foi liberado

Quim. Nova

Hidratagdo
com solugdo aquosa
do antimonial

.‘:urpai agdo

a’n solvente

-
l/\ e csgn’a(.na

mecdnica

Filme lipidico MLVs
(vesiculas multilamelares)

Solugdo de lipideos
em solvente orgénico

Figura 5. Método de preparagdo de lipossomas do tipo MLVs, baseado no
processo de hidratacdo do filme lipidico

‘ Solugdo
de lipideos
em Adigdo de Antimoniato Agitagdo
solvente —— de Jiidagaed
v = >
organico solugdo aquosa em dgua mecdnica
do antimonial i' i i i
Vra\
Evaporagédo
_
REVERSAO DE FASE
(T=1)
Emulsio i
égua em asc lamelar
oleo REVs

Figura 6. Método de preparacdo de lipossomas do tipo REVs, baseado no
processo de evaporagdo em fase reversa

da preparagdo apds uma semana de incubagdo em 25 °C. Por outro
lado, o uso de solvente organico na preparagdo desses lipossomas
representa um inconveniente, considerando que sempre permane-
cem residuos potencialmente téxicos na formulagao final.

Um outro inconveniente dos dois métodos apresentados anteri-
ormente € que as preparacdes resultantes s6 podem ser armazenadas
na forma de suspensdo aquosa, o que limita consideravelmente o seu
potencial como produto farmacéutico.

Recentemente, nosso grupo avaliou o método de “desidratacdo-
reidratacdo” desenvolvido por Kirby e Gregoriadis® para a encapsu-
lagao do antimoniato de meglumina em lipossomas formados de
diestearoilfosfatidilcolina, colesterol e dicetilfosfato®. Como mos-
trado na Figura 7, esse método consiste em misturar uma suspensao
de lipossomas pequenos vazios (preparados em dgua) com uma so-
lucdo de antimoniato de meglumina e em liofilizar a mistura. A
reidratac@o dessa preparagcdo em condigdes especificas de tempera-
tura (>T)) e de concentragio lipidica leva a obtengdo de lipossomas
com elevada taxa de encapsulagdo (Tabela 3), chamados de DRVs
(“dehydration rehydration vesicles”). Uma alternativa a esse método
proposta por nosso grupo® consiste em liofilizar os lipossomas pe-
quenos vazios sem o antimonial e em reidratar o liofilizado, chama-
do de FDELSs (“freeze-dried empty liposomes™), com a solucdo de
antimonial. Esse método apresenta a vantagem de ndo submeter o
antimonial a liofilizag@o, além de permitir uma elevada taxa de
encapsulacgio (Tabela 3). Uma grande vantagem desses dois dltimos



Vol. 28, No. 3

Lipossomas: Propriedades Fisico-Quimicas e Farmacoldgicas

517

Tabela 3. Caracteristicas de encapsulacio dos antimoniais a partir de lipossomas obtidos por diferentes métodos

Tipo de lipossomas Taxa de encapsulacio

maxima

Relacao Sb/lipideo (m/m)

maxima

Forma de armazenamento proposta

MLVs

REVs

DRVs
FDELs

7%
60%
63%
42%

0,3
0,55
0,37
0,25

Suspensdo aquosa
Suspensdo aquosa
Forma liofilizada intermedidria
Forma liofilizada intermediaria

00¢

o0
0o
SUVs

(Pequenas vesiculas
unilamelares)

@ Ultrassonicagdo
—_—

MLVs em dgua
(Vesiculas multilamelares)

/ )

DRYs

(Vesiculas desidratadas reidratadas)

Liofilizagdo
Mistura _—

Antimonial
80g Sb/L

Reidratagdo
—_— —
com agua

Liofilizado

Figura 7. Método de preparagdo de lipossomas do tipo DRVs, baseado no
processo de desidratagdo - reidratagdo

métodos com relag@o aos primeiros € que a preparacio pode ser ar-
mazenada por tempo prolongado na forma liofilizada intermedidria
e reidratada um pouco antes do uso. Vale ressaltar que a presenga do
lipideo carregado negativamente, dicetilfosfato, ¢ importante para a
obtencdo de taxa de encapsulacdo elevada do antimoniato de
meglumina. Na sua auséncia, taxas de encapsulagdo inferiores a 15%
sao obtidos™.

