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RESUMO

Neste estudo, descreve-se a preparagdo e caracterizagdo de vesiculas
lipidicas (lipossomas) projetadas para o transporte ¢ deposigdo especifica de
trés compostos terapéuticos, o-carboranilpropilamina (CPA), L-p-borono-
fenilalanina (BPA) e doxorrubicina (DOX) em tumores cerebrais malignos.
Estudou-se os efeitos das condigdes de encapsulamento na incorporagdo ativa
e passiva dos referidos compostos em lipossomas unilamelares de composigio
e tamanhos variados. A influéncia de vanaveis como temperatura, tempo de
incubagdo composto terapéutico/lipossomas e razdo molar micial composto
terapéutico/lipidio na estabilidade dos sistemas foi estudada. O acoplamento
de anticorpos das classes IgG e IgM em lipossomas encapsulando DOX foi
também avaliado, com a finalidade de aumentar a especificidade de interagéo
das vesiculas com células de tumor cerebral maligno. A toxicidade dos
lipossomas preparados foi avaliada tanto in vitro, com células de Glioblastoma
Multiforme SK-MG-1, como in vivo, pela injecdo das amostras em ratos.

Os resultados mostram que a razdo molar final composto terapéutico/
lipidio, o nimero de anticorpos ligados por vesicula e a estabilidade dos
lipossomas podem ser controlados pelas condigdes operacionais utilizadas.
Para lipossomas com didmetro médio de 100 nm, encapsulou-se cerca de
10.000, 13.000 e 66.000 moléculas de BPA, CPA ¢ DOX por vesicula,
respectivamente. Estas vesiculas apresentaram boa estabilidade de estocagem
em temperaturas de 4 a 5°C no periodo de um mes. Acoplou-se
covalentemente até 6 anticorpos do tipo IgG e 40 subunidades monoméricas de
IgM por vesicula. Demonstrou-se que Ilipossomas recobertos com um

anticorpo especifico contra células SK-MG-1 ligam-se 17 vezes mais a estas



células que vesiculas acopladas a um anticorpo controle ndo especifico. Os
estudos de toxicidade in vitro indicaram que a proliferagdo das celulas SK-
MG-1 foi reduzida em até 45 % pelo uso de imunolipossomas especificos
contendo DOX. A injecdo dos lipossomas em ratos mostrou-se relativamente
segura ¢ a deposicdo especifica in vivo de CPA por intermédio de lipossomas

em tumores implantados no cérebro de ratos foi demonstrada.
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CAPITULO !

INTRODUCAO

A perspectiva de vida de pacientes que tenham desenvolvido tumores
malignos no cérebro ¢ bastante limitada, mesmo depois de tratamento segundo
as terapias correntemente utilizadas. O tempo médio de sobrevivéncia apos o
diagndstico estd em torno de apenas 5 a 13 meses (Bergevin, 1979). Este fato
tem estimulado a pesquisa de novos agentes terapéuticos e de métodos de
tratamento alternativos, tanto com a finalidade de melhorar o prognédstico
como a qualidade de vida de pacientes com este tipo de enfermidade.

No tltimo século, houve um grande desenvolvimento na tecnologia de
obtengdo de novos medicamentos, mas o0 modo de administragdo destas drogas
para a terapia de diversas doengas ndo se desenvolveu significativamente.
Desta forma, os compostos terapéuticos ainda sdo administrados ao paciente
de maneira arcaica e pouco eficiente, 0 que geralmente conduz a manifestagdo
de efeitos colaterais indesejaveis.

Lipossomas (vesiculas lipidicas) constituem-se em uma opg¢io relevante
em aplicagdes onde o encapsulamento e a protegdo de substincias s3o
requeridos, principalmente para a liberagdo controlada de compostos
terapéuticos in vivo. Estas vesiculas tém sido testadas com sucesso como
transportadores de drogas, material genético, enzimas e outras macromoléculas
para o interior de células vivas (Lasic, 1988; Lasic, 1992). Na pesquisa basica,
gstas vesiculas podem também ser utilizadas como modelos de membranas
celulares,

Embora os lipossomas tenham sido descobertos no ano de 1961 pelo

cientista inglés Alec D. Bangham, o potencial de sua aplicagdo nas areas
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médicas e farmacéuticas s6 foi observado cerca de 15 anos depois. Desde o
final da década de 70, os lipossomas passaram a despertar interesse dos pontos
de vista cientifico e comercial.

Varios grupos de pesquisa demonstraram em estudos pré-clinicos a
potencialidade do uso de diferentes drogas encapsuladas em lipossomas na
terapia de diversas doengas, entre elas a leishmaniose, a artrite e especialmente
o cancer (Ostro, 1987a; Ostro, 1987b; Lasic,1992; Crommelin e Schreier,
1994; Lasic e Martin, 1995). O projeto racional de vesiculas contendo drogas
ou vacinas encapsuladas aliado ao avango recente na tecnologia de lipossomas
culminou no desenvolvimento de diversas formulagdes injetaveis com uso j&
licenciado em humanos (Gregoriadis, 1995; Lasic e Martin, 1995).

O uso destas vesiculas como veiculos para a liberacdo controlada de
drogas e outras substincias para células ¢ baseado em diversas caracteristicas
de importincia farmacolégica (Barenholz e Crommelin, 1994). Primeiramente,
os lipossomas podem ser bem caractertzados quimica e fisicamente, sendo
adequados para o carreamento de compostos hidrofilicos, hidrofébicos e
anfipaticos, pois apresentam um ambiente lipofilico (composto pela membrana
fosfolipidica) € um meio interno aquoso. Estas vesiculas lipidicas sdo
biocompativeis devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e
imunogenicidade reduzida ou inexistente, podendo ser administradas através
de diversas rotas, incluindo as wvias ocular, pulmonar, nasal, oral,
intramuscular, subcutdnea, topica e intravenosa. Os lipossomas podem ser
utilizados para a liberagfo controlada de drogas tanto em fluidos corporeos
(agindo como micro-reservatorios) quanto no interior de células (apds a
endocitose), reduzindo a exposicdo de tecidos sensiveis a agfo de drogas
toxicas. Finalmente, a farmacocinética e a biodistribuigdo in vive de
lipossomas podem ser controladas pela selegic adequada da wvia de

administracfo, da composi¢do em lipidios e do tamanho da vesicula.
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O desenvolvimento bem sucedido de lipossomas para aplicagdes
médicas depende da metodologia de preparagio das vesiculas. A selegdo da
composigdo em lipidios, do tamanho da vesicula e do método utilizado para a
incorporagdo do agente terapéutico mnos lipossomas s3o elementos
fundamentais no projeto destes sistemas, determinando as caracteristicas
fisico-quimicas e o impacto biologico final associado 4 sua admimstragdo. A
versatilidade e a disponibilidade de um grande nimero de métodos
proporciona a selegfio racional de protocolos que se adequem a necessidades
especificas. Alguns aspectos, como a disponibilidade e custo da matéria-prima,
sdo decisivos na sele¢do dos protocolos, assim como consideragdes no campo
farmacologico envolvendo a rota de administragdo e a dosagem necessaria.
Uma vez estabelecidas as metodologias, € essencial 0 uso de estratégias de
otimizagdo de maneira a garantir, entre outros fatores, a incorporagio eficiente
e econdmica do composto terapéutico, bem como a estabilidade quimica e
fisica do sistema obtido.

Neste estudo, descreve-se em detathes a preparagdio e caracterizagio
de lipossomas projetados para o transporte e deposicdo especifica
de trés compostos terapéuticos, o-carboranilpropilamina (CPA), L-p-
boronofenilalanina (BPA) e doxorrubicina (DOX) em células de tumores
cerebrais malignos. O uso dos dois primeiros compostos seria indicado na
Terapia de Captura de Néutrons por Boro (TCNB), que envolve principios da
radioterapia, enquanto o terceiro composto seria utilizade em um tratamento
combinando principios da quimioterapia e da imunoterapia. Avaliou-se os
efeitos das condigdes de encapsulamento na incorporagdc dos referidos
compostos em lipossomas unilamelares apresentando composi¢do e tamanhos
variados. A influéncia de variaveis como temperatura, tempo de incubagdo
composto terapéutico/lipossomas e razdo molar inicial composto terapéutico/

lipidio na estabilidade dos sistemas foi estudada. O acoplamento de anticorpos
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das classes IgG e IgM em lipossomas encapsulando DOX foi avaliado, com a
finalidade de aumentar a especificidade de interagfio das vesiculas com células
de tumor cerebral maligno. A toxicidade dos sistemas obtidos foi avaliada in
vitro, com células de tumor cerebral do tipo Glioblastoma Multiforme SK-

MG-1, e in vivo, pela injeglio intracraniana das amostras em ratos.
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CAPITULO I

REVISAO DA LITERATURA |

Neste capitulo, serdo abordados varios aspectos relevantes no estudo de
lipossomas convencionais, de lipossomas estericamente estabilizados com
polietileno glicol e de wmunolipossomas contendo compostos terapéuticos

encapsulados para a aplicagdo na terapia de tumores cerebrais malignos.

2.1, Consideracoes Gerais sobre Lipossomas

Lipossomas, ou vesiculas lipidicas, sdo estruturas ocas nas quais o
volume aquoso central é completamente circundado por uma membrana
composta de lipidios (normalmente, fosfolipidios e colesterol), podendo
apresentar didmetros da ordem de dezenas de nandmetros a dezenas de micra.
Os lipossomas sdo formados a partir da hidratagdo de um filme lipidico seco e,
durante o processo de sua formagao, estas vesiculas podem seqiiestrar substincias
da solug@o, as guais podem se alojar em varias partes da estrutura do lipossoma de
acordo com suas caracteristicas hidrofilicas ou hidrofdbicas (Ostro, 1987a;
Lasic,1992). Este fato torna possivel o uso de lipossomas para o encapsulamento
de diversos tipos de compostos, como substéncias terapéuticas.

Por consistirem de uma parte polar ou cabega hidrofilica (grupo fosfato),
ligada a uma cauda hidrofébica apolar (geralmente formada por duas cadeias
longas de acidos graxos), os fosfolipidios exibem propriedades anfifilicas (Lasic,

1992). Assim, pelo fato de apresentar apenas uma porgio da molécula soluvel em
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agua, quando colocados em presenca de uma solugdo aquosa, os lipidios tendem a
se agregar em estruturas ordenadas acima de uma concentragdo critica.

As forgas que governam o arranjo dos lipidios entre si de forma a se
organizarem em estruturas definidas resultam da atrag@o hidrofobica na interface
hidrocarboneto-dgua, que induz as moléculas a se associarem, e da repulsdo
hidrofilica, idnica ou estérica dos grupos polares, que impde o contato da molécula
de lipidio com a agua. O tipo de estrutura formada pela associagdo de lipidios e
outros compostos anfifilicos depende das caracteristicas das moléculas envolvidas,
sendo possivel a obtengdo de agregados com diferentes morfologias, como
ifustrado na Figura 1.

Para que ocorra a formagdo de lipossomas, as moléculas anfifilicas
devem estar primeiramente organizadas na forma de lamelas ou bicamadas.
Embora a bicamada lipidica seja um dos arranjos estruturais mais simples, a
exposi¢do de suas extremidades laterais hidrofobicas a moléculas de agua ¢é
termodinamicamente desfavoravel, resultando na tendéncia de enrolamento em
estruturas esféricas fechadas que retém um cerne aquoso, formando os lipossomas
(Lasic, 1992).

Israelachvili (1994) propde que o tipo de morfologia das estruturas
formadas por moléculas de lipidios e outros compostos anfifilicos em solugBes
aquosas pode ser predito a partir de suas propriedades geométricas de
empacotamento. Tais propriedades podem ser convenientemente representadas

pelo pardmetro de empacotamento, p, de acordo com a seguinte equaco:

(1)

onde v € o volume molecular da porgdo hidrofobica, a, € a area superficial otima,
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Figura 1 - Estruturas ordenadas formadas por moléculas de lipidios em solugdes

aquosas. O tipo de estrutura geométrica resultante do empacotamento dos lipidios
¢ determinado pelos tamanhos relativos das cabegas polares e das caudas apolares.
Lipidios com cabegas polares relativamente grandes formam estruturas com
elevados raios de curvatura (a, b e c¢). Lipidios com cabegas polares muito
pequenas e caudas apolares grandes sdo empacotados em estruturas invertidas,
onde as cadeias de hidrocarboneto compdem a camada externa (d e ¢). Misturas de
lipidios com cabegas polares grandes e pequenas também podem formar vesiculas
(c). Moléculas de lipidios com partes polares e apolares de tamanho similar
tendem a formar bicamadas achatadas (f), que podem se fechar sobre si mesmas,

formando um lipossoma (figura adaptada de Lasic, 1992).
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(definida como a area ocupada pela por¢do hidrofilica quando a energia de
interagdo entre os lipidios € mimima) e /; € o comprimento critico da cadeia ou
cadeias de hidrocarboneto, ndo podendo ultrapassar o comprimento maximo
efetivo que as cadeias podem assumir quando completamente distendidas.

Assim, um composto na forma de cone apresentando p<1/3 poderia formar
micelas esféncas em condigdes apropriadas. Compostos na forma de cone
truncado com 1/3<p<1/2 formarniam micelas cilindricas e, com 1/2<p<i,
formariam bicamadas flexiveis ou lipossomas. Moléculas cilindricas com p
proximo & unidade resultariam em bicamadas planas, enquanto compostos com
p>1 na forma de cones truncados invertidos formariam micelas invertidas.

QOutros fatores que podem afetar as estruturas formadas pelas moléculas de
compostos anfifilicos s8o0 o tamanho da por¢do hidrofilica, a presenca de
ramificacdes ¢ insatura¢des nas cadeias hidrofobicas, a forga ibnica do meio
aquoso ¢ a temperatura (Israclachvili, 1994).

Dependendo do tipo de fosfolipidio ¢ da temperatura utilizada, as
bicamadas podem se encontrar em um estado de gel, com as cadeias de
hidrocarbonetos bem organizadas, ou de liquido-cristalino, onde as cadeias de
hidrocarbonetos estdo desordenadas (New, 1990). Esta mudanca de fases ocorre
na chamada temperatura de transi¢io (Tm). Cada um dos fosfolipidios que
compdem o hipossoma apresenta uma Tm caracteristica de transi¢do de gel para
liquido-cristalino. Esta temperatura depende inteiramente da estrutura do
fosfolipidio, sendo afetada pelo comprimento das cadeias hidrofobicas, pelo grau
de saturagdo e pelo tipo de grupamento polar, podendo varar de -15°C para a
fosfatidilcolina de gema de ovo com grande ntmero de insaturagdes até mais de
50°C para a distearoil-fosfatidilcolina completamente saturada. A mistura de
diferentes componentes pode causar uma mudanga em Tm e/ou o completo
desaparecimento da transigfo de fases. Acima de Tm, pode haver um aumento na

liberagdo do contelido hidrossolivel do lipossoma (Talsma e Crommelin, 1992a).
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O conhecimento das transigdes de fases de membranas fosfolipidicas € de
importancia fundamental na tecnologia de lipossomas, pois a transigdo de fases
determina propriedades como a permeabilidade da bicamada, a fusdo e agregagdo
de vesiculas e sua interagdo com proteinas, afetando a estabilidade dos lipossomas
¢ 0 seu comportamento em sistemas biologicos (New, 1990).

Na produgio de lipossomas geralmente sdo selecionadas condi¢des onde as
bicamadas se formam no estado de liquido-cristalino. Esta pratica reduz o
aparecimento de defeitos de empacotamento que podem alterar a estrutura do

lipossoma.

2.2, Classificaciio dos Lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho € o
nimero de bicamadas lipidicas que apresentam em sua constituigdo, como
ilustrado na Figura 2 e na Tabela 1. Estruturas compostas por diversas bicamadas
sucesstvamente separadas por compartimentos fluidos sfo chamadas de vesiculas
multilamelares. Vesiculas cujos interiores apresentam outros lipossomas de
tamanhos variados sdo denominadas vesiculas multivesiculares. Vesiculas que
apresentam uma unica bicamada e uma regido aquosa central, por sua vez, sdo
denominadas unilamelares, podendo ser pequenas ou grandes.

A literatura registra uma extensa discussio relacionada a classificag@o das
vesiculas de acordo com as suas dimensdes. Barenholz e Crommelin (1994)
sugerem um tipo de classitfica¢do onde as vesiculas grandes seriam definidas como
aquelas que ndo apresentam efeitos detectaveis da curvatura da bicamada lipidica
nas propriedades fisicas do lipossoma. Entre essas propriedades, estariam a

transigido de fases gel-liquido cristalino ¢ a distribuicdo de lipidios entre as
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Figura 2 - Classificagio de lipossomas quanto & morfologia. (a) Vesicula
unilamelar pequena, VUP; (b) vesicula unilamelar grande, VUG; (¢) vesicula
multilamelar, VML,; (d) vesicula oligolamelar, VOL; (e) vesicula multivesicular,
VMV (figura adaptada de Barenholz e Crommelin, 1994),

Tabela 1 - Classificagdo de lipossomas baseada em pardmetros estruturais

{Barenholz ¢ Crommelin, 1994),

Classificacéo/Abreviatura

Diametro da Vesicula

Vesicula Multilamelar (VML)
Vesicula Oligolamelar (VOL)
Vesicula Unilamelar Pequena (VUP)
Vesicula Unilamelar Grande (VUG)
Vesicula Unilamelar Gigante (VUGI)
Vesicula Multivesicular (VMV)

> 0,5 um

0,1alum
20 a 106 nm
> 100 nm

> 1 um

geralmente > 1 pum
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monocamadas formadoras da lamela do lipossoma. Segundo os autores, este
conceito aplica-se a lipossomas com didmetros maiores que 100 nm, de maneira
que vesiculas com didmetros menores seriam classificadas como pequenas.

Essa distingdo de comportamento entre vesiculas grandes e pequenas €
atribuida a diferengca no empacotamento das moléculas de lipidios nas
monocamadas interna ¢ externa de lipossomas pequenos. Este fato implica em
uma tendéncia de curvatura das monocamadas em dire¢des opostas, o que ndo
ocorre com vesiculas maiores. Além das propriedades fisicas, o didmetro das
vesiculas relaciona-se também as caracteristicas farmacocinéticas € a interagio

composto terap€utico/ lipossoma.

2.3. Mecanismos de Formacio de Lipossomas

Embora seja possivel a produgfo de lipossomas por diversas técnicas
distintas, os mecanismos exatos envolvidos em sua formacgido ainda ndo estio
completamente esclarecidos. Uma das teorias mais aceitas € a de “fragmentos de
bicamadas lipidicas”, proposta por Lasic em 1988.

Segundo Lasic (1988), a observagdo do processo de inchamento em agua
de filmes fosfolipidicos secos, através de microscopia Otica de contraste de fases,
permite que se obtenha alguns indicios geométricos do mecanismo de formagdo de
vesiculas multilamelares. Entretanto, uma vez que as estruturas intermediarias sdo
formadas ¢ mantidas por influéncias externas (aclisticas, de gradientes de
concentragfio, por exemplo), as mesmas sdo bastante mstaveis e de dificil
monitoramento. Na Figura 3 pode-se observar uma representagdo esquematica
deste modelo de formagio de vesiculas.

De acordo com a proposta de Lasic (1988), com a adigfo de agua ao filme
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fosfolipidico seco, as duplas camadas mais externas hidratam-se. onginando
inchamentos convexos. Estes inchamentos sdo formados em decorréncia do
aumento da drea superficial resultante da hidratagdo das cabegas polares. A agua
penetra entre as duplas camadas, bem como através dos inchamentos. A reagdo de
hidratagfo reduz a energia do sistema, aumentando ainda mais a area superficial
especifica dos lipidios envolvidos, de forma que as duplas camadas transformam-
se em fibras tubulares, aumentando sua drea de contato com a agua. As duplas
camadas deslizam, entdo, expondo ao maximo suas cabegas polares a agua, ¢ se
estabilizam em suas distdncias de equilibrio, as quais sdo estabelecidas pelo
compromisso entre as forgas repulsivas estéricas ¢ de ondulagdo e as forgas

atrativas de Van der Waals.

+H20 s HHO %\-—\\

-—_,,,._»-—-“——\._——wu--—--_,/\__

O 5

Figura 3 - Representacio esquematica da formacgdo de uma vesicula multilamelar

através da hidratagdo do filme fosfolipidico seco. Cada linha representa um
fragmento de bicamada fosfolipidica (figura adaptada de Lasic, 1988).
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Possiveis defeitos de cristalizagdo ou de empacotamento em um lado ou
ponto do inchamento podem induzir a um torque, de tal forma que as fibras se
transformam em estruturas helicotdais. Sob agitagdo, essas fibras se destacam e
imediatamente isolam as extremidades expostas, formando os lipossomas.

Vesiculas multilamelares sdo originadas do destacamento de feixes de
lamelas. Alternativamente, estes feixes podem apresentar a regido interna
progressivamente inchada, ¢ terminam por deslizar, com suas extremidades ainda
ligadas a bicamada imediatamente anterior. Apos desconectar-se da superficie, as
lamelas fecham-se sobre si mesmas.

A intensidade de agitagfo influi diretamente na distribuigdo de tamanhos
das vesiculas formadas, que tém formas geralmente ovais, e ndo esféricas, devido
a natureza de seu processo de formagdo. Com o decorrer do tempo, no entanto, as
estruturas ovais transformam-se em esféricas, onde sua energia de curvatura é
minima, ¢ o volume retido, maximo. Isto € alcancado, possivelmente, através de
deslocamentos bidirecionais das moléculas de fosfolipidio. O niimero de
moléculas na monocamada externa, que pode ser superior a 50 % das moléculas
totais que a compdem dependendo dos eventos que ocorrem durante a formagio
dos lipossomas, determina a forma da vesicula.

Embora os lipossomas formem-se espontaneamente quando um filme seco
de lipidios incha em presenca de excesso de solugdo aquosa, as vesiculas
unilamelares apresentam maiores energias livres, de tal forma que ¢ necessério se
dissipar uma certa quantidade de energia no sistema para que se consiga produzi-
las. A “teoria do brotamento”, ilustrada na Figura 4, propde que fosfolipidios
hidratados e orgamizados em arranjos lamelares (como vesiculas multilamelares
grandes) podem ser convertidos a vesiculas unilamelares ou oligolamelares de
menores dimensdes pela aplicagdo de diversas formas de tensdo ao sistema, como

a sonicagdo ou a extrusio { Barenholz e Crommelin, 1994).
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extrusdo a baixa ou média L -
pressio através de poros irradiagio ultrassdnica ou

de tamanho definido extrusio a alta pressdo

Figura 4 - Formagdo de vesiculas de acordo com a “teoria do brotamento” (figura

adaptada de Barenholz ¢ Crommelin, 1994),

Os lipossomas podem também ser formados pela desestabilizagdo de
micelas mistas. Neste caso, os fosfolipidios s@o colocados em contato intimo com
a fase aquosa por intermédio de detergentes, que se associam com os lipidios,
protegendo suas porgbes hidrofobicas da agua. As micelas formadas pela
associagdo de hipidios e detergente sdo compostas por varias centenas de

moléculas, ¢ sua forma e tamanho dependem principalmente dos tipos de
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compostos envolvidos e de suas concentragdes (New, 1990; Crommelin e
Schreier, 1994).

A remocgdo do detergente das micelas mistas por técnicas como a dialise
induz a formagao espontinea de vesiculas unilamelares. Quando as micelas mistas
perdem moléculas de detergente além de um certo limite, a prevengio do contato
das cadeias hidrofobicas do fosfolipidio com a fase aquosa é efetivamente
reduzida. Isto resulta no arqueamento e conseqgiiente vesiculagio das micelas com
dimensdes ja alteradas para minimizar a area de contato entre as cadeias

hidrofébicas e as moléculas de agua.

2.4. Preparacio de Lipossomas

Dependendo da selego dos componentes da bicamada e do método de
preparagdo utilizado, os lipossomas podem variar consideravelmente algumas de
suas caracteristicas fisico-quimicas como tamanho, nimero de lamelas, carga,
fluidez da bicamada e volume encapsulado (Talsma e Crommelin, 1992b).

Em geral, a preparagio de lipossomas envolve trés etapas basicas: a
obtengdo de um filme lipidico seco proveniente da evaporagdo dos solventes
orgénicos utilizados para solubilizar os lipidios, a dispersdo do filme seco em um

meio aquoso e a redugdo do tamanho das vesiculas.
2.4.1. Matérias-Primas Utilizadas no Preparo de Lipossomas
Diversos lipidios e outros compostos anfifilicos podem ser utilizados como

matérias-primas ou aditivos na constituicdo da matriz anfifilica requerida para a

formacdo dos lipossomas. Em geral, os fosfolipidios sdo os compostos mais
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utilizados na preparagdo de ipossomas destinados a aplicacdes terapéuticas. Estes
compostos podem ser classificados em cinco categorias distintas, fosfolipidios
naturais, fosfolipidios naturais modificados, fosfolipidios semi-sintéticos,
fosfolipidios completamente sintéticos e fosfolipidios com grupamentos polares
modificados (Crommelin e Schreier, 1994).

Os fosfolipidios de fontes naturais em geral séo extraidos de gemas de ovos
ou da soja, sendo disponiveis comercialmente com diversos graus de pureza. O
composto de uso mais comum pertencente a esta classe ¢ a fosfatidilcolina,
seguida pela fosfatidiletanolamina, pela esfingomielina e pelo fosfatidilinositol. Os
lipidios do tipo fosfatidilcolina sdo muito utilizados em formulagdes de lipossomas
devido ao seu custo relativamente baixo quando comparado ao de outros
fostolipidios, devido a sua carga neutra e ao fato de que sdo quimicamente inertes
(New, 1990).

Em geral, lipidios desta classe apresentam diversas insaturagdes nas
cadeias hidrofébicas, o que os torna susceptiveis a oxidagdo, reduzindo o tempo
de estabilidade de estocagem de lipossomas preparados com estes materiais.

Os fosfolipidios naturais modificados provém das mesmas fontes que os
anteriores, mas sio quimicamente modificados por processos como hidrogenagio
parcial ou completa, com a finalidade de se reduzir o seu grau de insaturagdo. Este
procedimento geralmente resulta em lipidios com methor aparéncia e maior
resisténcia a peroxidagéo.

Os fosfolipidios semi-sintéticos sdo preparados pela substitugdo das
cadeias hidrofobicas de fosfolipidios naturais por cadeias com constitui¢io
quimica definida. Os fosfolipidios sintéticos, por sua vez, sdo preparados
completamente por via quimica.

A alteragdo do grupamento polar na parte hidrofilica do fosfolipidio
permite a Introdugdo de residuos que podem imprimir novas caracteristicas a

superficie dos lipossomas, possibilitando ou dificultando interagdes com diversos
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tipos de moléculas. Entre os tipos de moléculas mais comumente acoplados estdo
os anticorpos monoclonais € os peptideos, que podem interagir com receptores na
superficie das células, e cadeias de polietileno glicol, que aumentam a estabilidade
dos lipossomas em aplicagdes in vivo,

Uma outra categoria de lipidios fundamental na preparagéo de lipossomas ¢
a de esterOis. Nesta categoria, o colesterol (esterol extraido de células de
marniferos) ¢ o composto mais representativo. Este composto nédo ¢ capaz de, por
si s, formar estruturas na forma de bicamadas, mas pode ser incorporado em
membranas de fosfolipidios puros ou em misturas em concentragdes de até 50 %.
Pelo fato de também ser uma molécula anfifilica, o colesterol ¢ inserido na
membrana com seu grupo hidroxila orientado na diregdo da fase aquosa, de forma
a alinhar sua cadeia alifatica paralelamente aos dez primeiros &tomos de carbono
que compdem as cadeias hidrofobicas dos fosfolipidios presentes na bicamada
(New, 1990). Devido ao menor tamanho de suas por¢bes polar e apolar em
comparagiio com as dos fosfolipidios, este posicionamento reduz a hberdade de
movimento da parte superior das cadeias hidrofobicas dos fosfolipidios em contato
com o colesterol e simultaneamente cria espagos nas extremidades livres das
cadeias, possibihtando a movimentacdo dos atomos de carbono terminais (New,
1990).

2.4.2. Métodos de Obtencdo de Lipossomas

Diversas técnicas de preparacdo de lipossomas estdo descritas na literatura,
(Lasic, 1988; New, 1990; Talsma ¢ Crommelin, 1992a; Barenholz e Crommelin,
1994; Crommelin e Schreier, 1994). O livro editado por New (1990), em
particular, descreve detalhes experimentais para a produgdo de lipossomas em
escala de Iaboratorio por uma grande vaniedade de metodologias.

Os métodos mais comumente utilizados e os tipos de vesiculas obtidas
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através de seu uso estdo listados na Tabela 2. A diferenga entre os varios métodos
disponiveis basea-se nas maneiras pelas quais as etapas de hidratagio dos lipidios,
redugdo das dimensdes das vesiculas e remogio do material ndo encapsulado sdo
conduzidas ¢ combinadas.

O preparo de lipossomas pode envolver técnicas de dispersdo mecénica, de
substituicdo de solventes organicos por solugdes aquosas, de remogdo de
detergente, de mudanga de tamanho e fusdo de vesiculas e de alteragdo de pH
durante 2 etapa de hidratagio dos lipidios. A redu¢do do tamanho dos lipossomas,
por sua vez, pode ser feita por técnicas de extrusdo ou sonicagdo de vesiculas
multilamelares.

Uma vez que os lipossomas formados necessariamente apresentam
dimensdes muito maiores que as dos materiais neles encapsulados, a separagdo do
material ndo incorporado pode ser obtida com base na diferenga de tamanho das
duas espécies. As técnicas mais utilizadas sdo a dialise, a ultracentrifugacdo, a
cromatografia de filtracdo em gel e a separagdo com resinas de troca 10nica (New,
1990).

Em geral, os métodos listados na Tabela 2 sdo utilizados para a produgdo
de lipossomas em escala laboratorial. A hidratagdo dos lipidios € a etapa de maior
dificuldade na producdo de lipossomas em larga escala. Este problema pode ser
solucionado pelo aumento da érea superficial utilizada na obtengdo do filme
hpidico, utilizando, por exemplo, a técmica de lHofilizacdo (Barenholz e
Crommelmn, 1994).

Uma vez que pequenas variagdes nas técnicas e condi¢des experimentais
utilizadas na producdio dos lipossomas podem alterar as propriedades do produto
final, ¢ necessario que se estabeleca protocolos detalhados de preparago para que
se obtenha, reprodutivelmente, vesiculas com caracteristicas previamente

determinadas (Talsma e Crommelin, 1992a).
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Tabela 2 - Métodos de preparacdo de lipossomas e tipos de vesiculas produzidas
(adaptada de Crommelin e Schreier, 1994). VUP: vesicula unilamelar pequena;
VUG: vesicula unilamelar grande; VML: vesicula multilamelar, VOL: vesicula

oligolamelar.
Método Tipo de Vesicula Obtida
Etapa de Hidratacdo
A. Métodos Mecanicos
a. Agitagdo manual ou por vortice VML
b. Microfluidizagdo VUP
¢. Borbulhamento de gas inerte VML, VUG
d. Homogemzagao com alto cisalhamento VUP
B. Métodos Baseados na Substituigao de Solventes
Orgénicos por Solugdes Aquosas
a. Remocio dos solventes orglnicos antes da hidratagdo VML, VOL, VvUP
b. Evaporagio da fase reversa VUG, VOL, VML
¢. Uso de solventes imisciveis com agua VML, VOL, VUG
d. Uso de solventes miscivels com agua VML, VOL, VUP
C. Métodos Baseados na Remogio de Detergente
a. Cromatografia de filtragio em gel VvUP
b. Dialise lenta VUG, VOL, VML
¢. Dialise rapida VUG, VOL

d. Técnicas mustas
D. Métodos Baseados na Modificagdo de Tamanho e Fusio

VML, VOL, VUG, VUP

a. Fuséo espontanea de VUP na fase de gel VUG
b. Congelamento/descongelamento VML
c. Liofilizagdo : VML
d. Desidratacio/reidratagio seguida ou ndo de ajuste de VUP, VUG
didmetro
e. Fusdo induzida pelo ion Ca™ VUG, VOL, VML
f Crescimento de lipossomas induzido por detergente VUG, VOL
E Métodos Baseados em Ajuste de pH YVUP, VUG
Etapa de Redugdio de Tamamho
A Extrusio a Alta Pressio VOL, VUP, VUG
B. Extrusio a Baixa Pressdo VUP, VUG
{. Tratamento Ultrassénico VUP




Capitulo Il - Revisdo da Literatura 20

2.5. Incorporacgiio de Compostos Terapéuticos em Lipossomas

Atualmente, a maior aplicagdo farmacologica dos lipossomas € a
liberacgdo controlada de medicamentos. Assim, a obtengfio de lipossomas com
boa eficiéncia de encapsulamento ¢ fundamental, principalmente quando ha
dificuldades na recuperag:ﬁd do material ndo encapsulado ou quando se
necessita administtar doses elevadas do medicamento (Barenholz e
Crommehin, 1994).

De maneira geral, as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
terapéuticos definem sua localizagdo no lipossoma, fornecendo indicios das
técnicas mais adequadas para o seu encapsulamento. Algumas destas
caracteristicas sdo a solubilidade ¢ o peso molecular do composto. Outra variavel
que pode afetar a eficiéncia de encapsulamento do composto terapéutico em
lipossomas ¢ a sua partigio entre a bicamada lipidica e o meio aquoso,
principalmente se este composto for uma amina lipofilica protonada (Madden
et al., 1990). O coeficiente de partigdo de um composto em um solvente
orgénico relativamente n3o polar ¢ a dgua ¢ geralmente aceito como uma
medida adequada da lipofilicidade da droga, indicando sua tendéncia de
acimulo em membranas celulares.

Na maioria das vezes, o solvente orginico utilizado é o 1-octanol, que
apresenta uma longa cadeia alifitica saturada e um grupo hidroxila capaz de
participar de pontes de hidrogénio, dissolvendo a agua até um limite de
saturacio de 1.7 M (Silverman, 1992). Essa combinagdo de cadeias lipofilicas,
grupos hidroxila e moléculas de agua confere ao 1-octanol propriedades
bastante proximas as encontradas em membranas naturais, assim como em
lipossomas. Desta forma, a avaliagdo de coeficientes de partigdo de compostos

terapéuticos em sistemas formados por I-octanol e solugdes aquosas pode ser
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uma ferramenta importante no estudo preliminar da incorporagdo de
compostos terapéuticos em lipossomas e da posterior liberagdo da droga.

Barenholz e Crommelin (1994) classificam os compostos terapéuticos em
trés categorias, de acordo com seu tipo de interagdo com a bicamada hipidica. O
primeiro grupo compreende compostos hidrofilicos soliiveis em agua com
coeficientes de partigio O6leo/agua e octanol/agua praticamente nulos. Os
coeficientes de partigdo Oleo/agua, neste caso, relacionam-se as interagbes que
poderiam ocorrer enfre o composto terapéutico ¢ as porgdes das cadeias
lipidicas hidrofébicas localizadas na regifio central da bicamada lipidica. Os
compostos pertencentes a esta classe ndo interagem com a bicamada, e a eficiéncia
de seu encapsulamento esta diretamente relacionada ao volume de solugdo aquosa
capaz de ser retido no cerne da vesicula.

O segundo grupo esta relacionado a compostos com baixos coeficientes de
partigdo Oleo/agua. Entretanto, seus coeficientes de partigio octanol/agua podem
variar consideravelmente. Neste caso, os coeficientes de partigdo bicamada
lipidica/meio aguoso ndo estdo diretamente relacionados aos coeficientes de
particio oleo/agua e octanol/agua devido ao espago limitado disponivel no interior
da bicamada e & maior restricio de movimentacdo dos componentes da bicamada
em comparagdo com sistemas contendo apenas dleo ou octanol. Os coeficientes de
particdo dos compostos pertencentes a este grupo dependem do pH e da forga
16nica do meio onde se encontram.

O terceiro grupo inclui compostos com elevados coeficientes de partigdo
oleo/agua ¢ octanol/agua. Alguns destes compostos podem ser solubilizados pelos
componentes da bicamada lipidica. Entretanto, a afimidade de alguns dos
elementos deste grupo por bicamadas lipidicas pode ser limitada por restrigBes

estéricas.
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2.5.1. Técnicas de Encapsulamento de Compostos Terapéuticos em Lipossomas

A encapsulagio de agentes terapéuticos em lipossomas pode ser feita
por incorporagdo passiva ou ativa (Mayer et al., 1986). Na incorporagdo
passiva, o agente terapéutico ¢ encapsulado durante a formagio das vesiculas
ou em uma etapa onde a estrutura do lipossoma se encontra perturbada. Neste
caso, a eficiéncia de encapsulamento, definida como a fragdo de composto
terapéutico encapsulado no lipossoma, ¢ influenciada principalmente pelo
volume de solucdo aquosa retido no cerne da vesicula, onde o soluto de
interesse se encontra dissolvido. O volume de solugdo aquosa capturada, por
sua vez, depende do tamanho e¢ do nimero de lamelas da vesicula. Para
vesiculas unilamelares, o volume de solugdio capturada diminui com a
diminuicdo do didmetro do lipossoma. Para vesiculas multilamelares (de igual
tamanho e concentracdo), o aumento no namero de lamelas conduz a
diminuic¢do do volume de solugiio aquosa capturada.

Na incorporagéo ativa, o agente terapéutico ¢ adicionado a lipossomas
previamente formados apresentando um gradiente de pH estabelecido entre os
meios aquosos interno e externo as vesiculas (o pH no cerne aquoso dos
lipossomas € normaimente mantido em valores menores que no ambiente
externo). O uso de gradientes de pH € especialmente util na encapsulagdo de
aminas lipofilicas.

O mecanismo da incorporagdc ativa € baseado no fato de que uma
gspécie nfo protonada (neutra) pode atravessar a bicamada lipidica do
lipossoma. Havendo um excesso de prétons no cerne aquoso da vesicula, o
agente terapéutico torna-se positivamente carregado, ndo mais sendo permeado
através da bicamada lipidica e conseqgiientemente, acumulando-se no interior
do hipossoma. A redistribuicdo do agente terapéutico em resposta ao gradiente

de pH pode resultar em eficiéncias de encapsulagiic proximas a 100 % (Mayer
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et al., 1990; Madden et al., 1990; Mayer et al., 1993).
O efeito do pH nas concentragdes do agente terapéutico interna e
externa ao lipossoma € descrito pela equagdo de Henderson-Hasselbach:
[HAT] HA™], ierme = [H'] H* ], ema (2)

interna / [ externa intcma/ [

onde [HA'] ¢ a concentragio do composto terapéutico protonado e [H'] ¢é a
concentracdo de protons.

A eficiéncia da técnica de encapsulamento ativo depende da
composi¢do da bicamada lipidica, das caracteristicas fisico-quimicas do
composto encapsulado (tais como pK e tendéncia em Interagir com a
bicamada) e das condi¢des experimentais utilizadas, como temperatura.

O encapsulamento ativo apresenta diversas vantagens em relagfo 2
incorporagdo passiva. Em geral, pode-se obter elevadas eficiéncias de
encapsulagdo, sendo desnecessario remover o material ndo encapsulado. Uma
outra vantagem ¢ que nfo se expde o composto encapsulado a solventes
organicos, detergentes ou a condi¢gdes onde cisalhamento intenso seja
envolvido. Por fim, a utilizagdo desta técnica permite que o encapsuiamento
possa ser feito imediatamente antes do uso dos lipossomas, evitando a
degradagdo de compostos labeis durante sua estocagem a longo termo na

forma de dispersdes aquosas.

2.6. Utiiizacie de Lipossomas na Liberaciio Controiada de Compostos

Terapéuticos

Um dos objetivos basicos da quimioterapia ¢ a liberagdo do composto
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terapéutico ou droga de maneira eficiente e especifica nas células afetadas pela
doenca. Em alguns casos, isto pode ser conseguido pela admmistragdo da droga
em sua forma pura ou livre e, em diversas situagdes, a efetividade da droga pode
ser aumentada através de sua encapsulacdo em carreadores especificos, como
lipossomas (Lasic, 1992).

A prescrigdo da dosagem do medicamento, por sua vez, € o resultado de
um compromisso. Por um lado, as drogas so potencialmente toxicas, o que sugere
sua administragdo na minima quantidade possivel. Por outro lado, as drogas
diluem-se no sangue e grandes quantidades sio degradadas ou absorvidas por
tecidos sadios, além do que as mesmas podem ser excretadas antes de alcangar as
células-alvo. Assim, as drogas sdo prescritas em quantidades elevadas o bastante
para controlar o problema do paciente, mas em quantidades baixas o suficiente
para evitar danos inaceitaveis a tecidos saudaveis (Ostro, 1987a).

Desta forma, ¢ de grande importincia o desenvolvimento de novos
sistemas de liberagdo de compostos terapéuticos, visando diminuir o risco € a
ineficiéncia dos processos de administragfio convencionais, de maneira a elevar a
razdo efetividade/toxicidade.

Os lipossomas sfo uma opclo relevante para o transporte e deposigdo
especifica de compostos terapéuticos em células, pois além de apresentar baixa
toxicidade, sdo biodegradaveis. Além disto, os lipossomas sdo capazes de proteger
os compostos terapéuticos nele encapsulados da diluicdo e degradagdo no sangue,
de forma que quando alcangam os tecidos que necessitam de tratamento, podem
liberar doses concentradas do medicamento.

Em terapias onde se utiliza vesiculas fosfolipidicas, hd duas alternativas
possiveis para a administragdo da droga encapsulada, a aplicagdo direta dos
lipossomas, destinados a seus alvos naturais, ou a utilizagdo de lipossomas
quimicamente modificados com determinantes moleculares superficiais seletivos e

de grande afinidade, como anticorpos, com o objetivo de atingir alvos especificos.
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2.6.1. Comportamento dos Lipossomas em Sistemas Biolégicos

Em circunstincias apropriadas, os lipossomas podem interagir por
adsor¢do com praticamente qualquer tipo de célula. A velocidade com que uma
droga ¢ liberada de um lipossoma adsorvido depende de varios fatores, entre eles,
do tamanho e composi¢do da membrana lipidica, do tipo de droga encapsulada e
da natureza da célula (Ostro, 1987a). Depois de adsorvido, o lipossoma pode
sofrer um processo de endocitose, sendo englobado pela célula, pode também
trocar lipidios com a membrana celular, ou pode ainda fundir-se a ela. Quando
ocorre o processo de fusfio, a bicamada lipidica do lipossoma integra-se a
membrana da célula e o conteudo aquoso da vesicula ¢ anexado ao fluido celular
(Ostro, 1987a).

A administragfio in vivo de lipossomas por via intravenosa apresenta
algumas limitacdes detectadas desde o inicio do uso destas vesiculas em terapias.
Apbs a inje¢do da suspensdo contendo lipossomas por via intravenosa, as
vesiculas podem se tornar instaveis na presenga do soro. O mecanismo
responsavel pela perda da estabilidade envolve a troca e a transferéncia dos
fosfolipidios presentes nos lipossomas com lipoproteinas de alta densidade
presentes no sangue. Outra limitagfio € a interacfio dos lipossomas com proteinas
como as opsoninas, que sdo capazes de promover o rapido reconhecimento e
remogdo das vesiculas da corrente sangiiinea. Esta remogéo € feita por células do
sistema fagocitario mononucleado, também conhecido como  sistema
reticuloendotelial (SRE). Este sistema de defesa, que consiste de macrofagos
circulantes e de macrofagos fixos do figado (células Kupffer), do bago, dos
pulmdes ¢ da medula 6ssea, remove material particulado estranho, incluindo os
lipossomas, da corrente sangiiinea e da linfa, em intervalos de tempo da ordem de
minutos. Os lipossomas sdo removidos da circulag@o primeiramente pelas células

Kupffer e depois, em menor extensdo, pelas outras populagdes de macrofagos
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(Woodle et al., 1991).

Embora essas células sejam bastante efetivas na remogdo dos lipossomas
da circulagdo, ha a possibilidade dos lipossomas entrarem e se acumularem nos
espagos extracelulares dos orgos do SRE, onde podem persistir por dias ou
semanas, de maneira a interagir com as células destes orgios, antes que as células

fagocitarias promovam sua endocitose e posterior degradagdo (Ostro, 1987a).

2.7. Lipossomas Estericamente Estabilizados

As aplicagbes de lipossomas como sistemas de liberagdo controlada de
drogas na terapia de doengas resultantes da mfecgdo de células do SRE por
bactérias ou parasitas sio bastante eficientes. Isto acontece porque poucas drogas
sdo capazes de penetrar nestas células, tornando dificil ou impossivel o tratamento
destas enfermidades pelos métodos convencionais ¢ também porque as células do
SRE sdo alvos naturais dos lipossomas (Ostro, 1987a).

No entanto, quando o alvo ¢ um tecido diferente das células do SRE, a
rapida remocdo das vesiculas da corrente sangiiinea pelas células do sistema
fagocitario mononucleado consiste em um grande obstaculo para diversas
aplicagdes terapéuticas.

Assim, lipossomas capazes de se evadir do SRE apresentariam duas
vantagens importantes. A primeira seria o aumento de seu tempo de circulagio no
sangue, 0 que contribuiria para o methoramento da farmacocinética de liberagfic
lenta da droga na corrente sangiiinea, além do aumento das chances de se atingir
um tecido especifico que ndo fizesse parte do SRE.

A segunda vantagem destes lipossomas seria a capacidade de poupar o

proprio SRE, pois além de sua importancia na remogéo de particulas estranhas, o
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SRE envolve-se em outras fungdes, incluindo a defesa contra microrganismos
patogénicos, parasitas € c€lulas de tumores, respondendo também a choques
hemorragicos, endotoxinas, drogas e complexos imunologicos circulantes. Assim,
na administragdo de lipossomas na corrente sangiiinea, procura-se evitar 0 Se€rio
comprometimento do SRE (Woodle et al., 1991).

Segundo Lasic et al. (1991), entre o final da década de 70 e o inicio da
década de 80, foi determinado que a estabilidade de lipossomas em fluidos
biologicos € bastante aumentada pela utilizagdo de fosfolipidios saturados neutros
de cadeia longa e de colesterol na formulagdo das vesiculas, embora ainda ndo
fosse possivel a obtengfio de grandes tempos de circulagfio na corrente sangiiinea.
A adigdo de colesterol aumenta a estabilidade das vesiculas em fluidos fisiologicos
como o plasma sangiiineo e altera as caracteristicas de permeabilidade e fluidez de
membranas lipossOmicas. Em alguns casos, a adigfio de colesterol pode resultar na
eliminagdo da transigdo de fases. Além disto, o equilibrio do processo de
transferéncia de fosfolipidios de um lado para o outro da dupla camada é
alcancado mais rapidamente na presenga de colesterol, possivelmente devido ao
menor tamanho de sua por¢do polar, em comparagdo com a dos fosfolipidios
(New, 1990).

Em experimentos in vive, resultados promissores foram obtidos com
relagdo a estabilidade dos lipossomas utilizando-se vesiculas neutras pequenas,
com membranas rigidas compostas por colesterol e por lipidios com elevadas
temperaturas de transicdo de fase gel-liquido. FormulagSes de lipossomas
contendo distearoil-fosfatidilcolina (DSPC) ou esfingomichina, além de 30 a 50 %
molar de colesterol, com diimetro médio menor que 100 nm, apresentaram
tempos de meia vida de circulacfio (t;2) da ordem de varias horas, em contraste
com os valores medidos em minutos para os lipossomas contendo apenas
fosfolipidios (Lasic et al., 1991). Esfingomielinas sdo fosfolipidios neutros com

elevada resisténeia & hidrélise e, devido a sua configuragio ser similar a das
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lecitinas, embora com menor Iiberdade de movimento que estas, as membranas
contendo esfingomielinas sdo consideradas mais estaveis e melhor empacotadas, o
que resuita na menor permeabilidade a solutos, maior resisténcia a lise € menor
fluidez da membrana (New, 1990).

Além de Lasic et al. (1991), outros pesquisadores também observaram que
a capacidade dos lipossomas permanecerem em circulagdo por tempos
prolongados relacionava-se com o didmetro médio das vesiculas utilizadas.
Tempos de circulagdo mais elevados foram obtidos para lipossomas com
diametros inferiores a 100 nm (Gabizon ¢ Papahadjopoulos, 1988; Allen et al.,
1989; Liu et al., 1991).

Nos altimos anos, foi desenvolvida uma nova classe de lipossomas, com
valores de t;» de até 12 horas apds sua administragdo. Este comportamento foi
obtido devido a presenca de alguns glicolipidios especificos na membrana dos
lipossomas, como os gangliosidios GM1, GD, GT (Allen et al., 1985; Allen e
Chonn, 1987; Gabizon e Papahadjopoulos, 1988; Allen et al., 1989; Allen et al.,
1991; Liu et al., 1991; Gabizon e Papahadjopoulos, 1992). Os gangliosidios sdo
glicolipidios que contém acido sidlico em sua composigdo. Estes compostos foram
incorporados aos lipossomas com a finalidade de torna-los similares aos globulos
vermelhos do sangue, que ndo sofrem o ataque do sistema imunologico pois
também apresentam superficie recoberta por moléculas conjugadas a oligbmeros
do acido sialico.

A inclusdo de fosfatidilinositol hidrogenado em lipossomas também resulta
no aumento de t;;, como observado por Gabizon ¢ Papahadjopoulos (1988),
embora este efeito tenha-se mostrade mais relevante quando da utilizacdo do
gangliosidio GM1.

Tanto os gangliosidios como o fosfatidilinositol conferem a superficie do
lipossoma cargas negativas, 0 que resulta no aumento da hidrofilicidade, embora

estas cargas estejam protegidas por grupos polares volumosos da propria molécula
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de fosfolipidio, evitando assim a interagdo eletrostitica dos lipossomas com
algumas proteinas do sangue (Gabizon e Papahadjopoulos, 1988). Apesar das
vantagens do emprego do gangliosidio GM1 naturalmente obtido em tecidos
cerebrais e nervosos, o seu elevado custo ¢ a dificuldade em sua obtencdo, mesmo
por via sintética, praticamente inviabilizam sua utilizacdo terapéutica, (Allen et al,
1991).

Com base em observagdes empiricas, foi feita uma proposta onde foram
estabelecidas trés condigdes necessarias para a obtengdo de lipossomas com
tempos de circulagdo prolongados (Gabizon e Papahadjopoulos, 1988). (i)
superficie com cargas negativas parcialmente protegidas ou ausentes; (i) dupla
camada estruturalmente rigida; e (i11) pequeno tamanho (vesiculas com didmetros
inferiores a 100 nm).

A busca de alternativas menos onerosas capazes de igualar ou superar a
estabilidade conferida pela presen¢a de gangliosideos nos lipossomas sugeriu a
incorporagédo de polimeros hidrossoliveis as vesiculas fosfolipidicas, uma vez que
ja havia sido observado anteriormente um decréscimo na imunogenicidade e na
antigenicidade de proteinas higadas covalentemente a poli-oxietilenos.

Recentemente, lipidios sintéticos contendo grupos hidrofilicos volumosos
resultantes do acoplamento covalente de cadetas de polietileno glicol (PEG) aos
fosfolipidios foram incorporados a classe de materiais capazes de aumentar o
tempo de circulagdo de lipossomas, aumentando sua estabilidade (Klibanov et al,,
1990; Blume e Cevc, 1990; Papahadjopoulos et al., 1991; Lasic et al, 1991;
Woodie et al., 1992). O eferto estabilizador obtido com a incorporagio destes
lipidios especiais ¢ itustrado na Figura 5.

As vesiculas estericamente estabilizadas capazes de se evadir do SRE por
periodos de tempo relativamente longos foram convementemente denominadas de
“Stealth Liposomes”, com marca registrada pela Liposome Technology

Incorporation. O estudo subseqiiente deste tipo de lipossoma foi tdo intenso nos
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cadeta de
a polietileno glicol

Figura 5 - Comparagéo entre as estruturas dos lipossomas do tipo convencional (a)
e estericamente estabilizado com cadeias de polietileno glicol (b). Ambos diferem
na estrutura de suas membranas lipidicas. As lipoproteinas do plasma sangiiineo
(1) aderem na superficie dos lipossomas convencionais e 0s destroem, removendo
seus lipidios. As opsoninas {2), moléculas protéicas caracteristicas do sistema
imunologico presentes no soro, podem também aderir na superficie das vesiculas
convencionais, identificando os lipossomas como particulas estranhas, o que
facilita sua ingestdo e destruicho pelos macréfagos. O lipossoma estericamente
estabihizado (“stealth™) é recoberto com longas cadeias de PEG, o que previne a
adesdo de moléculas protéicas em sua superficie, fazendo com que sejam capazes
de passar desapercebidos ao SRE por intervalos de tempo mais prolongados

(adaptado de Lasic, 1992),
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anos seguintes que resultou em um grande namero de publicagdes. Recentemente,
foi publicado um Iivro dedicado apenas ao estudo de lipossomas “stealth” (Lasic e
Martin, 1995).

Apesar da quantidade significativa de dados experimentais que mostram o
aumento do tempo de circulagdo no sangue dos lipossomas contendo PEG, o
mecanismo que conduz a estes resultados ainda permanece desconhecido. Um
modelo qualitativo propde que a estabilizagdo resulta da concentragdo superficial
de grupos altamente hidratados que inibem estericamente interagdes eletrostaticas
e hidrofobicas de uma grande variedade de componentes do sangue com a
superficie dos lipossomas (Klibanov et al., 1990; Lasic et al., 1991).

Experimentalmente, varios grupos de pesquisa observaram que em
condi¢bes favoraveis, o actmulo de lipossomas em tumores ocorre em
quantidades elevadas se comparadas as obtidas em tecidos normais (Gabizon e
Papahadjopoulos, 1988; Papahadjopoulos et al., 1991; Wu et al., 1993)
Embora ainda nfio se tenha esclarecido o mecanismo exato deste actmulo
supde-se que o transporte de lipossomas para tecidos cancerosos seria
auxiliado pelo sistema vascular responsavel pela irrigagdo do tumor. Em geral,
estes vasos desenvolvem-se de maneira muito rapida e em grande quantidade,
apresentando didmetros maiores que os observados em tecidos normais. Uma
vez localizados nas imediagSes do tumor, os lipossomas poderiam entdo ser
mternalizados por endocitose, distribuindo-se entre as organelas celulares e o

citoplasma (Shelly et al., 1992).