Os diversos tipos de lipossomas obtidos por esses diferentes
métodos apresentam didmetro médio elevado (400 - 5000 nm) e dis-
tribuicio de tamanho heterogénea. Essa caracteristica representa um
problema potencial, pois a administragdo endovenosa de lipossomas
de tamanho grande (>1000 nm) pode levar a obstruc@o dos capilares
pulmonares. Segundo Zadi e Gregoriadis, € possivel obter suspen-
sdo de lipossomas de tamanho reduzido e mais homogéneo utilizan-
do o método de desidratacio-reidratacio, mediante ao uso de um
agticar como agente crioprotetor’’. Como mostrado na Tabela 4, a
utilizagdo de sacarose no processo de preparagdo de lipossomas DRVs
e FDELs permite a obteng¢do de lipossomas de tamanho reduzido. A

presenca desse agticar resulta em reducéio da taxa de encapsulagdo
do antimoniato de meglumina no caso dos lipossomas DRVs, mas
ndo dos lipossomas FDELs. Além disso, como mostrado na Tabela
4, um aumento da velocidade de liberacdo do antimonial é observa-
do nos lipossomas preparados com sacarose. Esse aumento na velo-
cidade de liberacdo poderia ser explicado pelo aumento da pressio
osmética do meio interno dos lipossomas, devido a co-encapsulagio
da sacarose.

Potencial dos lipossomas no tratamento da esquistossomose

Os primeiros estudos realizados com lipossomas convencionais
administrados por via subcutanea evidenciaram a capacidade dos
lipossomas de potenciar e prolongar o efeito profildtico das drogas
esquistossomicidas, oxamniquine®?, praziquantel® e tartaro emético™.
O efeito benéfico dos lipossomas foi atribuido as suas propriedades
de liberacao prolongada, resultando no aumento da biodisponibilidade
do principio ativo. Foi também proposto que os lipossomas promo-
veriam, através do direcionamento passivo para o figado, uma maior
concentragdo do farmaco no parasita durante o seu estdgio final de
diferencia¢do nesse mesmo tecido.

Recentemente, nosso grupo relatou a prepara¢do de lipossomas
de tamanho calibrado (didmetro médio = 110 nm), contendo tartaro
emético encapsulado na relagdo antimodnio/lipideo 0,015 (m/m). Es-
ses lipossomas foram obtidos por filtracao de MLVs através de mem-
branas de policarbonato de poro de 100 nm de didmetro. Dois tipos
diferentes de lipossomas foram avaliados: lipossomas convencionais
(LC) formados de diesteraroilfosfatidilcolina e de colesterol e
lipossomas furtivos (LF) contendo, além destes lipideos, o lipideo
diestearoilfosfatidiletanolamina acoplado ao polietilenoglicol 2000.
Estes lipossomas mostraram uma elevada estabilidade no soro, com
cinética de liberagdo monoexponencial, de acordo com a lei de difu-
sdo simples, e uma meia-vida de liberag¢@o de 9 dias.

Estes lipossomas foram avaliados em modelo experimental de
esquistossomose mansoni, em estdgio tardio da doenca®. Camun-
dongos SWISS com 35 dias de infeccdo pelo Schistosoma mansoni
receberam tartaro emético por via intraperitoneal em dose tnica (10
mg Sb/kg), seja na forma livre ou na forma encapsulada em
lipossomas LC ou LF. Apenas o grupo tratado com LF mostrou re-
dugdo significativa (55%) no niimero de vermes, quando comparado