2.8, Estabilidade de Lipossomas

Em aplicagdes farmacoldgicas, os lipossomas sfo utilizados como
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reservatorios de moléculas de compostos terapéuticos de interesse. A liberagdo do
composto terapéutico nas células-alvo deveria ocorrer, teoricamente, apenas sob
condigdes pré-estabelecidas, ou seja, no intervalo entre a produgo dos lipossomas
e a sua utiliza¢do, os lipossomas deveriam manter suas propriedades originais. A
taxa de liberagdo indesejavel do composto terapéutico depende da composi¢do da
bicamada lipidica e da natureza fisico-quimica da droga. Bicamadas no estado gel
ou contendo elevadas fra¢des de colesterol tendem a liberar a droga lentamente,
enquanto bicamadas no estado liquido sfo menos estaveis, tendo maior tendéncia
a liberagfo do composto terapéutico.

Os lipossomas estdo sujeitos a diversos procesé;os quimicos e fisicos de
desestabilizacdo que podem afetar a retengdo do composto encapsulado na
vesicula e a seguranga de administracéo dos lipossomas.

A estabilidade quimica dos lipossomas pode ser afetada por reagdes de
degradagdo como a hidrélise das ligagbes do tipo éster e a peroxidagdo de cadeias
hidrofobicas insaturadas dos fosfolipidios (Crommelin e Schreier, 1994). Em
geral, a ocorréncia destas reagdes de degradagiio causa alteragbes na
permeabilidade da bicamada lipidica.

Os processos fisicos que mais afetam a estabilidade dos lipossomas
incluem a Iiberagdo indesejavel do composte teraputico associado as vesiculas e
alteragGes no tamanho e forma das vesiculas por agregagio e fusdo (Crommelin e
Schreier, 1994). A agregacdo ¢ a formagdo de estruturas maiores compostas por
lipossomas individuais, sendo, em principio, reversivel A fusfo resulta da
formagio de novas estruturas coloidais, sendo um processo irreversivel.

Como ja mencionado anteriormente, a integridade dos lipossomas ¢
também afetada por sua inferagdo com moléculas anfifilicas, particularmente
quando os mesmos sfo expostos a fluidos fisioldgicos. Diversos tipos de
substancias podem danificar a arquitetura da dupla camada lipidica, e os efeitos da

adicdo de agentes tensoativos em dispersdes de lipossomas tém sido bastante
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estudados (Sunamoto et al., 1978; Nilsson et al., 1987; Ruiz et al., 1988; Urbaneja
et al., 1988; Edwards et al., 1989; Edwards e Almgren, 1990, 1991, 1992).

A adigdo de um agente tensoativo ndo afeta apenas o tamanho e a estrutura
das vesiculas, mas também a sua permeabilidade. Edwards e Almgren (1990),
avaliando o efeito dos tensoativos C;;Eg (octaetileno glicol n-dodecil monoéter) e
Triton X-100 na permeabilidade de membranas lipidicas observaram que a adi¢do
de concentragdes muito baixas dos tensoativos jd resultam em aumentos
significativos na liberagdo do marcador fluorescente hidrossolivel 6-
carboxifluoresceina encapsulado nas vesiculas. Estes autores observaram que, em
geral, a taxa de liberagio aumenta com a elevagio da concentragdo de tensoativos
e, a concentragdes muito elevadas, a liberagio do marcador € praticamente
instantanea.

A partir de dados experimentais, alguns pesquisadores (Nilsson et al,
1987; Edwards et al., 1989; Edwards e Almgren, 1990) puderam estabelecer uma
tendéncia geral para o comportamento de vesiculas unilamelares sonicadas
pequenas de fosfatidilcolina expostas a concentragfes variadas dos tensoativos
ndo-i6nicos isolados Triton X-100 e C,,E;. Esta tendéncia geral é ilustrada na
Figura 6 para o sistema contendo Triton X-100.

As estruturas formadas nas varias faixas de concentrag¢io de tensoativo €m
sido estudadas principaimente através de técnicas de calorimetria (Alonso et al.,
1982; Goiii ¢ Alonso, 1988; Urbaneja et al, 1988), de espectroscopia de
espalhamento de luz (Gofii e Alonso, 1988; Nilsson et al., 1987; Urbaneja et al,,
1988; Edwards ¢ Almgren, 1990, 1991, 1992), ressondncia magnética nuclear
{(Nilsson et al., 1987), sedimentagdc (Nilsson et al., 1987), microscopia eletrénica
(Alonso et al., 1982; Goiii e Alonso, 1988; Urbaneja et al., 1988; Edwards e
Almgren, 1991), além de métodos envolvendo o monitoramento da fluorescéncia
(Nilsson et al., 1987, Urbaneja et al., 1988; Ruiz et al., 1988; Edwards e Almgren,
1990; 1992) ou da absorbéncia das amostras {(Sunamoto et al., 1978; Alonso et al,,



" W W ww wer e W e e

Capitulo I1 - Revisdo da Literatura 34

1200

oL
el
o

400

Raio da Vesicula (3)

v
H

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Mol % Triton X-100

0

Figura 6 - Comportamento do raio hidrodindmico (medido por espectroscopia de
espalhamento de laser) de vesiculas unifamelares sonicadas de lecitina, apds a
adi¢do do tensoativo ndo idnico Triton X-100. No primeiro estdgio, a baixas
concentragdes do agente tensoativo, as variacbes na absorbancia ou no
diametro das vesiculas sdo pequenas, correspondendo somente a0 aumento na
area superficial devido & incorporagédc do tensoativo na membrana (regido A).
A partir de uma dada concentragdio, ocorre 0 aparecimento de vazamentos na
membrana do lipossoma a uma taxa que aumenta rapidamente com a
concentragdo do tensoativo. Acima de uma concentragéio critica, 0 vazamento
¢ praticamente instantineo e, simultaneamente ao crescimento acentuado das
vesiculas, os lipossomas agregam-se em estruturas grandes e uniformes (regido
B). Aumentos na concentragfo do agente tensoativo podem conduzir ao
rompimento dos lipossomas, levando & coexisténcia de vesiculas e de micelas
mistas. A concentra¢des ainda maiores de tensoativos, as vesiculas dissolvem-se
completamente em uma mistura de micelas menores (regido C). Figura adaptada
de Edwards e Almgren, 1990.
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1982; Saez et al., 1985; Goiit e Alonso, 1988; Urbaneja et al., 1988, Edwards e
Almgren, 1992), tanto em sistemas dindmicos como em equilibrio. Os resultados
obtidos possibilitaram a proposi¢do de mecanismos para o processo de altera¢do
estrutural observado em vesiculas expostas a agentes tensoativos.O crescimento e
a fusdo de vesiculas ndo sdo necessariamente sindnimos. Pode haver a fusfio de
lipossomas inteiros ¢ a difusdo de moléculas de lipidios livres de uma vesicula
para a outra. Segundo Gofii ¢ Alonso (1988), a caracteristica essencial que faz
com que as vesiculas sejam susceptiveis a fusdo em presenca de fensoativos € a
meta-estabilidade originada das imperfeicbes no empacotamento de vesiculas
sonicadas acima da temperatura de transi¢do de fases, uma vez que apenas as
vesiculas sonicadas acima desta temperatura fundem-se, nestas condi¢des. As
imperfeicbes no empacotamento, juntamente com a elevada curvatura das
bicamadas destas vesiculas, originam wma consideravel tensio lateral. A absorcéo
do tensoativo pela por¢do que contém hidrocarbonetos feita pela dupla camada
fosfolipidica conduz a um aumento nesta tensdo, até o ponto em que o detergente
agird como uma cunha, rompendo a estrutura da vesicula e liberando-a da tenséo
lateral imposta anteriormente.

Entretanto, estas vesiculas abertas s3o bastante instaveis, pois o contato das
cadeias hidrofébicas com a édgua ¢ termodinamicamente desfavoravel. Assim,
diversas vesiculas abertas apresentardo uma tendéncia natural de se agrupar,
originando vesiculas maiores e livres de tensdo. A ruptura mecéanica da dupla
camada ¢ a liberagdo do contetido da vesicula parecem ocorrer sob condigdes onde

a fusdo é mminente.

2.9. Aplicacio de Lipossomas na Terapia de Tumores Cerebrais Malignos

Embora as técnicas terapéuticas utilizadas atualmente sejam efetivas no
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tratamento de diversos tipos de tumores, levando a sua eventual cura, algumas
formas de cancer ainda permanecem incurdveis, como os tumores cerebrais
malignos. O Glioblastoma Multiforme ¢ o tipo de tumor primario mais comum
que se desenvolve no sistema nervoso central (Westermark et al., 1990). Como
sugerido pela propria teminologia, este tumor ¢ caracterizado pela abundancia
de morfologias, onde ocorre uma profusio de tipos de células cancerosas.

As formas de tratamento de tumores cerebrais malignos correntemente
utilizadas s@o a cirurgia, a radioterapia, a quumioterapta, a imunoterapia ¢ a
combinagio seqiiencial ou simultinea de donas ou mais destas técnicas. No
entanto, devido ao comportamento agressivo desses tumores, o estudo de
técnicas alternativas de tratamento tem-se intensificado nos tltimos anos.

A terapia de gliomas intracranianos malignos (tumores origimados no
tecido neuroglial) ¢ em geral pouco eficaz e normalmente envolve elevados
riscos de mortalidade. O tempo médio de sobrevivéncia é de cerca de 14
semanas quando apenas ¢ utilizado tratamento de suporte (Walker et al,
1978). O emprego de remogdo cirargica e de radiagdo aparentemente eleva o
tempo meédio de sobrevida para 6 meses {Sumpson et al., 1993; Walker et al,,
1978), enquanto a adigdo de quimioterapia sistémica pode aumentar o tempo
de sobrevivéncia para 12 meses (Green et al, 1983). O prognéstico para
pacientes com tumores recorrentes também ¢ limitado: sobrevivéncia média de
9 meses ¢ qualidade de vida aceitdvel limitada a 10 semanas (Harsh et al.,
1987). Apenas cerca de 20 % dos pacientes sobrevive por 2 anos em
decorréncia do uso de técnicas de tratamento combinadas, sendo que menos de
5 % dos pactientes consegue sobreviver além de 5 anos.

A dificuldade de tratamento de gliomas cerebrais malignos pode ser
decorrente de varias causas. A elevada taxa de crescimento das células
cancerosas ¢ a invas3o de tecidos vizinhos por infiltragio sdo algumas delas.

Hoshino (1984) verificou a existéncia de focos de células malignas afastadas
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em até 2 a 3 ¢m das margens visiveis do tumor,

Um outro fator que dificulta o tratamento de gliomas cerebrais malignos
¢ a protegdo naturalmente conferida ao tumor pela barreira sangue-cérebro.
Esta barreira sangue-cérebro ¢ formada por uma rede complexa de membranas
que dificulta o transporte de substincias hidrossoluveis, 1onizadas ou com peso
molecular superior a 200 daltons as células cancerosas (Grossman, 1991). E,
como um grande numero de compostos utilizados na quimioterapia destes
tumores segue essa descrigdo, esses agentes ndo conseguem penetrar no tecido
cerebral em condigbes terapéuticas.

Estes fatores associados implicam em acentuada predisposigdo para a
recorréncia dos tumores apOs o tratamento. Por exemplo, um tratamento
quimioterapico que causasse a morte de 99,99 % das células que compdem um
tumor reduziria quase que a zero a massa total deste tumor, resultando em sua
remissdo clinica. No entanto, qualquer uma das células de tumor
remanescentes com capacidade de reprodugdo teria o potencial para causar a
reincidéncia do tumor.

Um método terapéutico ideal consistiria em um procedimento que
destruisse células malignas de maneira seletiva nfo afetando seriamente
tecidos normais. A utilizagdo de lipossomas para o transporte e deposi¢do
especifica de compostos terapéuticos em tumores cerebrais malignos pode ser
uma op¢do promissora.

A aplicagio especifica de lipossomas com esta finalidade ¢ ainda muito
restrita € o nimere de publicagBes na area ¢ reduzido. Entre as poucas
publica¢bes localizadas, destacam-se os trabalhos de Firth et al. (1984) e
McKeran et al. (1985), que descrevem a injecdo intracraniana da droga
bleomicina encapsulada em lipossomas tanto em ratos como em humanos. Os
resultados obtidos indicaram que os sistemas testados foram razoavelmente

eficientes, atnando como depdsitos da droga nas imediacdes do tumor. Nestes
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estudos, os autores observaram também que o uso de lipossomas ndio acarretou
efeitos colaterais indesejaveis como a toxicidade neurologica.

Como mencionado anteriormente, ha diversos tipos de terapias
disponiveis para o tratamento de tumores cerebrais. Nos itens que se seguem,
duas modalidades promissoras serdo descritas. A primeira envolve principios
da radioterapia, enquanto a segunda resulta da combinagdo simultinea de

quimioterapia e imunoterapia.
2.9.1. Terapia de Captura de Néutrons por Boro

O emprego de boro no tratamento de tumores através da Terapia de
Captura de Néutrons por Boro (TCNB) fundamenta-se na propensio de niicleos
de atomos de boro-10 para a captura de néutrons irradiados de baixa energia
cinética, com a finalidade de produzir radiago in siv letal as células.
Experimentos utilizando esta técnica vém sendo realizados mundialmente em
pacientes com cancer de pele ou no cérebro (Dibner, 1993). A reagfio envolvida

nesta terapia ¢ ilustrada na Figura 7.

He + Li+ 2,79 MeV (6%)
A
10

B+iﬂzh - [”8]
LY

*He + 'Li+ 0,48 MeV y + 2.31 MeV (94%)

Figura 7 - ReacgOes paralelas de fiss@o que ocorrem apds a captura de um

: : , 10
néutron de baixa energia por um atomo de B (adaptado de Hawthorne,

1993).
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A reagdo de captura de néutrons por B produz particulas energéticas
capazes de se deslocar por distancias equivalentes ao didmetro de uma célula
(10 a 14 pm). Durante sua passagem no interior da célula, as particulas
geradas pela fissdo do boro causam dano a materiais orgénicos por processos
de ionizagdo, produzindo compostos citotéxicos e destruindo moléculas
biologicamente ativas como DNA, RNA e proteinas (Barth et al., 1990).

O boro-10 € um dos poucos elementos adequados a TCNB por ndo ser
radioativo e apresentar uma grande tendéncia para a captura de néutrons devido a
sua elevada segdo transversal de captura, igual a 3.837 barns (1 barn equivale a
uma area de 10 cm®). Elementos com ocorréncia natural em tecidos apresentam
segOes de captura bem inferiores. O oxigénio, o carbono, o hidrogénio ¢ o
nitrogénio exibem segdes de captura menor que 0,002 e igual a 0,0037, 0,332 ¢
1,75, respectivamente (Barth et al., 1990).

Assim, se o wB estiver seletivamente acumulado nas células malignas,
teoricamente os efeitos letais decorrentes da irradiagdo com néutrons ficariam
confinados nestas células, ndo afetando tecidos sadios. Por outro lado, como
os néutrons absorvidos pelos nacleos de boro exibem baixa energia (cerca de
0,025 eV}, o dano causado por sua irradiagdo em tecidos normais seria
reduzido, se comparado ao obtido por outras formas de radiagdo como protons,
raios gama e néutrons acelerados (Barth et al., 1990).

Embora a idéia da TCNB seja antiga (Locher, 1936), apenas
recentemente foram descritos casos bem documentados onde o uso desta
técnica resultou na cura de tumores cerebrais e na manuten¢iio de boa
qualidade de vida dos pacientes apos o tratamento (Hatanaka e Nakagawa,
1993; 1994).

Nas décadas de 50 e 60, a aplicagdo da TCNB néo foi bem sucedida e o
sucesso das tentativas atuais deve-se principaimente a dois fatores: o aumento

da pureza dos néutrons de baixa energia irradiados e o uso de compostos com
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uma certa tendéncia de acamulo em células cancerosas. Ambos os fatores
reduzem os danos as células cerebrais sadias.

O estudo de compostos contendo boro que apresentem uma certa
afinidade para o acumulo seletivo em tumores foi intensificado nos altimos

anos. Entre os diversos compostos testados em animais, alguns apresentaram

propriedades favordveis como a [IOB]Boronofenilalanma (BPA), indicada para
o tratamento de melanomas (uma forma pigmentada de cancer de pele). O fato
de que as células malignas apresentam uma elevada taxa de sintese de
proteinas e de outros metabolitos a partir de aminodcidos, e de que estes
compostos sdo transportados ativamente ¢ acumulados no interior das células
tem encorajado o estudo de o-aminoacidos contendo boro para a TCNB,
incluindo dentre eles a BPA. Esse composto, cuja estrutura ¢ mostrada na
Figura 8, ¢ um analogo do aminoécido fenilalanina.

Diversos investigadores observaram o acamulo significativo de BPA em
melanomas (Matalka et al, 1993), gliomas (Matalka et al, 1994) e
gliossarcomas {Coderre et al,, 1990) intracerebrais desenvolvidos em ratos.
Além destes resultados, a BPA revelou-se como atdxica em estudos
envolvendo antmais (Coderre et al., 1990; Saris et al., 1992). Esse composto
foi utilizado com sucesso no tratamento de pacientes com melanomas,
resultando em bom controle local dos tumores e em reagdes toleraveis na pele
(Fukuda et al., 1994),

Uma outra classe de compostos promissores no uso da TCNB sdo os
aminodcidos contendo carboranos. Os compostos desta categoria, além de
apresentar varios atomos de boro por molécula, tém um carater lipofilico que
permite sua facil penetracdo na membrana celular, sendo também mais
resistentes a degradagdo metabolica (Barth et al,, 1992). Embora a sintese de
alguns destes carboranos ja tenha sido descrita na literatura, a avaliacio de sua

capacidade de absor¢do seletiva por celulas malignas tem sido pouco estudada.
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Figura 8 - Estrutura quimica da BPA HCL

Em 1993, Hawthorne mencionou a sintese de compostos destinados a
atuar como blocos construtores de substdncias desta categoria. Um destes
compostos, denominado carboranilpropilamina (CPA), apresenta a estrutura
iflustrada na Figura 9. Este composto poderia ser convertido & amida
correspondente por reagdo com o S-carboxi-2-tiouracila. O composto
resultante, por sua vez, poderia ser natural ¢ seletivamente incorporado em
melanomas durante a biossintese de melanina. Ainda nfio ha evidéncias na
literatura da eficacia deste derivativo tiouracila na TCNB. O uso da CPA por
st sO seria bastante atraente se este composto se acumulasse especificamente
em células de tumor, representando no minimo uma etapa a menos na sintese
do agente de captura.

Outros compostos em uso clinico ou ainda em investigacdo sdo
aminoéacidos, fosfolipidios, promazinas e porfirinas contendo carboranos, além

de nucleosideos, lipoproteinas, peptideos e anticorpos aos quais foram
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conjugados atomos de boro. Revisdes detalhadas destes ¢ de outros compostos
utilizados na TCNB foram publicadas por Barth et al, 1990; 1992 e
Hawthorne, 1993.

Como mencionado anteriormente, para que a TCNB seja efetiva o
acumulo de atomos de boro deve ocorrer em maior extensdo nos tumores que
no sangue ou em tecidos sadios, para que ndo haja danos desnecessarios apos a
irradiagdio com néutrons. Uma estratégia que pode elevar sensivelmente a
liberacdo seletiva de compostos contendo boro em tumores ¢ o uso de

lipossomas.

@® Carbono O Boro e Hidrogénio

HC —C NNH3 cr

\ /
~ BioHyo

Figura 9 - Estrutura quimica da CPA HClL

Diversos grupos de pesquisadores testaram com sucesso o uso de
lipossomas para o tranporte seletivo de compostos contendo boro para
tumores. Yanagi¢ et al. (1991) observaram que lipossomas multilamelares
comjugados a moléculas de anticorpos e encapsulando passivamente

CsyB-H1 SH  ligaram-se  seletivamente as células-aivo de carcinoma
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pancreatico in vitro. Embora os resultados destes autores sejam promissores,
tais lipossomas provavelmente néo seriam tio efetivos em aplicagdes in vivo,
uma vez que vesiculas multilamelares sfio, em geral, rapidamente removidas da
corrente sangiiinea pelas células do sistema reticuloendotelial.

Os sais  hidrofilicos NaBjoH;o, Na;Bi;H;;SH, NayB,yH;7OH,
Na3BaoHye, NaByH;s e seu fotoisomero foram também passivamente
encapsulados em lipossomas (Shelly et al., 1992). Os resultados deste estudo
indicaram que alguns dos sistemas utilizados foram capazes de transportar
seletivamente os anions utilizados para células de adenocarcinomas do tipo
EMT6 mmplantadas no flanco direito de ratos, em concentragdes elevadas o
suficiente para atingir doses terapéuticas,

QOutros compostos de boro eficazmente encapsulados no cerne aquoso
de lipossomas por incorporagdo passiva sdo o NaBcHoNH; e os isémeros de
Na;ByH;/NH; (Feakes et al., 1994). Nesse estudo, tanto lipossomas “stealth”
(contendo 5 % de PEG), como convencionais foram utilizados em
experimentos de biodistribuigdo, resultando em um acimulo apreciavel de
boro em tumores quando da utilizagdo dos isémeros de Na;B,oH-NH;. Em am
outro estudo, Feakes et al. (1995) demonstraram que o transporte efetivo de
boro para tumores pode ser significativamente melhorado pela incorporacio
simultdnea do composto lipofilico K[nido-7-CH3(CH,)s-CoBsHyl na
membrana de lipossomas, de maneira isolada ou em conjunto com o composto
hidrofilico Na;{1-(2°-B,oHo)-2-NH;3B,0H] passivamente encapsulado no cerne
aquoso das vesiculas.

Embora a maioria destes trabalhos mencione varios aspectos da
biodistribui¢do dos lipossomas contendo compostos de boro quando injetados
em animais, nenhum deles avalia o uso de lipossomas especificamente na
terapla de tumores cerebrais. Outros aspectos pouco estudados sio a

citotoxicidade dos compostos empregados ¢ a otimizag8o do encapsulamento
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dos compostos atilizados nos lipossomas.

2.9.2. Terapia com Imunolipossomas Contendo Doxorrubicina Encapsulada

Uma droga muito utilizada na terapia de tumores malignos € a
doxorrubicina, um antibiético do tipo antraciclina. Embora o seu mecanismo
de agdo ndo tenha sido ainda completamente elucidado, presume-se que a
doxorrubicina liga-se aos acidos nucléicos por intercalagdo especifica dos
grupos planares de antraciciina com a dupla hélice do DNA, inibindo a sintese
de 4cidos nucléicos.

A estrutura quimica da doxorrubicina pode ser visualizada na Figura 10,
O anel da antraciclina ¢ lipofilico, mas a extremidade saturada do sistema
anelar ¢ abundante em grupos hidroxila adjacentes ao agtcar aminico, o que

confere uma regido hidrofilica a molécula (Physicians' Desk Reference, 1993).

*HCI

Figura 10 - Estrutura quimica da DOX HCL
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Embora seja muito efetiva contra varios tipos de tumores, a
administragio intravenosa desta droga ¢ associada a diversos efeitos colaterais.
As reacOes adversas mais sérias sdo toxicidade cardiaca irreversivel e
supressdo imunologica severa decorrente da diminuigdo do numero de
leucocitos. Estes efeitos colaterais podem ser, ao menos parcialmente,
contornados pela encapsulagdo da droga em lipossomas. E, sendo uma amina
lipofilica, a doxorrubicina pode ser facilmente encapsulada em lipossomas por
incorporagio ativa.

Esta possibilidade ja foi explorada por um grande nimero de
pesquisadores. Numerosos estudos sdo citados na literatura envolvendo a
encapsulagdo ativa de doxorrubicina em lipossomas com composigdes e
caracteristicas variadas (Mayer et al., 1986; Madden et al., 1990; Mayer et al.,
1990; Ahmad e Allen, 1992; Horowitz et al., 1992; Ahmad et al., 1993; Mayer
et al., 1993; Ohta et al., 1993, entre outros).

Os resultados de mumeros testes in vitro e in vivo mostraram o 6timo
potencial destes sistemas na terapia de diversos tipos de tumores e atualmente,
estudos pré-clinicos e farmacocinéticos estdo sendo realizados em humanos
utilizando uma formulacdo denominada DOX-SL, que consta basicamente de
doxorrubicina encapsulada em lipossomas estericamente estabilizados por
cadeias de polietileno glicol suspensos em uma solugdo de sacarose a 10 %.
Os resultados de varios destes experimentos com humanos estdo descritos no
livro publicado por Lasic e Martin (1995) e a maioria des testes indica que a
administragdo de DOX-SL resulta comprovadamente em maior atividade
terapéutica que quando se utiliza a droga em sua forma livre, possibilitando
também uma melhor qualidade de vida ao paciente.

Embora os lipossomas “stealth” tenham em geral uma maior tendéncia
de acumulo em tumores que lipossomas convencionais quando injetados por

via intra-venosa {Gabizon e Papahadjopoulos, 1988, Wu et al, 1993),
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lipossomas convencionais poderiam ser utilizados para a administragdo
intracraniana de doxorrubicina. Esta rota terapéutica protegeria os lipossomas
de sua eventual remocdo pelo sistema reticuloendotelial de defesa, levando a
um consequente acumulo do composto encapsulado em tumores cerebrais.

Maior especificidade no acimulo de doxorrubicina em tumores
cerebrais poderia ser obtida pela ligagdo de moléculas que interagem
especificamente com as células de tumores & superficie de lipossomas, tais
como anticorpos. Moléculas como as imunoglobulinas sdo bastante utilizadas
para este fim, devido a relativa facilidade com que as mesmas podem ser
preparadas de forma a apresentar elevada especificidade e afinidade contra
células previamente estabelecidas (Wright ¢ Huang, 1989). Neste caso, a
interagdo da célula-alvo com os imunolipossomas (lipossomas contendo
moléculas de anticorpos acopladas a sua superficie) seria mediada pelo
determinante antigénico correspondente presente na célula. Assim, a droga
sofreria deposi¢do seletiva no tecido apos interagir com a célula segundo os
mecanismos descritos anteriormente.

Allen et al. (1995) sugerem que a obtengdo de imunolipossomas
contendo drogas deve seguir algumas prerrogativas basicas, como o uso de um
método de acoplamento rapido, simples e de aita eficiéncia que resulte em
densidade de anticorpos étima na superficie do lipossoma, sem perturbar as
caracteristicas de incorporagdo e liberagdo da droga. Outras propriedades
ideais seriam a retencdo de elevados tempos de circulagdo na corrente
sangiiinea e da capacidade de reconhecimento das células-alvo in virro e in
vivo, a possibilidade de uso de compostos compativeis com o uso em seres
humanos e, finalmente, a eficacia in vivo.

O acoplamento de anticorpos em lipossomas pode ser obtido pelo uso
de diversos métodos (Wright ¢ Huang, 1989; New, 1990; Allen et al., 1995).

Normalmente, os grupos funcionais envolvidos na ligagdo s3o aminas,
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hidroxilas, carboxilas ou sulfidrilas,

Uma das técnicas que apresenta maior eficiéncia de acoplamento ¢ a
ligagdo via grupos maleimida. Neste caso, grupos sulfidrila presentes no
anticorpo reagem com grupos maleimida ligados a moléculas de lipidio
artificialmente modificadas e incorporadas em lipossomas a baixas
concentragdes. Anticorpos que ndo apresentam grupos sulfidrila reativos em
quantidade suficiente para a reagdo com os lipossomas podem ser
quimicamente modificados, vindo entdo a incorpora-los (Carlsson et al.,
1978). Proteinas contendo pontes dissulfeto podem ser reduzidas com
mercaptoetanol, ditiotreitol ou cisteina, de forma a originar residuos tiol
disponiveis para a ligagdo com os lipossomas. O uso de residuos tiol
enddgenos € ideal para a ligagdo de fragmentos Fab e de imunoglobulinas do
tipo IgM a lipossomas contendo gmpémentos maleimida.

Martin ¢ Papahadjopoulos (1982), utilizando esta técnica, observaram
que o acoplamento covalente de fragmentos de Fab a lipossomas contendo
maleimida pode resultar em razdes de acoplamento maiores que 250 ug de Fab
por umol de lipidio. Os mesmos autores comprovaram que © uso dos
imunolipossomas com concentragdes de bipidio menores que 65 nmol
resultaram em interagdo quase que total com as células-alvo. Acima desta
concentragdo de lipidios, um patamar foi atingido. Pelo uso da mesma técnica
de acoplamento de anticorpos a lipossomas, Hashimoto et al. (1983)
observaram que lipossomas covalentemente ligados a subunidades
monoméricas de IgM monoclonal especifica contra tumor mamario de
camundongo ligaram-se seletivamente a seu alvo.

Um outro método util no acoplamento de anticorpos a lipossomas é a
técnica do periodato. Este método consta da oxidagae dos grupos hidroxila dos
anticorpos a aldeido em condig¢des brandas pelo uso de periodato de sodio.

Apos a oxidagldo, os anticorpos ativados sdo colocados em contato com os
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lipossomas contendo lipidios que apresentam grupamentos amina reativos:
como por exemplo, dimiristoil-fosfatidiletanolamina. Esta técnica foi utilizada
com sucesso por Jones et al. (1993) para a ligagdo de moléculas de peroxidase
de raiz-forte (“horseradish peroxidase”, HRP) a lipossomas modificados com
biotina, resultando no acoplamento de 100 a 200 moléculas de HRP por
lipossoma sem que houvesse perda excessiva da atividade da enzima. A
mesma metodologia foi utilizada por Singh et al. (1995) para a obtengdo de
lipossomas bifuncionais acoplando covalente e simultaneamente a enzima
HRP ¢ o anticorpo anti D-dimero. Como no trabalho anterior, em torno de 100
a 200 moléculas de HRP foram ligadas por vesicula, além de 7 a 12 moléculas
do anticorpo. E, também neste caso as propriedades originais das proteinas nio
foram extensivamente afetadas apds o acoplamento. Os autores observaram
uma perda de 20 a 30 % da atividade da HRP imobilizada em lipossomas em
relagdo a da proteina livre e a manutengdo da especificidade do anticorpo
acoplado.

Apo6s o acoplamento dos anticorpos adequados ¢ a incorporagdo da
droga em condigdes otimizadas, a etapa seguinte do estudo desta modalidade
terap€utica consistiria da realizaglo de testes in vitro e in vivo utilizando os
imunolipossomas obtidos. Estes testes sfo muito comuns na selecdo e
identificagdo de novos agentes terapéuticos anti-cincer para avaliagdo pré-
clinica, geralmente envolvendo um grande numero de experimentos com
linhagens estabelecidas e caracterizadas de células e com animais criados
especialmente com esta finalidade.

A citotoxicidade € um evento complexo in vivo, podendo se manifestar
através de diversos efeitos, desde a simples morte celular, como observado no
teste de agentes anti-cancer onde tanto células malignas como normais podem
ser afetadas, até complexas alteraces metaboélicas. Outros efeitos geralmente

notados sdo as rea¢des inflamatoénas e alérgicas que, se muito intensas, podem
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inviabilizar a administrago iz vivo do compoto terapéutico em estudo.

Os testes in vitro podem ser interpretados em termos da resposta in vivo
desde que se leve em consideragio as diferengas existentes nos dois sistemas.
Seria muito dificil recriar in vitro a farmacocinética complexa da exposigdo
das células a droga, onde haveniam diferengas significativas na distribuigfio
espacial das células, no tempo de exposicdo a droga, na sua concentragdo local
¢ na variagdo da concenfracdo da droga com o tempo. Outras diferengas
comumente observadas in vivo s3o o metabolismo, a penetragdo nos tecidos e a
excrecgdo da droga.

No entanto, ndo necessariamente um sistema com desempenho in vitro
insatisfatorio resultaria em efeitos também insatisfatorios in vivo. Embora seja
possivel simular varios pardmetros associados ao desenvolvimento celular in
vivo, a maior parte dos estudos im vitro se concentra em respostas celulares
diretas, onde se avalia a toxicidade por varia¢Ges na concentragdo de células
ou no seu metabolismo. Este procedimento resulta em maior simplicidade e

reprodutibilidade dos ensaios in vitro, associado a wn menor custo.
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CAPITULO I

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais, equipamentos e a

metodologia experimental utilizada no desenvolvimento deste trabalho.

3.1. Materiais

Lipidios: Colesterol (Col), dimiristoil-fosfatidiletanolamina (DMPE),
distearoil-fosfatidilcolina (DSPC), e dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC) foram
obtidos da Sigma Chemical Company. 1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-Nfpoli{etileno glicol) 2.000] (DMPE-PEG), 1,2-dimiristoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[4-(p-maleimido fenil) butirato] (MPB-PE),
acido dimiristoil-fosfatidico (DMPA) e diministoil-fosfatidiletanolamina-N-
caproilamina (DMPE-CAP) foram obtidos da Avanti Polar Lipids Inc. Sal
de triamdnio N-5-(fluoresceinatiocarbamoil)-1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-

fosfatidiletanolamina (DPPE-FITC) foi obtido da Molecular Probes Inc.

Agentes  terapéuticos: Os compostos contendo boro, L-p-
boronofenilalanina HCl (BPA) e o-carboranilpropilamina HCI (CPA) foram
generosamente doados pela Boron Biologicals, Inc. (Raleigh, NC, EUA) e
utilizados sem purificagéo posterior. Hidrocloreto de doxorrubicina (DOX) foi

obtido da Chiron Therapeutics. Sulfato de bleomicina, na forma de Blenoxane,
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foi obtido da Mead Johnson Oncology Products.

Anticorpos: 1gM humana (IgM-C, anticorpo controle), na forma de plasma, foi
uma doagdo do Dr. Malcolm R. Mackenzie, do Department of Internal
Medicine da Umniversity of California (Davis, CA, EUA). O anticorpo
especifico contra as células SK-MG-1 (IgM-H11) foi doado pela Novopharm
Biotech. A proteina purificada de mieloma de camundongo (IgG2a, tipo «) foi
obtida da Cappel-Organon Teknika Corporation. IgG caprina (IgG-C) foi
obtida da Sigma ImmunoChemical.

Células: Glioblastoma Multiforme linhagem SK-MG-1 (descrita por
Cairncross et al., 1982), doada pela Novopharm Biotech e linfocitos humanos

extraidos do sangue de dois doadores.

Meio de cultura para células SK-MG-1: DMEM-F12 suplementado com 363
mg/ml de glutamina, 15 mM de HEPES, 1,6 % de solugfio aquosa a 7.3 % de
bicarbonato de sdédio, 100 unidades/m! de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina (obtidos do Lineberger Cancer Research Center) e 10 % de

soro de feto bovino (SFB) obtido da Irvine Scientific.

Indicador de metabolismo celular: Reagente Alamar Blue, obtido da Alamar

Biosciences, Inc.

Outros materiais: A agua utilizada em todos os experimentos foi purificada
por osmose reversa através do sistema ROpure ST, da Barnstead, seguida por
deionizagdo no equipamento NANOpure, da Bamnstead, apresentando
resistividade em torno de 18,3 Mohm/cm. Todos os reagentes listados a seguir

apresentaram, no minimo, qualidade analitica certificada. Acido citrico, Triton



' WO VU OV IV T T W o - - —

Capitulo 1l - Materiais e Métodos 52

X-100, curcumina, acido acetico glacial, 5-D(-)frutose, molibdato de amonio ¢
os géis Sepharose CL-6B e Sephacryl S-300 foram obtidos da Sigma Chemical
Company. Cloroformio, metanol, 4cido ascorbico, cloreto de sodio, acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS), 4cido cloridrico, hidréxido de sodio,
bicarbonato de sodio, peroxido de hidrogénio (30%), acido sulfirico
concentrado, etanol desnaturado (reagent alcohol) e l-octanol foram obtidos
da Fisher Scientific. Permanganato de potéssio, N-[2-hidroxietil |piperazina-IN'-
[2-acido etanossulfonico] (HEPES), acido borico e 2-etil-1,3hexanodiol foram
obtidos da Aldrich Chemical Company, Inc. Acido sulfirico 10 N e solugio
padronizada de fosfato inorginico (KH,POy) a 0,5 mg PO,/ml foram obﬁci;js
da Mallinckrodt Inc. Pentaetilenoglicol n-dodecil monoéter (Cy;Es) foi obtido
da Nikko Chemicals Company. Os coquetéis de cintilagio CytoScint e
Universol foram obtidos da ICN Biomedicals Inc. O hidrocloreto de [ Cl-
metilamina foi obtido da Du Pont NEN Products. Formaldeido radioativo (**C)
obtido da Amersham Corporation. L-cisteina, EDTA e hidrocloreto de TRIS
foram obtidos da Sigma Chemical Company. Solugfio salina balanceada de
Hank (SSBH) foi obtida do Lineberger Cancer Research Center. Solugdo a
0,05 % de tripsina suina diluida em SSBH suplementada com 0,02 % de
EDTA-4Na fo1 obtida da JRH Biosciences.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparagdo dos Lipossomas

Vesiculas unilamelares pequenas ¢ grandes com composigdo DSPC/Col

(em razdes molares percentuais de 60:40), DSPC/DMPE/Col (40:20:40
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mol %), DSPC/DMPE/Col/DMPE-PEG (40:14:40:6 mol %), DSPC/DMPE/
Col/DMPE-PEG (40:8:40:12 mol %), DSPC/DMPE/Col/DMPA (40:15:40:5
mol %), DSPC/DMPE/Col/DMPE-CAP (40:15:40:5 mol %), DSPC/Col/
DMPE-CAP/DPPE-FITC (40:40:5:15 mol %) e DPPC/Col/MPB-PE
(56,3:42,7:1 mol %) foram preparadas utilizando-se duas técnicas diferentes:
sonicagio e extrusdo,

O preparo de lipossomas por extrusdo (a partir de modificagdes nos
métodos sugeridos por Madden et al., 1990; Mayer et al., 1990 e MacDonald
et al., 1991) objetivou o estudo da encapsulagio dos compostos de boro em
vesiculas apresentando didmetros maiores (em torno de 100 nm) que as obtidas
por sonicagdo (cerca de 60 a 70 nm), basecadas na técnica de Szoka e
Papahadjopoulos (1980). Estes procedimentos foram selecionados por serem
relativamente simples, permitindo que se obtivesse lipossomas com
caracteristicas farmacologicas adequadas, mimimizando a contaminag¢do por
solventes organicos € ndo se utilizando detergentes durante a preparagio.

Para a preparacio das vesiculas, normalmente a uma concentragéo final
total em lipidios entre 5 ¢ 10 mM, os lipidios foram pesados ¢ transferidos
para um frasco de fundo redondo com capacidade de 50 ml. Os mesmos foram
dissolvidos e homogeneizados adicionando-se uma solucdo contendo
cloroférmio/metanol (9:1 v/v), a qual foi evaporada em evaporador rotatorio
até a obtencdo de um filme lipidico seco depositado na parede interna do
frasco. O filme lipidico foi entdo hidratado em uma solugdo tampdo contendo
300 mM de acido citrico a pH 4,00 (tampédo A) por 15 minutos a 65°C. Apds a
hidratagdo, a suspensdo contendo vesiculas multilamelares fo1 congelada (a
-37°C) e descongelada (a 80°C) por cinco vezes, para melhorar a distribmgéo
de solutos ¢ aumentar o volume de encapsulamento, com base no
procedimento de Mayer et al. (1985).

Para a obtengfo de vesiculas pequenas, a suspensdo de lipossomas
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multilamelares foi entdo sonicada a 80°C por 2,5 horas a 60 % de poténcia,
utilizando um sonicador com ponta recoberta com safira (Heat Systems
Ultrasonics W385, modelo X1.2020, Farmingdale, NY, EUA). Apds o
resfriamento até temperatura ambiente, os lipidios ndo dispersos foram
removidos por centrifugagdo a 4.200 g por 20 minutos em uma centrifuga de
rotor fixo modelo Centra 4, da International Equipment Company.

Para a preparagio de lipossomas com maiores didmetros, a suspenséo
de vesiculas multilamelares foi inicialmente sonicada por 10 munutos em um
sonicador de bancada modelo 3200 fabricado pela Branson Ultrasonics
Corporation. A seguir, as vesiculas foram transformadas em unilamelares por
extrusdo da amostra por 31 vezes consecutivas através de duas membranas
filtrantes de policarbonato (tipo Nuclepore, Costar) com tamanho de poro
igual a 100 nm. Durante a extrusdo, utilizou-se o extrusor de lipossomas
LiposoFast (obtido da Avestin Inc., Ottawa, Canada) acoplado a seringas de
vidro do tipo gastight # 1750 (obtidas da Hamilton Co.) com capacidade de
500 ul (operagiio manual) ou conectado a uma bomba persitaltica de HPLC
série 10, da Perkin-Elmer (operaciio automatizada, com recirculagio da
suspensdo de lipidios, a temperatura ambiente e vazdo entre 2 a 3 ml/min).

ApOs o preparo, ambos os tipos de lipossomas foram estocados em

geladeira a 5°C.

3.2.2. Geracdo de Gradientes de pH nos Lipossomas

O pH externo das vesiculas foi modificado através da passagem dos
lipossomas (originalmente suspensos na solugdo tampio A, a pH 4,00) por
uma coluna cromatografica de dessalinizagfo (tipo Econo-Pac 10DG, pré-
empacotada com Bio-Gel P-6 e volume de leito igual a 10 ml, obtida da

BioRad), previamente equilibrada com solugdo tampiio a pH 7.5 (solucdo
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tampdo I, contendo 20 mM HEPES e 150 mM NaCl), no caso do
encapsulamento de compostos contendo boro, ou com solugdo tampéo a pH
7,4 (solugdo tampdo 11, contendo 10 mM HEPES e 120 mM NaCl), no caso da
incorporagdo de DOX. No caso do encapsulamento dos compostos de boro,
maior salinidade e maior poder tamponante foram necessarios para evitar a
liberagdo espontanea do material encapsulado.

As mesmas solugdes tampao correspondentes foram utilizadas para a
cluigdo dos lipossomas. Com este procedimento, estabeleceu-se gradientes de
pH nos lipossomas de aproximadamente 3.5 e 3,4 unidades, respectivamente.

As solugles tamponantes descritas foram selecionadas por apresentar

baixa toxicidade em células cultivadas in vitro.

3.2.3. Encapsulamento dos Compostos Terapéuticos

A mcorporagdo dos compostos terapéuticos em lipossomas foi realizada
ativa ou passivamente.

Para o encapsulamento ativo, a suspensdo de lipossomas apresentando
gradientes de pH foi convenientemente diluida e misturada com solugdes
contendo o composto terapéutico que se desejava testar solubilizado na mesma
solugdo tampdo empregada para suspender os lipossomas (pH igual a 7.5 ou
7.4). As misturas lipossoma/composto terapéutico foram incubadas a diversas
temperaturas ¢ por diferentes intervalos de tempo, de acordo com o tipo de
composto envolvido no teste.

Ensaios para o estudo do efeito da variagdo da razdo molar inicial
composto terapéutico/lipidio na razdo molar final composto terapéutico/lipidio
foram também realizados, apos o estabelecimento das condigdes de incubagio
mais adequadas. As incubagdes foram conduzidas em frascos de fundo

redondo agitados a 200 rpm em um evaporador rotatorio (com vacuo
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desconectado). Este método foi usado para o encapsulamento da CPA, da BPA
e da DOX.

A incorporagido passiva foi utilizada apenas para o encapsulamento de
compostos contendo boro, sendo realizada durante a preparagio dos
lipossomas multilamelares. Nesse caso, a encapsulago foi feita utilizando-se
uma solugdo (ou suspensio) do composto para hidratar o filme lipidico
(também conduzida por 15 minutos a 65°C). A CPA foi solubilizada em 10
mM HEPES, pH 7,40. A BPA foi suspensa em solugdo contendo 10 mM de
HEPES a pH 7,40 ou 50 mM de frutose, a pH 9,0. As vesiculas multilamelares
obtidas foram transformadas em unilamelares pelos métodos descritos
anteriormente

Em todas as situagdes estudadas, apés a incubagdo, o composto
terapéutico ndo encapsulado foi removido por cromatografia de filtragdo em
gel, passando-se a mistura lipossoma/composto terapéutico através das colunas
de dessalimizagdo tipo Econo-Pac 10DG. Utilizou-se como eluentes as mesmas
solugdes tamponantes empregadas na etapa de incubagdo. O eluato foi
convementemente recolhido em fragdes com volume de cerca de 1,3 ml, com o
auxilio de um coletor automatico modelo 203 fabricado pela Gilson. Ressalta-
se que as colunas de dessalinizaciio foram pré-saturadas com vesiculas livres
dos compostos terapéuticos, porém com a mesma composi¢do em lipidios que
as empregadas no experimento, antes da passagem da amostra real. Esta etapa

fo1 necessaria para se evitar a perda de lipidios por adsor¢do na coluna.
3.2.4. Purificacdo do Anticorpo Controle IgM-(
O anticorpo controle foi obtido do plasma de um paciente com

macroglobulinemia de Waldenstrom (esta doenca provoca um aumento na

concentracdo de IgM no sangue). A separagdo da IgM do plasma, na forma de
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pentdmeros, foi obtida por precipitagdo lenta com sulfato de amonio saturado.
Apbs centrifugacdo por 10 minutos a 2.500 rpm em uma centrifuga de rotor
fixo Centra-4, o sobrenadante foi descartado e a proteina precipitada foi
ressuspensa em solugdo aquosa de NaCl a 0,9 % (m/v). O processo de
precipitagdo/centrifugacdo foi repetido por duas vezes mais e o material
precipitado foi diaiisado contra 0,9 % NaCl por 36 horas, utilizando-se uma
membrana do tipo Spectra/Por 4, com peso molecular de corte de 12.000 a
14.000 daltons (Spectrum Medical Industries, Inc., Los Angeles, CA).

Aliquotas do material dialisado (1 a 3 ml) foram passadas por uma
coluna de 75 cm x 1,5 cm de Sephacryl S-300 equilibrada com 0,9 % NaCl. As
fragdes eluidas tiveram suas absorbancias monitoradas a 280 nm. A
composigdo final das fragdes combinadas contendo IgM foi determinada por
nefelometria no laboratério de analises clinicas no hospital da Universidade da
Carolina do Norte, Chapel Hill, NC, EUA, resultando em amostras com cerca
de 94 % em IgM.

3.2.5. Determinagdo da Concentragdo de Anticorpos por Marcacio com *C

Para possibilitar a detecgdo quantitativa dos anticorpos efetivamente
ligados a lipossomas, foram introduzidos atomos de '*C nas proteinas
utilizando-se uma técnica de metilagdo redutiva similar a descrita por Jentoft e
Dearborn (1983). A mesma técnica foi utilizada para todos os tipos de
anticorpos.

Inicialmente, diluiu-se 6,3 mg de NaCNBH; em 1 ml de solugio
tampdo II. A seguir, misturou-se de 50 a 70 ul da solugdo resultante com 1 mg
de anticorpo em solucio aquosa e adicionou-se de 2 a 10 uCi de formaldeido
radioativo (**C) & mistura {quantidades reduzidas, de no maximo 5 uCi, foram

empregadas quando da utilizagdo dos anticorpos em testes in vitro, para
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provocar a minima alteragdo possivel na composicdo e estrutura original da
proteina). Apos a adi¢do do formaldeido, a amostra fo}i agitada a 150 rpm por 2
horas a 25°C. Apos a reagdo, as moléculas de anticof‘po foram separadas dos
reagentes por cromatografia de filtragdo em gel em wuma coluna de
dessalimzagdo do tipo Econo-Pac 10DG, usando-se como eluente uma solugdo
de TRIS a 0.2 M e pH 8,6. A radioatividade especifica dos anticorpos reagidos
foi determinada pelo nimero de desintegragdes por minuto (dpm) detectado
em 10 pl de amostra diluida em 10 ml do coquetel de cintilagio CytoScint. A
analise fo1 feita por 20 minutos em um analisador de cintilacdo de liquidos
modelo Tri~-Carb 1500 (Packard Instrument Co.).

A partir da radioatividade especifica do formaldeido utilizado (igual a
17,7 mCi/mmol, fornecida pelo fabricante) e da relagdo entre dpm e mCi (1
mCi = 2,22*10° dpm), calculou-se o namero de 4tomos de '*C ligados por
molécula de anticorpo, utilizando-se os respectivos coeficientes de extingdo a
280 nm para cada uma das proteinas (anticorpos do tipo IgG = 1,4 L/g*cm;
IgM-C = 1,07 L/g*cm; IgM-H11 = 1,17 L/g*cm) e seus pesos moleculares
aproximados (150.000 daltons para as proteinas do tipo IgG e 900.000 daltons
para os pentameros de IgM). Com o procedimento descrito, de 6 a 14 atomos

de *C foram ligados por molécula de IgG ou por mondmero de IgM.
3.2.6. Acoplamento de Anticorpos do Tipo IgG a Lipossomas

O método utilizado para a ligag@o de anticorpos a lipossomas envolve o
acoplamento dos grupos hidroxila do anticorpo aos grupamentos aminicos de
lipidios presentes nos lipossomas. Esse procedimento € baseado nos métodos
descritos por Heath et al. (1980} e Singh et al. (1995). A Figura 11 ilustra as

etapas do acoplamento, que sfo descritas como se segue.
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Figura 11 - Esquema da ligacdo de moléculas de IgG ativadas com periodato a

lipossomas contendo DMPE em sua composigio.
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A um miligrama de anticorpo marcado com ¢, adicionou-se 40 pl de
uma solugio a 0,3 M de NalO, diluido em solugdo tampdo apresentando uma
concentragdo de 50 mM em citrato de sodio (pH 6,0). A amostra foi mantida
no escuro por 30 minutos a 25°C, com agitagdo suave. Com este
procedimento, oxidou-se os grupos hidroxila do anticorpo a aldeidos.

O excesso de periodato foi neutralizado pela adigdo de 500 ul de
solugdo de etileno glicol a 0,64 M também diluido em solugdo de tampdo
citrato a 50 mM e pH 6,0.

A mistura foi mantida por 1 h, nas mesmas condigdes descritas
anteriormente. O anticorpo ativado foi separado dos reagentes passando-se a
amostra por uma coluna de filtragdo em gel do tipo Econo-Pac 10DG
equilibrada com uma solugdo tampdo a pH 8,45 contendo 0,773 g de acido
bérico, 0,417 g de borato de sodio e 1,753 g de Na(l dissolvidos em 250 mi de
agua detonizada (solugdo tampdo borax-borato). Apds essa etapa, adicionou-se
o anticorpo ativado eluido (cerca de 3 ml, a aproximadamente 0,3 mg/ml) a 1
ml de lipossomas a uma concentragdo aproximada em lipidios de 2,5 mM. Ao
longo da reagéo, o pH da mistura foi mantido em 8,45 pela adi¢do de solugdo
de NaOH a 0,1 N. A mustura fo1 incubada por 2 horas, a 25°C, com agitagfo
suave. Ao final desse periodo, adicionou-se a mistura 50 ul de solugdo de
NaCNBH; a 100 mg/ml diluido na solugdo tampéo de bérax-borato. A mistura
final foi mantida em geladeira a 4°C por 16 a 18 horas. A amostra resultante
foi, entdo, aplicada em uma coluna de 75 c¢m x 1.5 ¢m recheada com
Sepharose CL-6B e equilibrada com solugdo tampdo II. As fragdes coletadas
(com volume de cerca de 1,5 ml cada) foram analisadas por medida de
absorbincia a 300 nm e de radioatividade ('°C). As amostras ricas em

lipossomas foram combinadas e devidamente caracterizadas.
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3.2.7. Acoplamento de Anticorpos do Tipo IgM a Lipossomas Contendo
DOX Encapsulada

O método utilizado fundamenta-se na ligagdo covalente dos grupos
maleimida disponiveis na superficie dos lipossomas com os grupamentos tiol
presentes nas moléculas de anticorpo reduzidas, sendo uma adaptagio da
técnica descrita por Hashimoto et al. (1983). A Figura 12 ilustra as etapas do
acoplamento, que s3o descritas a seguir. O mesmo procedimento foi utilizado
tanto para o anticorpo IgM-C quanto para o IgM-H11,

Inicialmente, reduziu-se as moléculas de IgM de sua forma pentamérica
(com peso molecular em torno de 900.000 daltons) para a monomérica (peso
molecular estimado em 180.000 daltons) pela adigcdo de cisteina a solugdo
contendo de 0,6 a 1,6 mg de IgM marcada com '*C. A concentragio final de
cisteina foi mantida em 0,2 M. Apds reagir por 10 minutos a 125 rpm e 27°C,
a amostra foi resfiiada em banho de gelo por 2 a 3 minutos e aplicada em uma
coluna de dessalinizag¢do do tipo Econo-Pac 10DG pré-equilibrada com uma
solugdo aquosa a pH 6,8 contendo 120 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM
tampdo fosfato e 2 mM EDTA, para a remog&o da cisteina, O eluente contendo
o anticorpo {1 ml) foi adicionado a suspensio de lipossomas (2 ml)
encapsulando DOX e contendo de 0,5 a 2 mM em lipidios. Antes de serem
misturados ao anticorpo, os lipossomas foram aplicados em uma coluna de
dessaliniza¢do do tipo Econo-Pac 10DG pré-equilibrada com solugfio tampdo
Il com pH corrigido para 6,8.

A mustura de lipossomas com a IgM reduzida foi mantida sob agitacio
suave (125 rpm) a 37°C por 1 hora, apds o que os grupos maleimida ndo
reagidos foram bloqueados pela adigdo de 0,166 mg de cisteina diluida em 0,2
mi de agua deionizada. A solugdo resultante foi incubada nas mesmas

condig¢des por mais 30 minutos,
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Figura 12 - Esquema da ligagdo de moléculas de IgM apos redugio com

cisteina a lipossomas contendo o lipidic MPB-PE em sua composicio.
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A amostra foi, entdo, aplicada em uma coluna de 94 cm x 1.5 cm
recheada com Sepharose CL-6B equilibrada com a solugdo-tampdo I1 a pH
7.4. O material eluido da coluna foi coletado em fragdes de 1,5 ml. As fragdes
foram analisadas ¢ as amostras ricas em lipossomas foram combinadas e

caracterizadas.
3.2.8. Caracterizagdo dos Lipossomas

As fragdes coletadas apos a remogio dos compostos terapéuticos ndo
encapsulados ¢ de anticorpos ndo reagidos tiveram suas absorbincias
monitoradas espectrofotometricamente a 300 nm, para a detec¢do das fragles
ricas em lipossomas. As fracdes contendo lipossomas em maiores
concentracdes foram combinadas e as wvesiculas obtidas puderam ser
caracterizadas quanto ao didmetro médio, conteudo de lipidios, compostos

terap&uticos encapsulados e anticorpos acoplados.