Tabela 4. Influéncia da sacarose nas caracteristicas dos lipossomas DRVs e FDELs (composicdo lipidica: DSPC/DCP/CHOL em relacéo
molar de 5:4:1) resuspendidos em solugio salina tamponada (NaCl 0,15 mol L'; fosfato 0,01 mol L'; pH 7,2)

Tipo de lipossoma Relacao inicial

Diametro médio

Taxa encapsulacio % Sb liberado

Sb/lipideo (m/m) (nm) +DP (% Sb) +DP ap6s 24 h em 37 °C
DRVs 0,6 465116 613 12,1+0,3
FDELSs 0,6 1205+451 390+3 3,704
DRVs + sacarose? 0,6 273+80 42«14 25,8+1,1
FDELSs + sacarose® 0,6 312+182 37+7 24,1+3,1

2Sacarose foi acrescentada a suspensdo de lipossomas vazios antes da liofilizagdo na concentrag@o final de 0,3 mol L e relacdo sacarose/

lipideo 3:1 (m/m). DP: desvio padrdo.
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aos grupos controles (grupo ndo tratado e grupo tratado com
lipossomas vazios). A maior eficicia dos LF, quando comparados
aos LC, pode ser atribuida ao aumento da biodisponibilidade do prin-
cipio ativo quando encapsulado em lipossomas furtivos, assim como
a captura dos lipossomas de circulagdo prolongada pelos parasitas.

Quando submetidos a uma dose maior de antiménio (25 mg Sb/
kg), todos camundongos (12/12) que receberam o tartaro emético na
forma livre morreram, enquanto aqueles que receberam a forma
encapsulada em lipossomas sobreviveram.

Conclui-se que os lipossomas furtivos reduzem a toxicidade aguda
do tartaro emético e direcionam com eficicia a droga ao S. mansoni
durante o curso da infecc@o. Esse estudo estabeleceu, pela primeira
vez, o efeito benéfico dos vetores furtivos no tratamento da esquis-
tossomose mansoni. Em uma outra abordagem, espera-se que a cap-
tura dos lipossomas pelo parasita possa ser aumentada através do
acoplamento na superficie das vesiculas de anticorpo ou ligante es-
pecifico para receptor/ligante do parasita.

CONCLUSOES

A quimioterapia antimonial convencional sofre vdrias limitagdes,
as mais sérias sendo a necessidade de inje¢des didrias, os seus efei-
tos colaterais e o aparecimento de resisténcia. As propriedades
farmacolégicas dos lipossomas “convencionais” fazem deste siste-
ma um transportador ideal para direcionar medicamentos leishma-
nicidas para os sitios de infeccdo e aumentar sua eficdcia no trata-
mento da leishmaniose visceral. No caso dos antimoniais pentava-
lentes, niveis de atividade espetaculares foram alcancados em mode-
lo experimental de leishmaniose visceral, apds sua administragdo na
forma encapsulada em lipossomas. Entretanto, a obten¢@o de com-
posicdo aceitdvel, do ponto de vista farmacolégico e farmacéutico,
continua sendo investigada. A literatura mostra que a taxa de encap-
sulac@o do antimonial pentavalente em lipossomas pode ser otimizada
através da selecdo do método de preparag@o e da composicao lipidica
da membrana. Por outro lado, a composicdo lipidica, o0 método de
preparagdo e a pressdo osmotica do compartimento interno sao fato-
res determinantes para a obtengdo de uma composico de lipossomas
estavel. Além disso, o tamanho das vesiculas parece ser importante
para atingir os locais de infeccdo menos acessiveis.

Recentemente, foi mostrado que a encapsulagio de um antimonial
trivalente em lipossomas reduz sua toxicidade aguda. Além disso,
lipossomas “furtivos”, ao contrario dos lipossomas “‘convencionais”,
mostraram-se capazes de aumentar a eficicia do antimonial trivalente
em modelo experimental de esquistossomose mansoni. Esses resul-
tados mostram que os lipossomas representam também sistemas de
transporte promissores para os antimoniais trivalentes no tratamento
das leishmanioses e da esquistossomose.
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