Determinacdo do Didmetro Médio das Vesiculas - O tamanho das
vesiculas foir determinado medindo-se seus raios hidrodindmicos por
espectroscopia de espalhamento de luz de frequéncia determinada obtida por
incidéncia de raios Iaser (“quasi elastic light scattering” QLS). Neste método,
sdo medidas as flutuagSes da intensidade do espalhamento de luz com o tempo
para a determinagdo do coeficiente de difusdo da particula em solugdo diluida
(Ford, 1985). Para particulas esféricas em movimento Browniano, o raio
mdrodinamico médio, Rh, pode ser calculado da relagdo de Stokes-Einstein,

dada pela equacéo 3:

kT
6nDpu

Ry (3)
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onde k € a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, D o coeficiente

de difusdo médio da vesicula e u a viscosidade do solvente.

Estimativa dos Pardmetros Caracteristicos das Cadeias de PEG
Ligadas aos Lipossomas - A inclusdo de DMPE-PEG nos lipossomas resulta
na formag¢do de um recobrimento hidrofilico. A espessura dessa camada
hidrofilica pode ser estimada a partir do céalculo do raio de giragéo, do raio de
Flory, do comprimento das cadeias de PEG e da distdncia entre cadeias na
superficie da vesicula (Israelachvili, 1994).

Quando em solugdo, um polimero de peso molecular M, com
monomeros de peso molecular Mo, comprimento ¢ e niimero de mondmeros n,
pode adotar diversas conformacgdes de acordo com as forgas de interagéo

segmento-segmento. Se as interagdes sdo fracas, o polimero assume a forma de
uma cadeia aleatéria cujo raio de giragdo, R,, pode ser calculado da seguinte

equagio:

R, = —— = (4)

O comprimento da cadeia completamente esticada ¢ dado por:

Le =n/ (5)

Em um bom solvente (onde o pardmetro de solubilidade do solvente é
proximo do parametro de solubilidade das cadeias poliméricas, sendo este
pardmetro igual a raiz quadrada da densidade da energia coesiva), 0s

segmentos se repelem, resultando no inchamento e na expanso da cadeia, de
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forma que o seu tamanho efetivo pode ser calculado pelo rato de Flory, Ry

definido como:
R¢ = ¢n/> (6)

Para uma distribuicdo de cadeias poliméricas na superficie da vesicula
onde a distdncia entre cadeias é igual a s, o comprimento da cadeia de PEG, L,

¢ dado por:

5/3
¢
L=5-~»%=I“1’3R5ff’3 )

S2/3

onde I representa o namero de cadeias presentes por unidade de area, sendo

definido como:

I=— (8)

Determinacdo da Cowncentracdo de Lipidios - A concentragdo de
lipidios nas amostras foi determinada pela quantifica¢do de fosfato de acordo
com a técnica sugerida por Chen Jr. et al. (1956). Este método basea-se na
digestdo do fosfolipidio a fosfato imorgdnico e CO; por H,80, ¢ H,0, O
ortofosfato forma entdo um complexo com molibdato de aménio, que quando
reduzido por acido ascorbico, forma wm complexo azul detectavel
espectrofotometricamente a 830 nm.

A aplicaglo do método fo1 feita nas seguintes etapas:

1) Preparou-se amostras-padrdo com concentragdes conhecidas de fosfato

inorganico ¢ orginico (para a comprovagdo da eficacia da digestdo das
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amostras reais por H,80; e H,O;) na faixa de 0,2 mM a 2,7 mM.

2) Em tubos do tipo Pyrex®, contendo cada um duas pérolas de wvidro,
adicionou-se 100 pl dos padrdes (em duplicata) e da amostra (em triplicata)
convenientemente diluida e 500 ul de H,S0O, a 10N. A wvidraria utilizada nos
ensaios foi lavada com detergente sem fosfatos e exaustivamente enxaguada
em agua deionizada.

3) Aqueceu-se os tubos a uma temperatura entre 200 e 250°C por 20 minutos.
4) Removeu-se os tubos do digestor e apos o seu resfriamento a temperatura
ambiente, adicionou-se 150 pl de agua oxigenada a 30 % livre de fosfato.
Retornou-se os tubos ao digestor, por mais 30 minutos.

5) Adicionou-se 4 ml de agua deionizada e 500 pl de uma solugdo aquosa de
(NH»)¢Mo,0,*4H,0 a 25 % (m/v) a todos os tubos, agitando-se
vigorosamente.

6) Adicionou-se 500 pl de uma solugio aquosa de acido ascorbico a 10 %
(m/v) e agitou-se vigorosamente.

7) Aqueceu-se as amostras a 100°C em banho de agua em ebuligdo por 7
minutos ¢ apos o seu resfriamento, mediu-se¢ as absorbancias contra agua
deionizada a 830 nm.

8) A concentracdo molar total em lipidios da amostra fo1 caiculada dividindo-
se a concentragio de fosfolipidios determinada pela curva de calibracio obtida
a partir dos padrdes ufilizados pela fragio molar de fosfolipidio presente na

amostra, para levar em conta a presenga do colesterol.

Determinacdo das Concentragoes de CPA e BPA - A concentragdo dos
compostos contendo boro incorporados em lipossomas foi avaliada por dois
métodos diferentes. O primeiro método envolve a reagdo das aminas primarias
presentes nos compostos de boro em pH alcalino com o acide 2,4,6-

trinitrobenzenossulfonico (TNBS), sendo baseado no procedimento proposto
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por New (1990) para a determinagdo de aminas primdrias. O produto fimal da
reagdo apresenta coloragdo amarela intensa, podendo ser monitorado
espectrofotometricamente.

O método da reagdo com TNBS envolveu as seguintes etapas:

1) Preparou-se os padrdes das aminas primarias que se desejava avaliar, em
concentra¢des na faixa de 0,02 a 0,36 mM em aminas.

2) A 0,3 ml de amostras e padrdes, adicionou-se 0,3 ml de uma solugdo aquosa
de Triton X-100 a 100 mM. Incubou-se as solugdes a temperatura ambiente
por duas horas, para se assegurar o rompimento das vesiculas

3) Adicionou-se 0,2 ml de solugdo de NaHCOQ,, a pH 8,5 para se elevar o pH
da mistura.

4) Adicionou-se a todos os tubos 20 pl de solugdo aquosa de TNBS a uma
concentragdo de 15 mg/ml. Agitou-se os tubos rapidamente € incubou-se as
amostras no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente.

5) Interrompeu-se a reagdo pela adi¢do de 0,4 ml de HCl a 1,5 N e mediu-se as
absorbéncias a 410 nm contra agua destilada dentro de uma hora.

Uma desvantagem dessa técnica é que o DMPE também reage com o
TNBS, uma vez que este composto também possut uma amina primaria. Tal
problema foi contornado pelo estabelecimento de curvas-padrio para vesiculas
de mesma composi¢do ndo encapsulando o composto terapéutico em estudo.

O segundo método empregado na determinagio dos compostos de boro
foi utilizado para a validacdo dos resultados obtidos com o TNBS. Este
método fundamenta-se na formagfio de um complexo fraco de boro com 2-etil-
1,3-hexanodiol. Esse complexo pode ser extraido de solugdes aquosas com
cloroférmio, podendo entdo ser convertido em outro complexo quando em
contato com curcumina, acido acético e acido sulfirico. O complexo formado
apresenta cor avermelhada e tem elevada absorcdo a 554 nm (Tkeuchi e

Amano, 1978).
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A complexagdo com curcumina possibilitou a avaliagio direta da
quantidade de boro presente nas amostras, envolvendo as seguintes etapas:
1) Preparou-se as solugdes-padrdo contendo boro em concentragdes na faixa
de 2 a 18 ng/mi, a partir de uma solugdo de acido borico a 0,38 mg/mi.
2) A 1,0 ml de amostras e padrdes, adicionou-se 1,5 ml de uma solugéo aquosa
de KMnQ, a 2% (m/v). A degradagio oxidativa das amostras foi obtida pela
incubago das solugdes em tubos de Teflon em banho-maria a 95°C por uma
hora (o uso de tubos de Teflon previne a contamina¢do das amostras por
borossilicatos presentes em tubos de vidro).
3) Ap6s o resfriamento até a temperatura ambiente, adicionou-se 2 ml de
solugdo a 10% (v/v) de 2-etil-1,3-hexanodiol em cloroférmio as solugdes,
agitando-se por 3 minutos a 200 rpm. Centrifugou-se amostras e padrdes a
2.000 rpm por 3 minutos. Removeu-se a fase aquosa contendo MnQO;
precipitado por aspiragdo através de trompa de vacuo.
4) Em um frasco volumétrico de polipropileno, adicionou-se 100 ul do extrato
em cloroférmio, 200 ul de solugdo de curcumina a 0,375% (m/v) diluida em
acido acético e 60 ul de acido sulfiirico concentrado. Agitou-se suavemente 0s
frascos ¢ incubou-se as amostras por 15 minutos a temperatura ambiente.
5) Completou-se o volume de todas as amostras a 25 ml! com etanol e mediu-se
imediatamente as absorbincias a 554 nm contra uma solugdo em branco

contendo apenas solugdo tampdo tratada similarmente.

Determinacdo da Concentragdo de Doxorrubicing (DOX) - Essa droga
foi detectada espectrofotometricamente de acordo com a técnica sugerida por
Mayer et al. (1990). O método ¢ bastante rapido e simples, e através dele ¢
possivel determinar as concentragdes da droga livre e encapsulada nos
lipossomas. O procedimento tem por base a alteragfo pronunciada do méximo

de absorbancia quando se aumenta o pH de solug¢des contendo a droga de 7.4
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para 10,5. Essa mudanga pode ser acompanhada visualmente pela alteragéo da
cor de vermelho-alaranjado para azul.
O método constou das seguintes etapas:

A - Determinacio da Concentraciio Total de Doxorrubicina

1) Diluiu-se as amostras de lipossomas contendo a droga com a solucdo
tampéo II, para se alcangar concentragdes de DOX na faixa de 0,02 a 0,1 mM.
2) Adicionou-se 12 ul de uma solugdo aquosa a 20 % (m/v) de Triton X-100 a
1,2 ml da amostra.

3) Aguardou-se 15 minutos para que as membranas lipidicas dos lipossomas se
desestabilizassem e a doxorrubicina fosse liberada das vesiculas.

4) Avaliou-se a absorbéncia da solugdo a 480 nm contra a solugdo tampao II
contendo a mesma quantidade de detergente que a amostra, e descontou-se o
valor de absorbancia devido a presenca das vesiculas por si s6 (determinado
utilizando-se a mesma concentragdo de vesiculas, sem droga, e de Triton X-
100). Calculou-se a concentragdo total de droga na amostra a partir de uma

curva de calibragdo previamente obtida.

B - Determinaciio da Concentracio de Doxorrubicina Externa aos Lipossomas

1) Tomou-se trés aliquotas de 1,2 ml cada de amostra de lipossomas contendo
de 0,02 a 0,1 mM em droga (aliquotas A, B e C).

2) Nas aliquotas A e B, adicionou-se 24 ul de agua deionizada.

3) Utilizando-se as aliquotas A e B, ajustou-se a absorbincia a 600 nm para
zero (com esta etapa, elimina-se a interferéncia causada pelo espalhamento de
tuz devido a presenca das vesiculas).

4) Na aliquota C, adicionou-se 24 pl de solugdo aquosa de NaOH a 1 M.

5) Mediu-se a absorbancia da aliquota C contra A ou B a 600 nm, dentro de
dois minutos (a absorbéncia da DOX a pHs elevados nfio € estavel, e a solugéo

transforma-se rapidamente de azulada para incolor). Calculou-se a
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concentragdo externa da droga na amostra a partir de uma curva de calibragao

previamente estabelecida.

De posse dos dados de concentragdo de lipidios e de compostos
terapéuticos de uma amostra, avaliou-se a efetividade de incorporagdo através
de dois pardmetros: a razio molar final composto terapéutico/lipidio e a

eficiéncia de encapsulagdo percentual, g, defimda como:

(moles composto terapéutico / moles lipidio) gy,

g = 100 * (9)

(moles composto terap€utico / moles lipidio) y;cial

O numero de moléculas de composto terapéutico encapsulado por
vesicula foi estimado utilizando-se o didmetro médio final das vesiculas ¢ as
concentragdes finais de lipidio e de composto terapéutico encapsulado. A area
da se¢do transversal de moléculas isoladas de fosfatidilcolina, colesterol e
fosfatidiletanolamina foram consideradas como 71 A% 19 A? e 41 A°
respectivamente (Israelachvili e Mitchel, 1975). As areas médias por molécula
de lipidio para vesiculas compostas por DSPC/DMPE/Col e por
DPPC/Col/MPB-PE sio 44,2 A” e 48,5 A”, respectivamente. As areas médias
por molécula de lipidio para vesiculas contendo DMPE-PEG foram também
estimadas em 44,2 A%, com base no fato de que a presenga das cadeias de PEG
ndo afetam fortemente a estrutura da bicamada (Needham et al., 1992).
Considerando-se que aproximadamente 60 % das moléculas de lipidio que
compdem um lipossoma unilamelar estio localizadas na parte externa da
bicamada lipidica (Powers et al., 1990), calculou-se o niimero de moléculas de
lipidio por lipossoma de um determinado didmetro, o volume correspendente
de solugcio aquosa capturada e o namero de moléculas de composto
terapéutico encapsuladas por lipossoma. Para os lipossomas “stealth”, utilizou-

se um didmetro efetivo nos céalculos obtido pela subtragio de um valor
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correspondente a presenga das cadeias de PEG na superficie da vesicula, dado
pelo pardmetro 1. da equagdo 7. Estes valores foram 6 nm para vesiculas

contendo 6 % DMPE-PEG e 8 nm para vesiculas contendo 12 % DMPE-PEG.

Estimativa do Numero de Anticorpos Ligados por Lipossoma - A
concentragdo de anticorpos foi1 deterrminada pela medida da radioatividade de
100 p de amostra contendo hipossomas diluida em 10 ml de coquetel de
cintilagdo CytoScint por 20 minutos no analisador de cintilagdo de liquidos. O
nimero de anticorpos ligados por lipossoma fo1 estimado com base no niimero
de lipossomas suspensos por mililitro de amostra, calculado a partir da
concentragdo de lipidios da amostra, do didmetro dos lipossomas ¢ da area

média ocupada por molécula de lipidio.
3.2.9. Monitoramento de Gradientes de pH nos Lipossomas

A quantificagdo dos gradientes de pH nos lipossomas antes e apés a
incorporagdo de CPA foi conduzida de acordo com a metodologia descrita por
Mayer et al. (1990). Este método € baseado na redistribuigdo das moléculas de
{MC}metilamina através da membrana do lipossoma, em resposta a gradientes
de pH. As moléculas de metilamina acumuladas no interior das vesiculas
sequestram estequiometricamente prétons da solugdo tampfo interna ao
lipossoma e os niveis de radiagdo decorrentes da presenga do [MC] sdo
monitorados antes e apos a incorporagdo da metilamina. O protocolo
experimental envolveu as seguintes etapas:

1) Adicionou-se [14C]-metﬂamina (normalmente, 40 ul de uma solugdo de
metilamina dissolvida em etanol/dgua a uma proporgdo de 1:3 partes em
volume, a uma concentracdo de 25 pCi/ml) a suspensio de lipossomas

contendo at¢ 10 mM em hipidios, alcangando-se um nivel final de
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aproximadamente 0,5 pCi/ml ¢ um volume total de cerca de 2 ml, corrigido
pela adicdo da solugdo tampdo adequada.

2) Incubou-se as amostras por 15 minutos a 60°C e a 166 rpm.

3) Apos o resfriamento das amostras a temperatura ambiente, a metilamina néo
encapsulada pelos lipossomas foi removida por cromatografia de filtragio em
gel, utilizando-se colunas do tipo Econo-Pac 10DG previamente equilibradas
com solucdo tampéo a pH 7,50 contendo 20 mM HEPES e 150 mM NaCl.

4) Determinou-se as concentrages de metilamina e de lipidios antes ¢ apés a
separagdo da metilamina nio encapsulada. As concentragdes de metilamina
foram quantificadas pela contagem de radiagdo das amostras no coquetel de
cintilagdo CytoScint por 20 minutos em um analisador de cintilagio em
liguidos modelo Tri-Carb 1500, fabricado pela Packard Instrument Company.
5) A partir dos dados de didmetro médio das vesiculas e de concentragdo final
em metilamina apds o encapsulamento, calculou-se o volume de solugdo
tampéo encapsulado e a concentragdo interna de metilamina. O pH no interior

da vesicula foi calculado a partir da seguinte equacéo:
[H],, /[HT],, = [Metilamina], / [Metilamina]__ (10)

onde [Metilamina] ¢ a concentragdo da metilamina protonada no interior ou no

exterior da vesicula e [H'] ¢ a concentragdo de proton interna ou externa.

3.2.10. Avaliagdo da Estabilidade dos Lipossomas em Solugdes do

Tensoative Ndao-Ionico C,E

A guantificacio da estabilidade dos lipossomas em solugdes de C»Es
foi efetuada através da adigdo das wvesiculas a solugdes tampdo com

concentragbes variadas do temsoativo, em placas de microtitulagio de
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poliestireno com 96 pogos de fundo redondo (Coming Incorporation), de
acordo com o meétodo descrito por Steffen (1993). O estado de dispersdo dos
lipossomas foi monitorado pela variagdo da turbidez das solugdes resultantes
em pseudo-equilibrio, duas horas apés a agdo do tensoativo, a 340 nm, em uma
leitora de placas modelo EL 340, da Biotek Instruments Inc. Esse método é
baseado no principio de que as solu¢des variam de transparentes a turvas a
medida em que as vesiculas interagem com o tensoativo e entre si, formando
espécies de formas ¢ tamanhos distintos dos originais, como um resultado do
crescimento, fusio e desestruturacio dos lipossomas em micelas.

Solugdes estoque do tensoativo foram preparadas em concentragdes
variando de 3 a 100 mol %. A percentagem de tensoativo nas solugdes foi
definida com base nos nimeros de moles de tensoativo e de lipidios presentes

na amostra, de acordo com a seguinte equagio;

% Cy2Es = 100 * moles Cy,E; / (moles C1,Es + moles lipides) (11)

O volume total das amostra foi mantido em 200 pl, constando de 120 ul
de soluc@o de tensoativo a varias concentracdes (de 0 a 50 mM) e de 80 pl de
suspensdo de lipossomas a 2,5 mM em lipidios, sendo cada teste feito em
triplicata. Como referéncia, utilizou-se solugdes contendo apenas tensoativo e
solugdo tampdo (HEPES 10 mM, pH 7,4). A absorbincia das amostras de
referéncia foi subtraida da média das absorbincias globais das amostras

contendo lipossomas.

3.2.11. Avalia¢do dos Coeficientes de Particio Aparentes dos Compostos

BPA e CPA em Sistemas Octanel-Solugées Aquosas

Inicialmente, CPA ou BPA foram dissolvidas nos seguintes solventes
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aquosos, em concentragdes finais de 0,8 e 0,4 mM, respectivamente: agua
deionizada, solugdo de acido citrico a 300 mM (pH 4,0), solugdes contendo 20
mM HEPES + 150 mM NaCl a pH 7.5 e a pH 13. Como a BPA apresenta
solubilidade bastante limitada em solugbes aquosas em comparagdo com a
CPA, solugdes de menor concentragdo foram empregadas para se evitar a
presenga de precipitados de BPA. Todas as solugbes foram aquecidas a 60°C
por cerca de 5 minutos, para facilitar a solubilizagdo dos compostos de boro.
Apo6s o resfriamento a temperatura ambiente, as solugdes foram filtradas
através de filtros Acrodisc providos de membranas com poros de 0,45 um de
diametro.

Em um tubo de ensaio, uma aliquota de 2 ml de cada uma das solugdes
descritas foi misturada com 2 ml de octanol previamente saturado com agua
deionizada e pré-equilibrado a 8°C, 25°C, 37°C, 50°C ou 65°C (temperaturas
iguais as utilizadas na incubagdo lipossomas/compostos de boro, exceto a
temperatura de 8°C). Os tubos foram tampados e as amostras foram misturadas
por inversdes repetidas (30 vezes). As amostras foram incubadas na mesma
temperatura em que foram misturadas, por 30 minutos, em repouso. Com a
finalidade de se assegurar uma boa separagfo de fases apoOs a incubagio, todas
as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm por 3 minutos.

Coletou-se amostras da fase inferior (aquosa) para determinagdo das
concentragdes de CPA e BPA por reacdo com TNBS, apods a devida corregio
do pH das solugdes para 7,5. Em todas as situagles, a concentracdo dos
compostos de boro em octanol foi estimada como sendo a diferenga entre a
quantidade originalmente adicionada ao sistema e a quantidade determinada na
fase aquosa. O coeficiente de partigdo aparente, P, foi definido como a razdo
entre as concentragdes do composto na fase superior ¢ na fase inferior apés a
incubacgdo. Ndo foram feitas corregdes para a inclusdo de material adsorvido

nas paredes dos tubos ou nas interfaces ar/octanol e octanol/solugdes aquosas.
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O composto CPA quando SUSpenso em Soiﬁgﬁo a pH 13, nao se
apresentou na forma soliivel e continuou exibindo precipitados mesmo apés o
aquecimento ¢ também apoOs dispersdo por 10 minutos em sonicador de
bancada, ndo se constituindo portanto, em uma solugdo a&i’equad& para o
estudo de coeficientes de partigdo.

Esse tipo de teste ndo pode ser executado para a droga doxorrubicina
devido a forte adsor¢do deste composto as paredes de frascos tanto de vidro

como de plastico, dificultando a sua detecgio precisa.

3.2.12. Determinacdo dos Pardmetros de Crescimento das Células de

Glioblastoma Multiforme SK-MG-1

O estudo da proliferacdo das células SK-MG-1 para determinagdo dos
parametros de crescimento foi realizado de acordo com o procedimento
descrito a seguir. Cerca de uma hora antes do inicio do experimento, colocou-
se meto de cultura completo em placas de Petri descartaveis de poliestireno (5
ml/placa). As placas foram colocadas na estufa a 37°C e 5 % CO, para que
atingissem o equilibrio. Preparou-se, entdo, uma suspensio de células por
tripsinizacdo de culturas previamente inoculadas em frascos do tipo T-75 ¢
incubados a 37°C e 5 % CO; por 3 a 4 dias.

A tripsinizagdo constou da remogéo do meio de cultura que banhava as
células aderidas ao fundo do frasco, seguida da lavagem das células aderidas
pela adi¢do de 4 ml de solug@o salina balanceada de Hank (SSBH) e da adigdo
de 4 ml de solu¢do de tripsina suina a 0,05 % em SSBH suplementada com
0,02 % de EDTA-4Na. O frasco foi entdo colocado em estufa 7°C e 5 % CO,
por 6 mnutos, para que as células se desprendessem. Apds a incubagiio,
adicionou-se 4 ml de meio de cultura para neutralizar a tripsina e procedeu-se

a homogeinizagdo por agita¢do intensa seguida da contagem do namero de
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células vidveis utilizando o corante Trypan Blue.

A concentragdo de células wviaveis, determinada visualmente por
contagem em microscopio, foi entdo ajustada para 5*10" células/ml e a seguir
adicionou-se 1 ml da suspenséo celular obtida em cada placa de Petri. Agitou-
se as placas suavemente, para distribuir as células sobre a superficie de
maneira homogénea e incubou-se as mesmas a 37°C e 5 % CO, por 9 dias. A
cada dia, removeu-se um conjunto de 4 placas para a determinagio do nimero
de células por tripsinizagdo e avaliagdo microscopica, utilizando-se de 1 a 2 ml
de solugdo de tripsina e de meio de cultura.

O numero de células foi plotado em fungdo do tempo de cultivo,
fornecendo dados a respeito do tempo de adaptagdo das células (periodo inicial
onde ndo ha multiplicagéo celular), taxa de crescimento na fase exponencial e

numero maximo de células obtidas.

3.2.13. Avalia¢do da Citotoxicidade in Vitre de Compostos Terapéuticos

Livres e Encapsulados em Lipossomas

A toxicidade dos veiculos (solugbes tampdo I e H), da BPA livre e dos
agentes terapéuticos CPA e DOX livres e encapsulados em lipossomas foi
avaliada utilizando-se dois métodos distintos: exclusio de Trypan Blue e
reducdo do reagente Alamar Blue. Cada teste envolveu de 4 a 12 réplicas.

O método de exclusdo do corante Trypan Blue possibilitou a medida
instantdnea da viabilidade celular, sendo baseado na avaliacdo da integridade
da membrana plasmatica. As células viaveis so geralmente impermeéveis a
corantes como o Trypan Blue, ndo se colorindo quando expostas a estas
substancias por curtos intervalos de tempo, como por exemplo, até 2 minutos
(Freshney, 1994). Assim, através de microscopia oOtica simples pode-se

estimar a citotoxicidade de um dado agente. Os testes com Trypan Blue



Capitulo I - Materiais ¢ Métodos 77

foram realizados por equipe especializada da Divisdo de Neurocirurgia da
Universidade da Carolina do Norte, em Chapel Hill, NC, EUA.

No procedimento experimental, a etapa inicial dos testes de toxicidade
por exclusdo de Trypan Blue constou da tripsinizagio de culturas de células
SK-MG-1 previamente inoculadas em frascos do tipo T-75 incubados a 37°C e
5 % CO; por 3 a 4 dias. A concentragdo de células viaveis foi entdo ajustada
para 5*10* células/ml. Aliquotas dessa suspensdo de células foram adicionadas
em placas de microtitulagdo (Falcon) com 96 pogos de fundos chatos (0,2 ml
por pogo, equivalente a 10.000 células/pogo). As placas inoculadas foram
incubadas por 48 horas a 37°C e 5 % CO,. Ao final desse periodo, as células
estavam aderidas ao fundo das placas, no estagio de crescimento logaritmico.
O meio de cultura foi removido por aspiracdo e os agentes testados
concentrados ou convenientemente diluidos em meio de cultura completo
foram adicionados aos pogos da placa (0,2 ml por pogo). Apds incubagio em
estufa a 37°C e 5 % de CO; por 24, 48 ou 72 h, uma gota de Trypan Blue foi
adicionada por pogo e em seguida, as células foram avaliadas por microscopia.

Os efeitos toxicos de diversos agentes foram também testados
utilizando-se linfocitos normais de sangue humano (células ndo aderentes)
obtidos de dois doadores. Os linfocitos foram lavados trés vezes e suspensos
em RPMI 1640 suplementado com 10 % (v/v) de soro de feto bovino,
100 unidades/ml de penicilina ¢ 100 pg/ml de streptomicina. Aliquotas de
0,3 ml de suspensdo de linfocitos a 4,5%10° células/m! foram misturadas com
0,3 ml do agente que se desejava testar, em tubos cOnicos descartaveis. As
células foram incubadas com os compostos terap€uticos por 24, 48 e 72 h a
37°C e 5 % de CO,, quando se avaliou a viabilidade das células apos sua
exposic¢do ao Trypan Blue.

A avaliagfo da capacidade de proliferacdo de células SK-MG-1 apos a

exposi¢do aguda ou cronica das mesmas a diversos agentes através da redugfo
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de Alamar Blue ¢ descrita a seguir. Esse método ¢ indicado na literatura como
uma alternativa a técnica de incorporagdo de timidina marcada com “H para a
avaliagdo de efeitos citotoxicos (Pagé et al., 1993). O ensaio ¢ baseado na
mcorporagio celular do indicador de Oxido-redugido Alamar Blue, que tanto
fluoresce quanto muda de cor em resposta a reducdo quimica do meio de
cultura resultante do crescimento celular. Com o crescimento das células, a
atividade metabdlica provoca também a redugdo quimica do Alamar Blue. A
redugdo relacionada ao crescimento celular causa a mudanga da forma oxidada
do indicador (azul, nd3o fluorescente) para a forma reduzida (vermelho,
fluorescente). A metodologia utilizada nos testes baseou-se essencialmente no
procedimento sugerido pelo fabricante do reagente. Assim como na avaliagdo
da citotoxicidade pela técnica do Trypan Blue, inoculou-se aliquotas de 0,2 ml
de suspensio de células SK-MG-1 a 5*10° células/ml em placas de
microtitulagdo (Falcon) com 96 pogos de fundos chatos (0,2 ml por pogo.
equivalente a 10.000 células/pogo). As placas foram incubadas por 48 horas a
37°C e 5 % CO,. Ao final desse periodo, o meio de cultura foi removido por
aspiracio e os agentes testados concentrados ou convenientemente diluidos em
meio de cultura completo ou incompleto (sem o soro de feto bovino, SFB)
foram adicionados aos pogos (0,2 ml por pogo). O meio de cultura incompleto
foi utilizado para evitar a desestabilizagio dos lipossomas por interagdo com
as proteinas do SFB. As células ficaram em contato com o material em teste
por 1 h, 2 he4h (exposicio aguda) ou por 48 h (exposigdo cronica) a 37°C e
5 % CO,. Os pogos com células incubadas por menos de 48 horas na presenga
dos agentes terapéuticos tiveram seus contetdos aspirados apos a exposicdo e
foram lavados por duas vezes com 0.2 ml de SSBH e uma vez com 0,2 ml de
meio de cultura completo. Apos as lavagens, adicionou-se 0,2 ml de meio de
cultura completo por pogo e incubou-se a placa nas mesmas condigOes

descritas anteriormente por 48 horas.
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Tanto para os testes de exposi¢do aguda quanto cronica, 48 horas apds
o inicio do teste adicionou-se 20 pl do reagente Alamar Blue em cada pogo.
" As placas foram novamente incubadas, nas mesmas condigdes, por 4 horas,
quando entdo mediu-se a fluorescéncia das mesmas (excitagdo a 530/25 e
emissdo a 590/35, fator de sensibilidade igual a 2) em um equipamento modelo
Cytofluor 2350 fabricado pela Millipore.
Os resultados foram expressos em termos de percentual de inibigio,
calculado a partir da fluorescéncia das células expostas ao agente testado e da
fluorescéncia de uma amostra controle tratada similarmente apenas com o

meio de cultura:

% Inibigdo = 100*Fluorescéncia do Agente Testado (12)
Fluorescéncia do Controle

3.2.14. Avalia¢do da Sobrevivéncia das Células de Glioblastoma Multiforme

SK-MG-1 Submetidas a Presenca de CPA Livre

A sobrevivéncia de células SK-MG-1 expostas a solugbes de CPA
diluida em solugdo tampéo I foi avaliada pelo método de exclusdo de Trypan
Blue e pela capacidade de formacgdo de clones a partir de células tratadas com
este composto de boro. |

Trés dias antes do experimento, inoculou-se frascos descartaveis do tipo
T-25 com 2*10° células viaveis suspensas em 6 ml de meio de cultura. Os
frascos foram incubados por 3 dias em estufa a 37°C e 5 % CO,. Apos este
periodo, 0 meio de cultura foi removido e as monocamadas de células foram
tratadas com solugdes de CPA com concentracdes variando de 1 mM a 10 uM

(3 ml por frasco), mcluindo-se também um tratamento apenas com o veiculo
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(solugdo tampdo I). ApoOs a incubagdo dos frascos em estufa por 2 h, as
solugoes de CPA foram transferidas para tubos de centrifuga. Os frascos foram
lavados com 3 ml de meio de cultura completo para a remogdo de células que
tivessem se desprendido das paredes ¢ esse material foi adicionado aos tubos,
que foram centrifugados por 3 minutos em centrifuga de bancada, a alta
velocidade. Descartou-se o sobrenadante dos tubos, mantendo-se o precipitado
contendo as células. As cé€lulas ainda aderidas aos frascos T-25 foram
removidas por tripsinizagdo (2ml de solugdo de tripsina ¢ 2 ml de meio de
cultura) ¢ os 4 ml de suspensfo resultante foram adicionados ao precipitado
obtido na centrifugagdo, juntamente com 6 ml de meio de cultura fresco. A
suspensdo foi homogeneizada por agitagdo e a concentragdo de células foi
avaliada com o auxilio do corante Trypan Blue, determinando-se os
percentuais de células vidveis e ndo vidveis.

A suspensdo de células proveniente de cada fratamento teve sua
concentracdo ajustada serialmente de forma a conter de 100 a 18.000 células
viaveis por mulilitro. Aliquotas de 1 ml das amostras com diversas
concentragdes celulares foram inoculadas em placas de Petri descartaveis de
60 mm de didmetro contendo 5 ml de meio de cultura (1 hora antes da
inoculagdo, as placas com o meio de cultura foram colocadas em estufa 4 37°C
e 5 % CO,). Maiores concentragdes celulares foram inoculadas para os
tratamentos com CPA a elevadas concentragdes. As placas foram incubadas
imoéveis em estufa por 12 dias.

Apés esse periodo, removeu-se o meio de cultura e lavou-se
cuidadosamente as placas com 2 a 5 ml de solugfo salina a 0,9 % (m/v) de
NaCl. Adicionou-se cerca de 2 ml de uma solu¢do contendo 2,5 g de cristal
violeta diluido em uma mistura de 900 ml de metanol a 80 % e 100 mi de
formaldeido e incubou-se a temperatura ambiente por 30 minutos para a

fixagdo e coloragdo das colémias desenvolvidas na superficie das placas.
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Removeu-se a solugdo de cristal violeta e lavou-se exaustivamente com agua
de torneira para remover o excesso de corante, Secou-se as placas a
temperatura ambiente por 15 horas e determinou-se visualmente o numero de
colonias formadas por placa. Para ser considerada, cada coldnia devia
apresentar no minimo 40 células, levando-se em conta apenas as placas com
niimero de coldnias entre 40 e 200,

Contagens de amostras provenientes de frascos tratados apenas com
meio de cultura foram utilizadas para normalizar os resultados. Esta
normalizagdo foi feita dividindo-se o nimero de colénias obtidas em todos os
tratamentos pela eficiéncia de plaqueamento, calculada como o percentual de
clones formados a partir de um numero conhecido de células saudaveis
inoculadas. O percentual de células sobreviventes em cada tratamento foi
determinado tomando-se o muamero de coldnias formadas normalizadas e

dividindo-se pelo namero de células viaveis originalmente inoculadas na placa.

3.2.15. Avaliacdo da Especificidade de Interacdo dos Anticorpos do Tipo
IgM Livres e Acoplados a Lipossomas com Células SK-MG-1

O estudo da interagdio células/anticorpos in vitro possibilita a
constatagdo de alteragdes na especificidade do anticorpo apos o processo de
acoplamento do mesmo a superficie de lipossomas, bem como da existéncia de
interagdes ndo especificas do matenial a ser testado com as células. Os testes
foram baseados no procedimento adotado por Ahmad et al. (1992).

Inicialmente, inoculou-se placas de poliestireno com 6 pogos de fundo
chato e didmetros iguais a 35 mm com 3,3*10° células por poco (3 ml de
suspensio celular/pogo). As placas foram incubadas por 52 horas a37°C e 5 %
CO,, para que se obtivesse uma monocamada de células com alte grau de

recobrimento da superficie. Apés a incubacido, removeu-se o meio de cultura e
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adicionou-se 1 ml do agente que se desejava testar (IgM-C e IgM-H11 livres e
ligadas covalentemente a lipossomas) suspenso em solugdo tampdo II, em
varias diluigdes no mesmo veiculo. As placas foram incubadas por 1 h, seguida
da aspiragdo do agente em teste. Cada pogo foi lavado por 3 vezes com 2 ml
de SSBH, para minimizar a retengio de anticorpos livres e de lipossomas que
ndo estivessem ligados de maneira especifica as células. Apds a lavagem,
adicionou-se 0,5 ml de solugdo de tripsina a 0,05 % (m/v) por pogo, incubou-
se por 6 minutos ¢ adicionou-se 0,5 ml de meio de cultura completo. As
células suspensas de cada pogo foram entfio transferidas para frascos contendo
2 ml de 4gua deionizada ¢ 10 ml do coquetel de cintilagdo Universol (esse
fluido permite a avaliacdo da radioatividade de suspensdes de particulas).
Cada pogo foi enxaguado com 1 mi de SSBH ¢ também este material foi
transferido para os respectivos frascos de cintilagio. Com esse procedimento,
removeu-se praticamente todas as células originalmente aderidas nas placas.
Determinou-se a radioatividade resultante das amostras, em termos dos
nimeros de desintegragdes por minuto ¢ calculou-se o nimero de anticorpos e

lipossomas ligados as células.

3.2.16. Avaliacdo da Toxicidade in Vive de Doxorrubicina Livre e

Encapsulada em Lipossomas

Os efeitos da injegdo intracraniana de doxorrubicina livre e encapsulada
em vesiculas foram avaliados em ratos Fisher 344 machos pesando de 150 a
175 g, obtidos da Charles River. Os ensaios foram conduzidos por uma equipe
especializada da Divisdo de Neurocirurgia da Universidade da Carolina do
Norte, em Chapel Hill, NC, EUA.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais em ciclos noite/dia

de 12 horas, tendo acesso livre & agua e a ra¢do alimentar padronizada. O
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procedimento teve inicio com uma cirurgia para a implantagdo de canulas no
crianio dos animais, por onde se injetaria as amostras. Para tal, os ratos foram
anestesiados profundamente por injegdo intraperitonial de pentobarbital de
sodio, a uma concentragdo de 30 a 40 mg/kg de peso corporeo.

A mstalagdo das cinulas intracranianas foi feita basicamente como
descrito por Morreale et al. (1993). Este procedimento consistiu da
imobilizagdo da cabega do rato (ja desprovida de pélos) em um suporte e do
afastamento de parte da pele do cranio. A seguir, fez-se um orificio 2 3 mm da
sutura sagital e a 2 mm da sutura coronal, onde uma canula-guia nimero 22
(Plastic Products), de ago inoxidavel, foi inserida, assim como 3 parafusos de
3/32”°, também de ago inoxidavel, para ancoragem. As pegas inseridas foram
imobilizadas pelo uso de cimento plastico. Inseriu-se entdo um estilete na
canula-guia a uma profundidade de 1 mm além da canula, para a formagio de
um pequeno reservatério. Esse estilete serviu também para evitar o
entupimento da cénula-guia e para proteger o orificio de ser infectado,
funcionando como uma rolha. Imediatamente apds o endurecimento do
cimento plastico, retirou-se o estilete e inseriu-se uma cénula de inje¢do na
canula-guia. As amostras que se desejava testar foram, entdo, injetadas através
de uma bomba seringa modelo Harvard (Harvard Apparatus) conectada a
canula de injecdo. Apos a mjegdo de 10 pl de amostra por rato, a uma vazio
constante de 1 ul/minuto, os animais repousaram por 10 minutos, quando se
removeu a canula de injegdo, recolocando-se o estilete. Retornou-se os animais
as suas gaiolas, onde 0s mesmos permaneceram por 3 ou 14 dias para
avaliagdo dos efeitos agudos e cronicos, respectivamente. Para cada tipo de
teste utilizou-se 3 animais, em um total de 6 ratos por amostra.

Apods os periodos de 3 ou 14 dias, os animais foram novamente
anestesiados com pentobarbitol via intraperitonial. O peito dos ratos foi aberto

cirurgicamente ¢ realizou-se perfusdo por 20 minutos com solucdo salina
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contendo 0,3 % de heparina seguida por solugdo a 4 % em paraformaldeido.Os
cérebros foram removidos ¢ fixados por uma noite a 4°C em solugdo de
sacarose a 30 % (m/v). Em seguida, os cérebros foram transferidos e mantidos
por 24 a 48 h a 4°C em solugdo de paraformaldeido a 4 %. Os cérebros foram
entdo congelados em gelo seco e cortados em fatias de 8 um de espessura. Este
material foi montado em l&minas e tratado com hematoxilina e eosina para

avaliac#io microscopica.

3.2.17. Avaliacdo da Distribuicdo Ultraestrutural in Vivo de Boro

Proveniente de CPA Livre e Encapsulada em Lipossomas

A distribuicdo de atomos de boro em células normais e de tumores
implantados no cérebro de ratos foi avaliada através de espectroscopia de
perda de energia de elétrons acoplada a geragdo de imagens por espectroscopia
eletronica. Esses testes foram realizados por uma equipe especializada do
Departamento de Patologia da Universidade da Califérnia, Davis, CA, EUA.

Essa técnica basea-se na medida da perda de energia caracteristica
experimentada por um raio de elétrons primario ao interagir com clementos
presentes em uma amostra de tecido celular (Aboagye et al., 1995). Cada
elemento quimico apresenta um espectro distinto de perda de energia. O
monitoramento do espectro energético resultante na forma de uma seqiiéncia
de imagens com alta resolugdo fornece informagdes a respeito da perda de
energia especifica associada ao elemento de interesse. Perdas de energia nio
especificas (background) encontram-se sobrepostas a imagem gerada, devendo
ser descontadas. A comparac¢do da intensidade da perda de energia de dois
elementos distintos pode fornecer dados semiquantitativos em uma escala
local. Essa técnica tem uma resolucdo de cerca de 2 nm e um indice de

detecgdo tedrico de aproximadamente 500 atomos. Assim, o acoplamento da
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espectroscopia de perda de energia de elétrons a geracdo de imagens por
espectroscopia eletrénica possibilita a avaliagdo da distribuigdo mntracelular de
um dado elemento.

A etapa inicial do procedimento experimental constou da implantagfo
intracraniana de tumores do tipo gliossarcoma 9L em ratos Fisher 344 machos
(total de 53 animais). Treze dias ap0s a implantacdo das células 91, injetou-se
nos animais 1 ml de CPA livre (160 ppm) ou encapsulada em lipossomas
convencionais extrudados (20 ppm), suspensa em solugdo tampido I, por via
intravenosa (femoral). Os efeitos em animais ndo injetados com CPA foram
avaliados em testes controle.

Os ratos foram sacrificados 30 minutos ou 4 h apds a injegdo de CPA,
quando se fez a remogdo de tecidos cerebrais normais e cancerosos e de
sangue. As amostras devidamente preparadas, com espessura entre 30 e 60 nm,
foram avaliadas pelo uso de um microscopio de transmissdo eletrénica modelo
CEM 902, da Zeiss, operando a 80 kV. O mucroscopio fo1 equipado para
espectroscopia de perda de energia de elétrons com um sistema de analise de
imagens do tipo IBAS (Kontron Electronik). Ampliagdes de 3.000 vezes foram
utilizadas, gerando imagens com alta resolugdc que possibilitaram o

mapeamento do boro em estruturas celulares.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo faz-se a descricdo e discussio dos resultados obtidos na
preparacgdo e caracterizagdo de lipossomas encapsulando os compostos BPA,
CPA e DOX. Os resultados do acoplamento de anticorpos em lipossomas
contendo DOX e de testes in vitro e in vivo feitos com alguns dos sistemas

preparados sdo também apresentados e analisados.

4.1. Preparacio e Caracterizacio de Lipossomas com os Compostos de

Boro BPA e CPA Encapsulados

4.1. 1. Caracterizag¢do Preliminar dos Compostos de Boro Utilizados

As interagdes existentes entre a bicamada lipidica e o composto que se
deseja encapsular dependem tanto das caracteristicas da bicamada como das
propriedades fisico-quimicas do agente. A avaliagio de dados de solubilidade
do composto e de seu coeficlente de particio em sistemas formados por
octanol e solugdes aquosas pode fornecer informagdes preliminares (teis para
caraterizar, de maneira generalizada, seu comportamento quando em contato
comn lipossomas.

Os coeficientes de partigdo aparentes dos compostos BPA e CPA,

definidos como a razdo entre as concentragdes do composto na fase contendo
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~octanol e na aquosa, foram avaliados em sistemas 1-octanol/solugdes aquosas.
O uso de solugdes aquosas com diferentes pH e composi¢des visou simular o
cerne aquoso € a bicamada lipidica nas condi¢Bes experimentais usadas

posteriormente para o encapsulamento dos compostos.

Particdo de BPA em Sistemas [-Octanol’Solucdes Aquosas - Para a
BPA, a natureza da solugfio aquosa ndo apresentou um efeito pronunciado no
coeficiente de partico aparente mesmo variando a temperatura, como se pode
observar na Figura 13. As baixas variagdes dos coeficientes de particdo com a
temperatura ja eram esperadas, uma vez que o l-octanol ndo apresenta
transi¢do de fases na faixa experimental utilizada.

Dos resultados obtidos, pode-se concluir que praticamente toda a BPA
se acumulou na fase aquosa, resultando em valores reduzidos de coeficientes
de partigdo aparentes. Os valores do logaritmo natural dos coeficientes de
parti¢do de BPA em agua variaram de -2,4 a -1,7, estando na mesma faixa dos
valores citados na literatura (Hansch e Leo, 1979) para os aminoacidos
fenilalanina (log P igual a -1,35) e twosina (log P igual a -2,26), que
apresentam estruturas guimicas semelhantes as deste composto.

A partigdo reduzida de BPA na fase organica indica que provavelmente
havera baixo actmulo desse composto nos lipossomas pelo uso da técnica de
incorporagdo ativa. No entanto, se a solubilidade da BPA puder ser
aumentada, a incorporagdo passiva poderia apresentar bons resultados quanto a
retengdo do composto nos lipossomas durante periodos de estocagem, devido

ao baixo coeficiente de particdo na fase orgénica.

Farticdo de CPA em Sistemas I-Octanol Solu¢des Aquosas - Como
ilustrado na Figura 14, os coeficientes de particio da CPA foram

significativamente influenciados pela natureza da solugdo aquosa, enquanto
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Figura 13 - Partigdo aparente da BPA entre 1-octanol e as seguintes solugdes
aquosas: 300 mM em 4cido citrico, pH 4,0, 4dgua deionizada; 20 mM em
HEPES ¢ 150 mM em NaCl, pH 7.5. e 20 mM em HEPES ¢ 150 mM em
NaCl, pH 13,0.
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Figura 14 - Particdo aparente da CPA entre 1-octanol e as seguintes solugdes
aquosas: 300 mM em 4cido citrico, pH 4,0; agua deicnizada, 20 mM em
HEPES e 150 mM em NaCl, pH 7.,5.
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variagdes na temperatura de incubagdo afetaram muito pouco os coeficientes
de partigdo deste composto em todos os sistemas testados. A discreta redugdo
observada no logaritmo natural do coeficiente de particdo com a temperatura
em todas as situnagdes pode ser devida a um aumento da solubilidade da CPA
na fase aquosa, conduzindo a um menor aciimulo na fase oleosa.

Os resultados obtidos com octanol/solugiio tampdo a pH 7,5 indicam
que a base livre (CPA nfo carregada) apresenta um maior coeficiente de
parti¢do que a forma carregada. Para o sistema octanol/solugdo tampdo a pH
4,0, a CPA na forma ionizada possivelmente sofreu particio como um par
i6nico, formado pela CPA carregada e pelo contra-ion (no caso, o citrato)
fornecido pelo meio. No entanto, a espécie 10nica se particionou apenas até
uma certa extensdo, quando pode ainda ser efetivamente neutralizada pelo
citrato e solvatada pela fase fracamente polar constituida pelo octanol.

O comportamento sugerido para as formas livre e ionizada da CPA foi
também confirmado quando se avaliou os dados obtidos para o sistema
octanol/agua, onde a fase aquosa ndo ¢ capaz de fornecer contra-ions para a
formacgdo do par 16nico com a CPA carregada. Nessa situagio, o composto de
boro permaneceria positivamente carregado, ndo sendo capaz de se acumular
significativamente na fase orginica. O mesmo comportamento foi observado
por Murthy e Zografi (1970) para a partigdo de clorpromazina e de outros
derivados de fenotiazina utilizando sistemas octanol/solugdes aquosas.

Assim, ¢ possivel extrapolar essa avaliagdo para provaveis interacdes da
CPA com a bicamada lipidica do lipossoma, em uma situagdo onde este
composto estaria sujeito aos meios aquosos externo (pH 7,5) e interno (pH
4,0). As moléculas de CPA ndo carregadas (com elevado log P a pH 7.5)
poderiam penetrar através da bicamada, se acumulando na fase aquosa interna.
Se no cerne aquoso as moléculas de CPA sdo convertidas em cations, o

coeficiente de particdo se reduziria ¢ a droga perderia parcialmente sua
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capacidade de atravessar a bicamada lipidica, acumulando-se no interior da
vesicula. Tais suposigdes sugerem que o processo de incorporagdo ativa seria
efetivo no encapsulamento deste composto, pois ambos os ambientes aquosos
conduziriam a um acimulo preferencial de CPA na membrana lipidica. Se os
coeficientes de particdo obtidos a partir do sistema l-octanol/dgua fossem
utilizados para essa extrapolagdo, a predigdo seria de que ndo haveria acamulo

de CPA na bicamada hipidica.
4.1.2. Encapsulamento de BPA em Lipossomas

Incorporagdo Passiva - A aplicagfo dessa técnica ¢ limitada pela baixa
solubilidade da BPA em solugdes aquosas {maximo de 2.9 mg/ml agua a
25°C). Assim, o encapsulamento deste composto foi testado utilizando-se a
BPA suspensa (na forma de lama) em tampédo a pH 7.4 (10 mM HEPES) e
também em uma forma mais solivel, obtida pela complexagéo com frutose, de
acordo com a técmica de Matalka et al. (1993). O procedimento consta
simplesmente da mistura de solugdes aquosas equimolares de BPA e frutose,
segurda de corregdo do pH para 8,9, o que permite que a solubilidade da BPA
alcance valores de até 60 mg/ml.

A incorporagdo de BPA foi testada em lipossomas sonicados e
extrudados, e os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 3.

Devido a reduzida solubilidade da BPA em 10 mM HEPES, nio houve
acamulo do composto nos lipossomas convencionais sonicados. Entretanto, a
presenga do PEG nos lipossomas “stealth” sonicados aparentemente causou
um aumento na solubilidade da BPA, possivelmente através de interagdes
deste composto com as cadeias de PEG, resultando em um actumulo da BPA.
O encapsulamento do complexo frutose/BPA em lipossomas por sonicaciio

ndo foi possivel devido a degradagio do material por oxidagdo.
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Tabela 3 - Incorporagdo passiva de BPA em lipossomas, realizada a razdes

molares iniciais BPA/lipidios igual a 50:5.

Composi¢io das Vesiculas

Caracterizagio do Sistema A A B C
Meio de Suspensdo da BPA 10 mM S0 mM 50 mM 10 mM

| HEPES  Frutose Frutose  HEPES
Método de Preparagido Sonicagio Extrusio Extrusio Sonicagio
Razido Molar Final BPA/Lipidio 0 0,0518 0,0543 0,0256
Didmetro Médio de Vesicula (nm) 72,6 118,2 1344 923
Eficiéncia de Encapsulacio (%) 0,0 0,5 0,5 0,3
Moléculas de BPA/Vesicula 0 8.572 10.221 2.051
Concentragdo Interna de BPA (mM) 0,0 30,3 245 21,5

A: DSPC/DMPE/Col
B: DSPC/Col
C: DSPC/DMPE/Col/12%DMPE-PEG
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O uso do procedimento de Matalka et al. (1993) resultou em lipossomas
convencionais com concentragdes internas de BPA similares as obtidas para os
lipossomas “stealth”. Em todos os casos, as eficiéncias de encapsulagdo foram
bastante reduzidas e, no entanto, a percentagem de soluto capturado em
relagdo a concentragdo inicial de BPA adicionada foi de, no minimo, 43 %.

Como os didmetros médios apresentados pelas vesiculas convencionais
de ambas as composi¢Ges foram maiores que o obtido para os lipossomas
“stealth”, os numeros esttmados de moléculas de BPA retidas por vesicula
foram também superiores, indicando que os lipossomas convencionais
extrudados seriam possivelmente mais indicados para carrear este agente para
tumores.

A estocagem dos lipossomas convencionais por 50 dias a 4°C resultou
em menos que 4 % de liberagdo da BPA, podendo-se concluir que os sistemas
sdo adequadamente estaveis do ponto de vista de estocagem (dados ndo

apresentados).

Incorporacdo Ativa - A encapsulagdo ativa da BPA foi testada apenas
para lipossomas sonicados, de composicdo DSPC/DMPE/Col, que podem ser
facilmente convertidos em imunolipossomas pela ligagdo covalente de
anticorpos aos grupos fosfatidiletanolamina presentes na superficie das
vesiculas. Razdes molares iniciais BPA/lipidio de 0,4.2 foram utilizadas. Este
valor fo1 selecionado de tal forma que aproximadamente 50 % do composto de
boro seria acumulado nas vesiculas (Madden et al., 1990). As vesiculas foram
mcubadas com BPA em diferentes condigdes de tempo e temperatura, ¢ os
resultados estdo ilustrados nas Figuras 15 ¢ 16.

O estabelecimento de gradientes de pH ndo resultou em acamulos
apreciaveis de BPA nos lipossomas. Aumentos no tempo de incubacio e na

temperatura ndo conduziram a encapsulamentos mais efetivos, como ¢
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Figura 15 - Efeito da variagdo do tempo e da temperatura de incubagdo
BPA/lipossomas na razdo molar final BPA/lipidio. Razio molar inicial

BPA/lipidio iguai a 0,2.
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Figura 16 - Efeito da variagdo do tempo e da temperatura de incubacio
BPA/lipossomas no didmetro final das vesiculas. Razdo molar inicial

BPA/lipidio igual 2 0,2.
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tlustrado na Figura 15. Maiores guantidades de BPA foram encapsuladas
apenas apos duas horas de incubagdo a 65°C e, ainda assim, a concentragdo
final de BPA foi reduzida. Nessas condigdes, notou-se o aparecimento de
agregados de vesiculas, indicado pelo aumento no didmetro médio dos
lipossomas, como pode ser observado na Figura 16.

A BPA provavelmente néo se acumulou nos lipossomas em decorréncia
do gradiente de pH devido a sua pouca habilidade de atravessar membranas
organicas, como ilustrado pelos baixos valores dos coeficientes de partigdo em
sistemas 1-octanol/solugdes aquosas.

Na temperatura de 50°C, a permeabilidade da membrana lipidica 8 BPA
foi aparentemente ainda menor. Isso pode ter ocorrido em decorréncia da
presenca do DMPE, que apresenta transigo de fases nessa temperatura (New,
1990), podendo ter alterado a estrutura da bicamada, dificultando a penetragio
da BPA.

Outro fator que pode ter contribuido para as baixas eficiéncias de
encapsulagdo € a distribuigdo de cargas da BPA. A Figura 17 ilustra as
mudangas que podem ocorrer na BPA em solugdes com diferentes valores de
pH, assumindo-se que o grupo hidroxila ndo se ionize. A pH menor que o
pKa;, do grupo carboxila (provavelmente em tormo de 2), o composto
apresentaria uma carga positiva devido a protonagio da amina. Em valores de
pH entre pKa, e pKa; (possivelmente em torno de 9), o composto apresentaria
uma carga liquida neutra, pois tanto o grupo carboxila como o amina estariam
ionizados. Em pHs maiores que pKa,, a BPA estaria negativamente carregada.
Assim, a baixa eficiéncia de encapsulagfo sugere que a membrana lipidica ndo
¢ permeavel ao composto neutro. A presenca do grupo hidroxila na BPA pode
também ter dirmnuido o acimulo deste composto nos lipossomas, por reduzir a
permeabilidade em bicamadas lipidicas, como observado por Nichols e

Deamer (1976) no encapsulamento ativo de catecolaminas.



Capitulo IV - Resultados e Discussdo 97

0 O 0O
W/ V Y/
H,C —CH ........C/ H,C —CH —C/ H;C —CH ---C/
| \oH | No | No
NH;* NH;" NH;
pKa, pKa;
— ——
- -
B B B
N PN N
HO OH HO OH HO OH

Figura 17 - Formas idnicas predominantes durante a titulagdo tedrica da BPA.
Para efeitos comparativos, os valores para pKa, e pKa, para o aminoacido
fenilalanina em solu¢do aquosa a 25°C sdo 2,2 e 9,3, respectivamente

(Dawson et al., 1986).

4.1.3. Encapsulamenio de CPA em Lipossomas

Incorporacdo Passiva - A encapsulagio passiva da CPA em lipossomas
extrudados contendo DSPC/DMPE/Col for testada utilizando-se uma razdo
molar inicial CPA lipidio igual a 50:7,5. Apdés a remogdo do material nio
encapsulado, uma razdo molar final de 1,58:3,8 foi obtida, para vesiculas com
didmetro médio de 97,7 nm. Embora a eficiéncia de encapsulagdo tenha sido
de apenas 6,5 %, o niimero de atomos de boro estimado por vesicula foi de
470.064. Considerando-se que toda a CPA estaria na forma soluvel no cerne
aquoso da vesicula, a concentragdo de CPA naquela regifio seria de 294 mM,
ou seja, praticamente 6 vezes maior que a concentracio utilizada durante a
etapa da hidratacdo. Este fato sugere que parte da CPA incorporada poderia

estar associada 2 membrana hipidica.
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imediatamente apds a remocdc do composto ndo encapsulado, os
lipossomas mostraram-se bastante instaveis, com aumento visive] da turbidez
da suspensio e formagdo de precipitado, o que resultou na perda de 23 % da
CPA originalmente encapsulada apos 3 dias de estocagem a 5°C. Resultados
semelhantes foram observados para lipossomas sonicados contendo CPA
encapsulada passivamente. Estes resultados sugerem que técnicas alternativas

de encapsulagdo devem ser utilizadas para a CPA.

Incorporagdo ativa em lipossomas sonicados - As Figuras 18 e 19
ilustram os efeitos das condigdes de incubagdo CPA/lipossomas no
encapsulamento ativo do composto de boro e no didmetro final das vesiculas
obtidas por sonicacdo, para razdes molares iniciais CPA/lipidio iguais a 0,4:2.

Como indicado na Figura 18, o encapsulamento foi relativamente
insensivel a mudangas nas condigfes de incubagdo. As razdes molares finais
CPA/lipidio variaram de 0,086 a 0,161 (equivalentes a eficiéncias de
encapsulagdo de 43 e 80,5 %, respectivamente). Os maiores valores foram
obtidos para incubagdes por maiores periodos, embora se tenha observado
agregacdo das vesiculas apos 1 hora de incubacio a 37 e 65°C (Figura 19).
Apds 2h de incubag@io, a agregacdo foi tdo extensa que possibilitou a
visualizagdo de flocos em suspensio. Desta forma, nos experimentos
posteriores, as incubagdes foram realizadas a 50°C por 30 minutos, 0 que
possibilitava elevada eficiéncia de encapsulagiio sem que houvesse agregagio
das vesiculas.

Estabelecidas as condigSes de incubagdo, avaliou-se o efeito de
variagdes na da razdo molar inicial droga/lipidio nas caracteristicas de
encapsulagdio da CPA. Os ensaios foram feitos tanto para lipossomas
convencionais {compostos por DSPC/DMPE/Col, a 40:20:40 mol%) como
para “stealth” (compostos por DSPC/DMPE/Col/DMPE-PEG, a 40:14:40:6
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Figura 18 - Efeito da variaciio do tempo ¢ da temperatura de incubagdo
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mol% ou por DSPC/DMPE/ Col/DMPE-PEG, a 40:8:40:12 mol%). Os
resultados estdo ilustrados nas Figuras 20, 21 e 22.

Para vesiculas convencionais, nota-se que a encapsulagdo de CPA €
mais sensivel a varia¢do da razdo inicial droga/lipidio que a alteragdes na
temperatura ou no tempo de incubagdo. O aumento nas razdes molares
CPA/lipidio de 0,11 a 0,35 implicou na elevagdo da eficiéncia de encapsulagdo
em até 181 nmol de CPA por mol de lipidio. Entretanto, para razdes molares
iniciais acima de 0,35, um equilibrio aparente ¢ alcanc¢ado, em torno de 160
nmol de CPA por mol de lipidio. Estes resultados indicam a existéncia de uma
satura¢@o no encapsulamento de CPA nos lipossomas e, consequentemente, a
eficiéncia de encapsulamento decai com o aumento das razdes molares inicials
CPA/hpidio. O didmetro das vesiculas sofreu aumentos de 3 a 32 % em
decorréncia da incubagdo com a CPA.

Os lipossomas contendo 6% de DMPE-PEG apresentaram um
comportamento distinto do obtido com lipossomas convencionais. Para uma
razio molar inicial droga/lipidio igual a 0,11, a incorporagio de CPA é
praticamente completa, resultando em elevada eficiéncia de encapsulagdo. No
entanto, a concentracdo da CPA associada aos lipossomas decresce bastante
para razdes molares iniciais at¢ 0,35, possivelmente devido a rearranjos na
bicamada lipidica. Acima deste valor, as razdes molares finais droga/lipidio
aumentam novamente, alcancando um méaximo na razdo molar inicial de 1,56,
onde praticamente se estabilizam. Nestas condi¢Oes, a encapsulagdo de CPA
em lipossomas com esta propor¢do de DMPE-PEG ¢ proxima da obtida para
vesiculas convencionais, embora a eficiéncia de encapsulagdo ndo ultrapasse o
valor de 10 %. Os lipossomas contendo 6% em DMPE-PEG, antes da
mcubagdo com a CPA, apresentaram um didmetro médio de 98,2 nm, ou seja,
28,3 nm maiores que as veiculas convencionais. Isto pode ser facilmente

explicado pela presenga das cadeias de polietileno glicol. Apds a incubago,
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Figura 20 - Efeito da razdo molar inicial CPA/lipidio na razio molar final
CPA/lipidio para vesiculas convencionais e “stealth” incubadas a 50°C, por 30

minutos, em presenga de CPA.



Capituio IV - Resultados e Discusséio 103

100
- |4 —=— Lipossomas Convencionais
2 —— 6% PEG-Lipossomas
‘;’ 80 ~r 12% PEG-Lipossomas
e ‘
g |
=
E [
£ 60
= i
>
=]
[-*] 48 Y B
= [
o i S
< 20 - =N
s N a—
W L TN =
_J - W_‘—jf“”_*——""“———r—-uk‘
0 ; b T s A R SN SN A S ;
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Razdo Molar Inicial CPA/Lipidio

Figura 21 - Efeito da razio molar inicial CPA/lipidio na eficiéncia de
encapsulagdo de CPA em vesiculas convencionais e “stealth” incubadas a

50°C, por 30 minutos, em presenca do composto de boro.



Capitulo IV - Resultados e Discusséio 104

180
. ——*— Lipossomas Convencionais
~=~ 6% PEG-Lipossomas
——— 12% PEG-Lipossomas
= - a
— ~ “‘t" d ™~
o _
B 120 |
=] ey
b . kY
2 Sk,
<§ E = o \“E‘mm_u—_é;j“‘”‘"-ﬁ —— T [
o e
2 o0 e
= _,/‘/ \“‘\_‘f-.\
P e S
s = T
69 — R S - T B L
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Razao Molar Inicial CPA/Lipidio
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hidrodindmico final de vesiculas convencionais e “stealth” incubadas a 50°C,

por 30 minutos, em presenca de CPA.
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essas vesiculas tiveram seus didmetros aumentados de 14 a 49%, em
decorréncia da incorporagdo da CPA.

Lipossomas contendo 12% DMPE-PEG em sua composigdo
apresentaram razdes molares finais CPA/lipidic muito menores que 0s
sistemas anteriormente descritos. Nesse caso, o encapsulamento maximo foi de
50 nmol de CPA por mol de lipidio, cerca de 2 a 3 vezes menor que oS
maximos obtidos para os outros sistemas. Ao longo de toda a faixa de razdes
molares 1niciais CPA/lhipidio, as eficiéncias de encapsulag@o foram reduzidas.
Antes da incubacido com a CPA, o didmetro médio das vesiculas contendo
12% DMPE-PEG era de 98,8 nm, comparavel ao das vesiculas contendo 6%
DMPE-PEG (98,2 nm), ¢ 28,9 nm, maiores que o dos lipossomas
convencionais. Apos a incubacdo, os lipossomas com 12% DMPE-PEG
tiveram seus didmetros aumentados no maximo em 7%, o que ¢ consistente
com o fato de que uma menor quantidade de CPA foi encapsulada nestas
vesiculas em comparagdo com 0s outros sistemas.

Como observado anteriormente, as vesiculas convencionais puderam
mcorporar CPA de maneira mais eficiente, resultando em maiores razdes
molares finais CPA/lipidios. Entretanto, como as vesiculas contendo 6 % de
DMPE-PEG apresentaram maiores didmetros, o niimero de moléculas de CPA
e, conseqiientemente o numero de atomos de boro associados por vesicula se
equiparou ou mesmo superou o valor obtido para vesiculas convencionais a
razdes molares iniciais de 0,11 e acima de 1,1, como se pode observar na
Figura 23. Embora os didmetros finais das vesiculas contendo 12 % de DMPE-
PEG fossem maiores que os medidos para as vesiculas convencionais, a razdo
molar final foi, neste caso, reduzida, o que conduziu a baixos valores de
nameros de atomos de boro encapsulados por lipossoma.

Estes resultados sugerem ser possivel o emprego terapéutico de

hipossomas “stealth” contendo 6% de DMPE-PEG ao mvés de vesiculas
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Figura 23 - Efeito da razdo molar inicial CPA/lipidio no ntmero de atomos de
boro encapsulados em vesiculas convencionais ¢ “stealth” incubadas a 50°C,

por 30 minutos, em presenga de CPA.
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convencionais, sem uma perda substancial com relagiio ao encapsulamento
especifico da CPA. Pode-se, por exemplo, calcular o namero tedrico de

vesiculas que deveriam ser administradas no tratamento de um paciente com

, 10
um tumor pesando cerca de 1 g, por exemplo. A concentragdo mimima de B

necessaria para o tratamento efetivo é, de acordo com Hawthorne (1993),

proxima de 30 ug de “B por grama de tumor, se o B estiver ligado as
paredes celulares. Com base nos dados experimentais obtidos, uma suspensido
de lipossomas com 6% de DMPE-PEG em sua formulagdo apresentando
didmetros médios de 120 nm e concentragdes finais de lipidios ¢ de CPA
iguais a 1.5 mM e 0,15 mM, respectivamente, teria cerca de 150.000 atomos
de boro encapsulados por vesicula. A concentragdo de vesiculas em solugdo,
estimada a partir da concentragdo total de lipidios, do didmetro das vesiculas e
dos valores de area ocupada por molécula de lipidio seria de cerca de 6*1012
hipossomas/ml, significando que uma dose contendo 2 mt de suspensfo seria
suficiente para proceder o tratamento, se todos os lipossomas se acumulassem

especificamente no tumor.

4.1.4. Estabilidade de Lipossomas Sonicados Contendo CPA em Solugdes de
CrEs

A avaliagio da estabilidade dos lipossomas em solugdes de tensoativos
ndo-i6nicos pode indicar o provavel comportamento das vesiculas quando
expostas a fluidos fisiologicos, como por exemplo, o sangue. A adi¢do de
baixas concentragdes de agentes com atividade superficial a dispersdes de
lipossomas pode afetar profundamente a membrana lipidica das vesiculas,
provocando variagdes na turbidez da solugdo. Desta forma, a avaliagdo da

absorbancia apds a adicdo do tensoativo refletirda a estabilidade dos
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lipossomas. A absorbancia normalizada em equilibrio, definida como (A-
Ao0)/ Ao, onde A ¢ a absorbancia a diferentes concentra¢des de tensoativo e Ao
¢ a absorbancia na concentragio de tensoativo igual a zero, pode ser plotada
contra o percentual de tensoativo, definido como o nimero de moles de
tensoativo dividido pelo total da soma do niimero de moles de tensoativo e de
lipidios.

Os resultados comparativos obtidos para lipossomas convencionais e
“stealth” sonicados contendo ou ndo CPA ativamente encapsulada expostos ao
tensoativo C;;Es sdo 1lustrados na Figura 24, No caso de lipossomas com CPA
encapsulada, o composto estava presente na razdo de 0,085 mol CPA/mol
lipidio para vesiculas convencionais, de 0,041 mol CPA/mol lipidio para
lipossomas contendo 12%DMPE-PEG e de 0,160 mol CPA/mol lipidio para
lipossomas contendo 6% DMPE-PEG.

Pode-se observar que as vesiculas convencionais e “stealth” contendo
ou ndo CPA apresentaram modificagdes em suas absorbdncias apos a
exposigdo ao C,E;. Para os lipossomas convencionais, as variagdes na
absorbéncia seguiram o padrdo classico de trés estagios descrito para a
solubilizagdo de vesiculas por tensoativos (Edwards e Almgren, 1990)
mencionado no capitulo 2 deste trabatho.

A absorbdncia normalizada dos lipossomas convencionais sem CPA
alcangou um maximo de 2,5 a 75% de tensoativo, ao passo que vesiculas
convencionais com CPA apresentaram um aumento maximo de 12 a 45% de
tensoativo. Este valor manteve-se constante até 60% de C,Es, e a partir deste
portito, as absorbancias diminuiram com a adi¢do do tensoativo.

O tipo de interagdo obtido para lipossomas “stealth” difere do
observado para lipossomas convencionais que, quando contém CPA
encapsulada s@o bastante instaveis. As varia¢Bes em absorbancia foram bem

menores para lipossomas contendo PEG, indicando a maior estabilidade destas
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vesiculas. Lipossomas contendo 12%PEG e CPA comportaram-se de manetra
semelhante aos lipossomas “stealth” sem o composto de boro, possivelmente
devido a baixa concentragdo de CPA na amostra e ao eficiente recobrimento
protetor fornecido pelas cadeias de polietileno glicol. Lipossomas contendo
6%PEG sem CPA comportaram-se similarmente aos lipossomas contendo
12%PEG, no entanto a adi¢do de CPA a estes lipossomas fez com que o sen
comportamento se assemelhasse ao de lipossomas convencionais ndo contendo
CPA encapsulada, embora maiores concentragdes de C),Es sejam necessaras
para alterar as absorbancias. Portanto, a estabilidade destas vesiculas ¢ maior
que a dos lipossomas convencionais com CPA.

A partir desses resultados, supde-se que durante a encapsulacdo a CPA
localize-se preferencialmente na membrana lipidica. A solubilidade da CPA na
membrana lipidica é possivelmente afetada por restrigdes geométricas, devido
ao espago disponivel limitado e & orientagdo fixa dos constituintes da
bicamada. Se toda a CPA estivesse acumulada na regido aquosa interna da
vesicula, haveria apenas a liberagdo do composto encapsulado de acordo com
o aumento da concentragfio de tensoativo. Essa liberagio ndo implicaria em
aumentos de absorbancia no comprimento de onda monitorado durante o
ensaio pois a CPA nio apresenta absorgio de luz mensurdvel a 340 nm, nas
concentragdes utilizadas no experimento. Essa consideracdo ¢ também
confirmada quando se avalia dados da incubagdo de CPA com vesiculas em
diferentes razdes molares iniciais CPA/lipidio. Em todos os casos, obtém-se
um encapsulamento maximo bem definido. Estes maximos podem resultar do
acomodamento de um numerc maximo de moléculas de CPA dentro da
bicamada lipidica, dependendo tanto da composi¢do em lipidios como da
presenca das cadeias externas de PEG, que tendeniam a reduzir a
permeabilidade da membrana 4 CPA por impedimento estérico. A avaliagdo

dos resultados da determinagdo dos coeficientes de partigdo da CPA no
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sistema 1-octanol/solugiio tampido a pH 7.5, que resultou em um actmulo
praticamente total da CPA na fase organica, também confirma a localizagdo
preferencial da CPA na membrana lipidica.

Pode-se entdo sugerir que quando lipossomas “stealth” ¢ convencionais
contendo CPA sdo expostos ao tensoativo Ci;Es, o composto de boro
provavelmente desorganiza o padrio de empacotamento dos lipidios na
bicamada.

Possivelmente, a baixas concentragdes de Ci,Es as moléculas de
tensoativo ndo conseguiriam penetrar significantemente na bicamada. A
concentragdes suficientemente altas, o acomodamento de algumas poucas
moléculas de C);Es ja levaria a uma grande desestabilizagdo da bicamada,
tanto pelo aparecimento de buracos na membrana lipossémica, abrindo ainda
mais espago para a entrada de novas moléculas de tensoativo, como pela
agregacdo dos lipossomas. Este processo de agregagdo poderia ocorrer tanto

com os lipossomas convencionais como com os “stealth”.

4.1.5. Estabilidade de Lipossomas Convencionais Estocados a 5°C

O estudo da estabilidade de sistemas de lipossomas contendo
compostos terap€uticos encapsulados ¢ de grande importdncia do ponto de
vista de estocagem do produto para aplicagSes farmacologicas. Os lipossomas
podem ser instaveis devido a fatores fisicos ou quimicos. A instabilidade fisica
estd normalmente associada & liberagdo indesejada da droga, enquanto a
integridade quimica relaciona-se a degradagdo da droga ou dos lipidios. Os
resultados obtidos nos testes de solubilizago de lipossomas convencionais
contendo CPA com o tensoativo C;,Es indicaram uma certa instabilidade do
sistema, a qgunal pode ser examinada pelo monitoramento de possiveis

modificagdes estruturais ¢ da reten¢do de CPA encapsulada com o tempo de
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estocagem. Estas varidveis podem ser avaliadas, respectivamente, pela medida
dos didmetros médios das vesiculas e das razdes molares finais droga/lipidio
apés a remogdo da droga liberada dos lipossomas por cromatografia de
permeagdo em gel.

Os resuitados obtidos no estudo da estabilidade de lipossomas contendo
CPA encapsulada a uma razio inicial CPA/lipidio de 0,56 podem ser avaliados
nas Figuras 25 e 26. Os lipossomas foram estocados a 5°C, suspensos na
solugdo tampédo em que foram preparados.

Pode-se observar que ocorreram aumentos nos didmetros de vesicula de
69,4 para 108,9 nm, o que sugere que houve re-estuturagdo ou talvez
agregac¢do dos lipossomas com o passar do tempo.

As razdes molares CPA/lpidio apresentaram um comportamento
oscilante, onde nota-se que praticamente 60% da CPA ¢ hberada dos
Iipossomas na primeiras 24 horas de estocagem. A partir do segundo dia
ocorreu uma re-associagdo do composto de boro liberado com os lipossomas, o
que levou a um aumento da razdo CPA/lipidio até niveis proximos ao obtido
imediatamente apdés o encapsulamento. A partir do décimo sexto dia, a
concentragido de CPA associada aos lipossomas caiu novamente € apenas cerca
de 50% da droga permaneceu encapsulada.

Tais resultados indicam que a concentragdo final de CPA nos
lipossomas imediatamente apds a encapsulagdo ¢é provavelmente muito
elevada. Se grande parte da CPA se particiona entre a membrana e o meio
aquoso interno, o numero de moléculas de lipidio presentes na bicamada pode
ndo ser suficiente para manter a estrutura do lipossomas, havendo a
necessidade de re-estruturagfo das vesiculas ao longo do tempo, com a
possivel expulsdo de algumas moléculas de CPA.

Assim, se toda a CPA estivesse localizada na membrana lipidica, cerca

de 17% desta estaria ocupada pela CPA, o que poderia ser suficiente para
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Figura 25 - Variagdes no didmetro hidrodinadmico de lipossomas convencionais
contendo uma razdo molar final CPA/lipidio de 0,17 e uma concentragio de
lipidios de 1,04 mM com o tempo de estocagem a 5°C. Os lipossomas foram
incubados a uma razio molar inicial CPA/lipidio de 0,56, por 30 minutos a

50°C.
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Figura 26 - VariagBes na razdo molar final CPA/lipidio apos a remogdo da
CPA hiberada com o tempo de estocagem a 5°C para lipossomas convencionais
contendo inicialmente uma razio molar CPA/lipidio de 0,17 e uma
concentragdo de lipidios de 1,04 mM. Os lipossomas foram incubados com a

CPA a uma razdo molar micial CPA/lipidio de 0,56, por 30 minutos a 50°C.
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desestrutura-la. A elevada liberagdio do composto de boro sugere que a redugio
do numero de moléculas de CPA inicialmente encapsuladas e o aumento do
nimero de moléculas de hipidio por vesicula pode diminuir ou mesmo eliminar
este problema.

A redugdo do nimero de moléculas de CPA encapsuladas inicialmente
pode ser obtida utilizando-se razbes molares iniciais droga/lipidio menores que
0,17, enquanto que o numero de moléculas de lipidio por vesicula pode ser
aumentado pelo aumento do didmetro dos lipossomas.

A estocagem de lipossomas incubados a razdes molares inicials
CPA/lipidio iguais a 0,05 ¢ a 0,11 por um més a 5°C resultou em um aumento
no didmetro de 6 nm para o primeiro caso ¢ na diminui¢do de 1 nm para o
segundo. Tais variagdes sdo pouco significativas quando comparadas com o
sistema incubado a uma razdo molar inicial de 0,56, onde foi observado um
aumento de 39,5 nm apds 32 dias de estocagem nas mesmas condigdes,
indicando de fato maior estabilidade estrutural para sistemas incubados a

menores razdes molares iniciais.

4.1.6. Encapsulamento Ativo de CPA em Lipossomas Convencionais

Extrudados

Como mencionado anteriormente, o uso de vesiculas com didmetros
maiores que 60 a 70 nm pode ser vantajoso na incorporagdo da CPA do ponto
de vista da estabilidade. Os resultados da encapsulagdo ativa de CPA em
lipossomas extrudados com didmetros iniciais de 101 nm podem ser
observados na Figuras 27 ¢ 28. Neste conjunto de experimentos, as variagdes
de pH no cermne aquoso da vesicula foram também monitoradas imediatamente
apos a remogdo da CPA nio encapsulada e os resultados estdo ilustrados na

Figura 29.
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Figura 27 - Efeito da razdo molar inicial CPA/lipidio na razfio molar final
CPA/lipidio para vesiculas convencionais obtidas por extrusio e incubadas a

50°C, por 30 minutos, em presenca da CPA.
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Figura 28 - Efeito da razio molar inicial CPA/lipidio no didmetro
hidrodindmico final de vesiculas convencionais obtidas por extrusio e

incubadas a 50°C, por 30 minutos em presenca de CPA.
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Figura 29 - Efeito da razdo molar micial CPA/lipidio no gradiente de pH de
vesiculas convencionais obtidas por extrusio e incubadas a 50°C, por 30

minutos, em presenca de CPA.
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Assim como para lipossomas sonicados apresentando didmetros finais
de cerca de 70 nm, as razes molares finais CPA/lipidio aumentaramn com o
aumento das razdes molares iniciais para lipossomas extrudados. No entanto,
as eficiéncias de encapsulagdo foram menores para as vesiculas extrudadas.
Possivelmente, lipossomas com menores didmetros tém uma maior tendéncia
de acomodar moléculas de CPA, como uma maneira de aliviar a tensdo
originada pela maior curvatura da membrana lipidica. Nestes experimentos, 0s
didmetros médios de vesicula permaneceram aproximadamente constantes,
devido a reduzida incorporacdo de CPA.

Os gradientes de pH, medidos para vesiculas sem CPA como iguais a
3,22, apresentam boa concorddncia com o valor previamente estabelecido de
3,5 umidades. Como pode ser observado na Figura 29, ap6s a incorporagio de
CPA os gradientes de pH diminuiram com o aumento das razdes molares
inicials CPA/lipidio utilizadas na imcubagdo, como conseqiiéncia da remogéo
dos ions H'. Esse comportamento € equivalente ao observado para a
incorporagdo ativa de diversas aminas lipofilicas em lipossomas (Madden et
al., 1990; Mayer et al., 1990).

O aumento imediato no pH interno pode ser parcialmente devido ao
reprotonamento da CPA no interior da vesicula, bem como a um aumento na
permeabilidade da bicamada lipidica a ions causada pela incorporagido de

algumas moléculas de CPA na membrana, alterando seu arranjo estrutural.

4.1.7. Estabilidade de Lipossomas Extrudados Contendo CPA

As Figuras 30 e 31 mostram os resultados da estocagem a 5°C de
lipossomas obtidos por extrusdo e incubados com CPA a wma razio molar
inicial CPA/lipidio de 0.44:4. No periodo de 24 horas apos a incorporagdo,

menos que 30 % da CPA foi hiberada, sendo que este valor permaneceu
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Figura 30 - Variagdes na razdo molar final CPA/lipidio apés a remogio da
CPA liberada com o tempo de estocagem a 5°C para lipossomas convencionais
extrudados apresentando inicialmente uma razdo molar CPA/lipidio de 0,107.
Os lipossomas foram incubados com a CPA a uma razdo molar inicial

CPA/lipidio de 0,11, por 30 minutos a 50°C.
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Figura 31 - Variagdes no didmetro hidrodinamico de lipossomas convencionais
extrudados (contendo uma razdo molar final CPA/lipidio de 0,107) com o
tempo de estocagem a 5°C. Os hipossomas foram incubados a uma razdo molar

inictal CPA/lipidio de 0,11, por 30 minutos a 50°C.,
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praticamente constante ao longo de um més. Estes resultados indicam que a
retengdo de gradientes de pH maiores que 2 unidades apés o encapsulamento ¢
suficiente para reduzir a hiberagdo do composto encapsulado. O didmetro
médio das vesiculas também apresentou pouca variagdo, sugerindo que este
sistema € potencialmente mais estavel que o obtido com lipossomas sonicados.

Como os lipossomas extrudados possibilitaram a reten¢o estavel de
CPA em seu interior por até 30 dias, avaliou-se se estas vesiculas também
apresentariam maior estabilidade em solugdes contendo o tensoativo nao-
i6nico C,Es que lipossomas sonicados. A Figura 32 ilustra os resultados
obtidos, onde se utilizou, além de vesiculas extrudadas encapsulando CPA,
vesiculas sem este composto de boro, também preparadas por extrusio e
apresentando a mesma composi¢do em lipidios. Pode-se observar que estas
vesiculas praticamente nfo foram afetadas pela presenga da CPA, pois as
curvas de variagdo de absorbancia quase que se sobrepdem ao longo de toda a
faixa de concentragdo do Ci;Es. Embora as variagdes de absorbancia tenham
sido um pouco maiores que as observadas para vesiculas convencionais
sonicadas sem o composto de boro (Figura 24), estas variagdes sio pequenas
quando comparadas as obtidas para vesiculas sonicadas encapsulando CPA,

indicando, mais uma vez, maior estabilidade para os lipossomas extrudados.

4.2. Preparacie e Caracterizacio de Lipossomas Encapsulando

Doxorrubicina

4.2.1. Encapsulamente de Doxorrubicina em Lipossomas Sonicados

Compostos por DSPC/DMPE/Col

A mcorporagdo de DOX ¢ descrita na literatura para vesiculas
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apresentando diversas composi¢des distintas e em diferentes condigdes de
incubac¢do droga/lipossomas (Mayer et al., 1986; Mayer et al. 1989; Storm et
al., 1989; Goren et al.,, 1990; Mayer et al., 1990; Madden et al, 1990;
Horowitz et al., 1992; Haran et al., 1993; Mayer et al., 1993; Vaage et al.,
1994; Uyama et al., 1994). Um grande namero de autores sugere o uso de
técnicas de Incorporagdo ativa para o encapsulamento eficiente deste
composto. Segundo Mayer et al. (1986), pode-se encapsular DOX ativamente
em vesiculas de fosfatidilcolina de ovo apresentando um gradiente de pH de
2,9 unidades tanto a 20 como a 37°C, sendo que a 37°C o processo ¢ mais
rapido. A eficiéncia de encapsulamento pode chegar a 100 % por periodos de
incubagdo de apenas 5 a 10 minutos a uma temperatura de 60°C, se se utilizar
vesiculas apresentando um gradiente de pH de 3.8 unidades (Mayer et al,,
1990).

Assim, optou-se pela técnica de incorporagdo ativa para o
encapsulamento da DOX em lipossomas. Como nos experimentos preliminares
ainda ndo se havia estabelecido se o encapsulamento da DOX deveria ser feito
antes ou apos o acoplamento dos anticorpos na superficie dos lipossomas,
avaliou-se o efeito da variacfo das condigSes de incubagfo na eficiéncia de
incorporagdo da droga em lipossomas compostos por DSPC/DMPE/Col.
Vesiculas com esta composigdo podem ser facilmente convertidas a
mmunolipossomas através da ligacdo covalente dos grupamentos amina do
DMPE com os residuos OH de glicoproteinas.

A Tabela 4 ilustra os resultados obtidos para a incubagiio de DOX em
lipossomas sonicados com didmetro médio em torno de 70 nm a uma razdo
molar inicial droga/lipidio constante e igual a 0,25, utilizando varias condi¢des
de incubagio distintas.

Como se pode observar, a 25°C ¢ encapsulamento da DOX ¢ pouco
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significativo, mesmo para periodos de incubag@o de 30 minutos. A 37°C, no
entanto, o encapsulamento passa a ser expressivo, aumentando até 80 % com a
elevagdo do tempo de incubagio. Nesta temperatura, incubagdes por intervalos
maiores que 60 min resultaram em visivel agregacdo dos lipossomas (resultado
n#o incluido na Tabela 4). Assim como para as vesiculas utilizadas por Mayer
et al. (1990), a eficiéncia de encapsulagdo de DOX a 60°C por apenas 10
minutos foi bastante elevada, suplantando o maior valor obtido para a
incubagdo a 37°C. Essas condigdes experimentais foram adotadas nos ensaios
posteriores. Uma desvantagem do uso da temperatura de 60°C ¢ que,
necessariamente, a encapsulagdo da DOX deve preceder o acoplamento de
anticorpos aos lipossomas, pois a exposi¢do dos imunolipossomas a esta
temperatura poderia causar a desnaturacdo das proteinas, alterando as

caracteristicas do anticorpo.

Tabela 4 - Efeito das condigdes de incubagdo no encapsulamento ativo de

DOX em lipossomas sonicados compostos por DSPC/DMPE/Col.

Temperatura (°C) Tempo (min) Eficiéncia de Encapsulagdo (%)
25 10 3.1
30 3,3
10 14.8
37 30 64,8
60 80.0

60 10 95,0
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Em geral, a incorporagdo ativa de aminas lipofilicas em lipossomas ¢
também dependente da razdo molar inicial droga/lipidio uvtilizada durante a
incubagdo. O aciumulo do composto terapéutico nos lipossomas além de um
valor critico especifico para cada sistema pode levar & diminui¢do da
capacidade tamponante da solugdio presente no cerne aquoso da vesicula,
provocando uma redug@o no gradiente de pH ¢ uma conseqiiente queda na
eficiéncia de encapsulamento. Este fato foi verificado através de experimentos
onde se variou a concentragdo imicial de DOX adicionada a mistura,
mantendo-se a concentragdo de lipidios constante. Os resultados obtidos
podem ser avaliados nas Figuras 33 e 34 para lipossomas apresentando
diametros médios variando de 60 a 70 nm.

Pode-se observar que ocorreu um aumento linear da razdo molar
droga/lipidio final com a elevacdo da razfo molar inicial na faixa de 0,11 a
0,6. Nessas condigdes, obteve-se eficiéncias de encapsulagiio superiores a
90 %. Para razdes molares iniciais superiores a 0,6, ocorren um decréscimo
significativo na eficiéncia de encapsulagdo, uma vez que se alcangou um
patamar nas razdes molares finais obtidas.

Este patamar indicou a obtengdo de uma incorporago maxima nestas
vesiculas, provavelmente decorrente da redugio do namero de proétons
disponiveis no cerne aquoso da vesicula, causada pela reprotonagdo das
moléculas de DOX que se acumularam no interior do lipossoma. A
mcorporagdo maxima de DOX nestes lipossomas foi estimada em cerca de
32.000 moléculas de droga por vesicuia, como ilustrado na Figura 35,

O comportamento ¢ comparavel ao observado por Mayer et al. (1990)
para o encapsulamento da mesma droga em lipossomas, embora os valores
provenientes dos experimentos aqui descritos sejam um pouco menores. Os
autores mencionados relatam a obtengfio de uma razdo molar droga/lipidio

maxima igual a 1. Este fato pode ser facilmente explicado pela diferenca nos
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DSPC/DMPE/Col foram incubados com a droga por 10 minutos a 60°C.



Capitulo IV - Resultados e Discussdo 130

tamanhos de vesicula. Mayer et al. (1990) utilizaram vesiculas com didmetro
médio de 175 nm, o que resulta em maior volume e melhor capacidade
tamponante no interior dos lipossomas. Além disto, a composi¢ido das
vesiculas utilizadas também apresenta diferengas (fosfatidilcolina de
ovo/colesterol), o que pode ter acarretado em alteragGes nas propriedades da

meinbrana lipidica, principalmente no tocante a permeabilidade.

4.2.2. Estabilidade a Estocagem de Lipossomas Sonicados Compostos por

DSPC/DMPE/Col Encapsulando Doxerrubicina

Um aspecto importante da liberagdo de drogas mediada por lipossomas
¢ a capacidade de se manter o composto terapéutico no interior da vesicula até
gue a célula-alvo seja atingida. O uso da técnica de incorporagdo ativa auxilia
na manutengdo do encapsulamento, mas nfo previne a eventual liberagdo nédo
controlada da droga. A liberagio ndo intencional da droga encapsulada pode
ocorrer tanto durante a estocagem como apos o contato das vesiculas com o
ambiente fisiolégico.

O comportamento de vesiculas de DSPC/DMPE/Col encapsulando
DOX fo1 avaliado, entdo, a duas temperaturas distintas por 30 dias. O estudo
da estabilidade durante a estocagem foi conduzido a 4°C, enquanto que o
efeito da exposigdo dos lipossomas a temperaturas fisiologicas foi examinado
a 37°C. As razdes molares iniciais DOX/lipidio foram de 0,32 para a amostra
estocada a 4°C e de 0.55 para a amostra submetida a 37°C. Utilizando-se a
técnica de Mayer et al. (1990) para a determinagédo da concentragio de DOX
externa aos lipossomas, descrita em detalhes na se¢do 3.2.8 do capitulo de
Materiais e Métodos, avaliou-se periodicamente aliquotas de ambas as
amostras. Os resultados estdo ilustrados na Figura 36, em termos do percentual

de droga liberada.
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Figura 36 - Efeito da temperatura e do tempo de estocagem na estabilidade de
vesiculas sonicadas de DSPC/DMPE/Col contendo doxorrubicina. Os

lipossomas foram incubados com a DOX a 60°C, por 10 minutos.
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Pode-se observar que ao longo de um més a 4°C ocorreu uma perda de
menos de 10 % do total da droga encapsulada, enquanto que a temperatura de
37°C resultou na hberacio de até 20 % da DOX incorporada. A estocagem a
4°C por mais 30 dias (em um total de 2 meses) resultou na liberagdo de apenas
11 % da droga originalmente encapsulada, indicando que esta temperatura
propiciaria uma estocagem considerada como satisfatoria. Na temperatura mais
elevada, a maior parte da liberagfio ocorreu nos cinco primeiros dias apds a
encapsulagdo, enquanto a 4°C este processo foi bem mais lento, levando cerca
de 15 dias. Esta diferenca nas taxas de liberagdo pode ter sido causada por um
aumento na permeabilidade da membrana do lipossoma com o aumento da
temperatura. Outro motivo provavel seria a maior razdo molar inicial
droga/lipidio das vesiculas estocadas a 37°C. Segundo Mayer et al. (1990),
com o encapsulamento de concentragdes elevadas de DOX, ocorre uma
conseqiiente diminui¢do no gradiente de pH, resultando no aumento da
concentragdo interna de droga na forma neutra (n3o protonada), a4 qual a

membrana lipidica ¢ mais permeavel.

4.2.3. Encapsulamento de Doxorrubicina em Lipossomas Sonicados

Compostos por DPPC/Col/MPB-PE

Variagbes no tipo e proporgdo de lipidios utilizados no preparo de
lipossomas podem afetar varidveis como a taxa de encapsulamento de um
composto de interesse, a concentragdo maxima deste composto nos lipossomas
e o pH interno das vesiculas.

Lipossomas compostos por DPPC/Col/MPB-PE podem ser utilizados
para se obter uma ligagdo covalente bastante estavel entre os residuos

maleimida dos lipossomas e os grupamentos tiol de anticorpos (Hashimoto et
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al., 1983; Martin e Papahadjopoulos, 1982). Entretanto, a presenga de MPB-
PE pode interferir na incorporagio ativa de DOX, diminuindo a taxa de
encapsulagdo (Allen et al, 1995). Este fato deve-se tanto ao carater
hidrofébico do grupo fenilbutirato do MPB-PE quanto a carga resultante
negativa deste lipidio. Ambos os motivos tenderiam a retardar o
encapsulamento, por possibilitarem interagdes da DOX com o lipidio,
impedindo o acumulo deste composto no interior das vesiculas.

Este comportamento foi avaliado experimentalmente utilizando-se
lipossomas contendo percentuais molares de MPB-PE 1 a 5,2 %. A adigéo de
DOX a lipossomas sonicados com 5,2 % de MBP-PE conduziu a imediata
agregacdo e precipitagdo das vesiculas incubadas a 60°C, com a formagdo de
flocos visiveis a olho nu. A incubagdo de DOX a 60°C por periodos de até 30
minutos com lipossomas sonicados contendo 2,5 % em MPB-PE n#o resuitou
na formacgio visivel de flocos, mas em agregados de menores dimensdes que
ficaram retidos no topo da coluna de dessalinizagdo utilizada para a remogéo
da droga ndo encapsulada. Neste caso, recuperou-se apenas cerca de 35 % dos
lipossomas inicialmente injetados na coluna.

O uso de vesiculas sonicadas contendo apenas ! % em MPB-PE
resultou no encapsulamento de DOX sem a associagdo de processos
agregativos. Entretanto, a eficiéncia de encapsulagdo obtida para estas
vesiculas (13%), incubadas a uma razdo molar inicial DOX/lipidio de 1.6, foi
bem menor que o valor normalmente observado para vesiculas sonicadas
compostas por DSPC/DMPE/Col (em torno de 40%) incubadas com DOX na
mesma razdo molar inicial, mesmo extendendo-se os periodos de incubagio
por até 30 mmutos. Os lipossomas com 1 % de MPB-PE apresentaram uma
razdo molar final maxima de 0,22, a qual é quase trés veses menor que a

obtida para os lipossomas contendo DSPC/DMPE/Col (em torno de 0,6).
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Esta observagdo experimental sugeriu a utihizagdo de lipossomas com
maiores didmetros, capazes de incorporar um maior nimero de moléculas de
droga por vesicula. Além disto, lipossomas com maiores didmetros levariam a
um maior nimero de MBP-PE por vesicula disponiveis para a ligacdo com
anticorpos, possibilitando a ligacdo de um maior nimero de anticorpos por
lipossoma. O uso de tempos de incubagfo mais longos poderia também

conduzir a encapsulamentos mais eficientes da droga nos lipossomas.

4.2.4. Encapsulamento de Doxorrubicina em Lipossomas Extrudados

Compostos por DPPC/Col/MPB-PE

Seguindo as indicagbes dos experimentos descritos no item anterior,
avaliou-se o uso de lipossomas extrudados com didmetros em torno de 100 nm
e de tempos de incubagdo mais longos. Para tal, vesiculas extrudadas contendo
1 % de MPB-PE foram incubadas com DOX a uma razio molar inicial
droga/lipidio de 1,6. O encapsulamento resultou em uma razdo molar final de
0,5, ou seja, duas vezes maior que o valor obtido para vesiculas sonicadas
contendo 1 % de MPB-PE.

A fim de se assegurar que o encapsulamento de DOX nas vesiculas
extrudadas pudesse ser comparavel ao obtido para vesiculas sonicadas de
DSPC/DMPE/Col, avaliou-se o efeito do aumento do tempo de incubagdo
DOX/lipossomas de 10 para 30 minutos, a uma razio molar inicial de 0,81. A
incubagdo mais longa resultou em um aumento na eficiéncia de encapsulagdo
de 49 para 58 %, o que implicou em cerca de 20 % a mais de moléculas de
DOX encapsuladas por vesicula. Desta forma, tempos de incubagdo de 30
minutos foram adotados nos experimentos subsegiientes, onde se avaliou o
eferto da razdo molar micial droga/lipidio na eficiéncia de encapsulagdo da

DOX em lipossomas extrudados. Os resultados podem ser observados nas
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Figuras 37, 38 e 39.

As razdes molares droga/lipidio finais e as eficiéncias de encapulagéo
foram comparaveis as obtidas para vesiculas de DSPC/DMPE/Col sonicadas.
Entretanto, o nimero maximo de moléculas associadas por lipossoma foi o
dobro, uma vez que o volume aquoso interno das vesiculas extrudadas ¢ cerca
de 3,7 vezes maior que o dos lipossomas sonicados, assumindo-se que a
espessura da bicamada lipidica seja de cerca de 40 A para ambos os casos.

Estes lipossomas apresentaram elevada estabilidade de estocagem a
4°C, perdendo, no periodo de um més, menos que 5 % da droga originalmente

encapsulada.

4.2.5. Acoplamento de Anticorpos do Tipo IgG a Lipossomas

Em testes preliminares, utilizou-se IgG2a extraida de camundongos
para a avaliagdo da eficiéncia de acoplamento de imunoglobulinas G a
lipossomas compostos por DSPC/DMPE/Col pela técnica do periodato.

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos para lipossomas nfo
encapsulando DOX anteriormente ao acoplamento, bem como para lipossomas
contendo esta droga. Pode-se observar que o niimero de anticorpos ligados por
lipossoma fot bastante reduzido em todos os casos, ndo ultrapassando duas
moléculas por vesicula. Entretanto, aumentos nas razdes molares iniciais
IgG/hipidio conduziram a um aumento no numero de anticorpos ligados por
vesicula. A presenca de DOX nos lipossomas aparentemente reduziu ainda
mais o numero de anticorpos ligados.

O monitoramento da concentragdo de DOX nos lipossomas mostrou
que a droga encapsulada permaneceu no interior das vesiculas, indicando que a
presenga dos reagentes nfoc causou um aumento na permeabilidade da

membrana lipidica &8 DOX. Por outro lado, a incubacio de lipossomas
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droga/lipidio em vesiculas extrudadas compostas de DPPC/Col/MPB-PE e

incubadas a 60°C, por 30 minutos, em presenga da droga.
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Figura 39 - Eferto da razdo molar micial DOX/lipidio no niimero de moléculas
de DOX encapsuladas por vesicula. Lipossomas sonicados compostos de

DPPC/Col/MPB-PE foram incubados com a droga por 30 minutos a 60°C.
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previamente submetidos a esse protocolo de acoplamento de anticorpos com
DOX a 37°C por 30 minutos ndo resultou na incorporagdo da droga nas
vesiculas, sugerindo que tenha ocorrido a diminui¢do ou mesmo a eliminagdo
do gradiente de pH durante a reac@o com o anticorpo.

Como estes ensaios ndo conduziram a nimeros elevados de anticorpos
associados por lipossoma, investigou-se o efeito do tipo de anticorpo utilizado
e da composi¢io em lipidios das vesiculas. Para tal, utilizou-se o anticorpo
caprino IgG-C em varios acoplamentos. Este mesmo anticorpo ja havia sido
previamente acoplado com sucesso na superficie de lipossomas por outros
autores (Singh et al., 1995), quando de 10 a 20 moléculas de proteina foram

covalentemente ligadas por vesicula.

Tabela 5 - Resultados do acoplamento de 1gG2a de camundongo a lipossomas

compostos por DSPC/DMPE/Col via periodato.

Razdo Molar Inicial Didmetro Médio Numero de Anticorpos
[gG2a/Lipidio das Vesiculas Ligados por
(mmol/mol) (nm) Vesicula
1 74,0 0
3 63,4 1
4 72,9 2
3* 66,7 0

* lipossomas encapsulando DOX



Capitulo IV - Resultados e Discussdo 140

Na tentativa de tornar alguns dos grupamentos reativos do lipossoma
mais disponiveis para a ligacdo com o anticorpo, minimizando impedimentos
estéricos, incluiu-se o lipidio DMPE-CAP na composi¢do dos lipossomas. Este
lipidio permite que a amina primaria seja afastada da superficie do lipossoma
através das cadeias espagadoras fornecidas pelos grupos caproil. A variagdo na
composigdo dos lipossomas visou também o estudo do efeito de cargas na
superficie dos lipossomas, pela inclusdo do fosfolipidio negativamente
carregado DMPA. Finalmente, o lipidio DPPE-FITC for incorporado a
lipossomas compostos por DSPC/Col/DMPE-CAP para que se pudesse
avaliar, simultaneamente ao efeito de cadeias espagadoras, a influéncia da
presenca de cargas negativas e¢ de grupamentos hidrofobicos na mesma
molécula de fosfolipidio. Os resultados obtidos nestes testes estdo descritos na
Tabela 6.

Pode-se observar que foi possivel ligar um maior niimero de moléculas
de anticorpo quando se utilizou a IgG-C em comparagio com a IgG2a. Nota-se
também que ndo houve uma tendéncia estabelecida de comportamento, ou
seja, a presen¢a 1solada de cargas negativas ou de cadeias espagadoras
aparentemente ndo resultou no aumento do niunero de anticorpos ligados por
vesicula. No entanto, aumentos nos didmetros das vesiculas resultaram em
maiores numeros de anticorpos ligados. Isto ocorreu devido ao fato de que o
aumento do didmetro das vesiculas resulta em wm maior nimero de moléculas
de lipidio por lipossoma, elevando o ntmero de grupamentos reativos

disponiveis na superficie externa da vesicula.

4.2.6. Acoplamente de Anticorpos do Tipo IgM a Lipossomas

O procedimento utilizado para a ligagdo de anticorpos do tipo IgM a
lipossomas compostos por DPPC/Col/MPB-PE foi baseado na metodologia
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descrita por Hashimoto et al. (1983), onde foi empregado o aminoacido
cisteina a uma concentragio final de 0,05 M para romper as ligagdes dissulfeto
responsaveis pela ligagdo dos mondmeros da IgM em um pentimero. Como a
cisteina é um agente redutor relativamente fraco e o tempo de incubagdo
IgM/cisteina utilizado pelos referidos autores foi de apenas 10 minutos, foram
obtidas conversdes de cerca de 50 % da IgM da forma pentamérica para a
monomeérica. As baixas conversdes obtidas implicaram na necessidade de
separagdo dos mondmeros dos pentdmeros nédo reduzidos por cromatografia de

filtracdo em gel, atrasando a obten¢do dos imunolipossomas em 4 a 6 horas.

Tabela 6 - Resultados do acoplamento de IgG caprina a lipossomas com
diferentes composigoes pelo método periodato a uma razdo molar micial

anticorpo/lipidio de 3 mmol/mol.

Composigao dos Lipossomas Diametro Médio  Anticorpos

das Vesiculas Ligados por
(nm) Vesicula

DSPC/Col/DMPE 90,8 5

(40:40:20 mol %)

DSPC/Col/DMPE/DMPA 74,1 3

(40:40:15:5 mol %)

DSPC/Col/DMPE/DMPE-CAP 83.5 2

(40:40:15:5 mol %)

DSPC/Col/DMPE/DMPE-CAP/DPPE-FITC 138.4 6

(40:40:5:15 mol %)




Capitulo IV - Resultados e Discussdo 142

Com a finalidade de se diminuir o tempo dispendido no preparo dos
imunolipossomas, aumentou-se a concentragdo de cisteina em solugdo em 4
vezes, mantendo-se o mesmo tempo de redugdo. Para a avaliagdo da
efetividade de reducdo dos pentdmeros, injetou-se amostras da proteina
controle (IgM ndo especifica) e da proteina anti-ghioma (IgM H11) reduzidas
de acordo com este procedimento em colunas de 94 cm x 1,5 cm recheadas
com Sepharose CL-6B. Os perfis de eluigdo das amostras foram analisados,
mostrando que, nestas condigdes, menos que 1 % das moléculas de IgM
permaneceram na forma de pentdmeros. Este fato indicou que se podia
eliminar a etapa de separagdo dos mondmeros do processo, bastando entdo
remover a cisteina pelo uso de uma coluna de dessalinizagdo do tipo Econo-
Pac, cujo tempo de processamento da amostra esta em torno de 10 minutos.

O acoplamento dos anticorpos controle e especifico reduzidos de
acordo com este protocolo foi avaliado utilizando-se diversas razdes molares
iniciais anticorpo/lipidio. De acordo com New (1990), este tipo de reagdo pode
levar & formacdo de agregados se concentragdes inicials muito elevadas tanto
de proteina como de lipossomas forem utilizadas. Durante a incubagio da IgM
controle com os lipossomas, observou-se o aparecimento de uma pequena
quantidade de material agregado apenas para razbes molares iniciais
IgM/lipidio (calculadas em relagdo a concentragdo do anticorpo na forma de
mondmero) superiores a ! mmol/mol. Para o acoplamento do anticorpo
especifico H11, no entanto, a presenca de agregados tornou-se significativa a
razdes molares IgM/lipidioc bem menores, em tomo de 0,3 mmol/mol. Em
geral, os agregados formados no acoplamento de ambos os tipos de anticorpos
tendiam a desaparecer durante a etapa de bloqueamento dos grupos maleimida
com cisteina, se o numero de lipossomas em suspensdo fosse suficientemente
reduzido. A formacfo destes agregados pode ser devida a ligagles cruzadas

covalentes estabelecidas entre lipossomas através dos anticorpos, que atuariam



Capitulo IV - Resuliados e Discussdo 143

como pontes, podendo também ocorrer como o resultado da redugdo na
repulsdo muatua dos lipossomas. que teriam suas superficies parcialmente
estabilizadas pela ligagdo de mondmeros de IgM.

A fim de se prevenir a formagdo de agregados durante os acoplamentos
utilizou-se o artificio de variar tanto a concentragio inicial de proteinas como
a de lipidios, de forma a se obter perfis de comportamento para faixas
relativamente amplas de razdio molar inicial proteina/lipidio. Assim, para 0
acoplamento do anticorpo controle em razdes molares iniciais de até 0,773
mmol/mol, manteve-se a concentragdio micial de hipidios fixa em 1,33 mM e
variou-se a concentragdo de proteina. Para razdes molares iniciais acima deste
valor, manteve-se fixa a concentragdo inicial de IgM-C em 0,22 mM e variou-
se a concentragio de lipidios.

Para o acoplamento do anticorpo especifico IgM-H11 a razdes molares
iniciais de at¢ 0,3 mmol/mol, manteve-se a concentragdo de lipidios fixa e
variou-se a de proteina. Para razles molares iniciais de 0,3 a 0,8 mmoi/mol,
variou-se apenas o numero de lipossomas adicionados. Para razdes molares de
IgM-H]1 1/lipidio acima de 0,8 mmol/mol, a agregagdo foi tdo intensa que levou
a precipitagdo quase que total do material em suspensdo, impossibilitando a
etapa posterior de separagdio por cromatografia de filtragdo em gel.

A Figura 40 ilustra os resultados obtidos para o acoplamento de ambos
os tipos de anticorpos nas condi¢des descritas. Pode-se observar que o uso da
técnica de acoplamento via maleimida resultou em pumeros de anticorpos
ligados por vesicula bem maiores que os obtidos pelo método do periodato.

Razdes molares iniciais IgM-C/lipidio de até 1,13 mmol/mol levaram a
um aumento quase que hnear no nimero de mondémeros ligados por vesicula.
Para maiores razdes molares, obteve-se um platd, indicando a ligagdo maxima
de 40 anticorpos por vesicula. Para a proteina especifica IgM-H11 observou-se

o aumento do niimero de mondmeros ligados com o aumento da razdo molar
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Figura 40 - Efeito da variagdo da razic molar inicial IgM (na forma de

monomeros)/lipidio no nimero de moléculas de anticorpo ligadas por vesicula,

para o acoplamento dos anticorpos IgM-C ¢ IgM-H11 a lipossomas extrudados
compostos por DPPC/Col/MPRB-PE,
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inicial anticorpo/lipidio em toda a faixa experimental testada, em um
comportamento bastante similar ao obtido no acoplamento da IgM-C. No
entanto, devido a pronunciada tendéncia de agregacdo observada neste sistema
o nimmero maximo de mondmeros ligados por vesicula foi igual a 22.

O nimero tedrico maximo de mondémeros de IgM que poderiam ser
ligados a superficie de lipossomas com didmetro médio de fOO nm, em
condi¢des de alto empacotamento, pode ser calculado dividindo-se a area
superficial do lipossoma (3.141.593 A?) pela area da se¢dio transversal de um
mondmero de IgM (estimada em 11.310 A? para mondmeros com um
didmetro de cerca de 12 nm). A area maxima disponivel por vesicula podena
entdo ser calculada multiplicando-se a area superficial total por um fator de
empacotamento em torno de 0,3. Este fator de empacotamento consideraria
que, se duas moléculas ja estivessem em contato com a superficie do
lipossoma, a probabilidade de uma terceira molécula se aproximar o suficiente
para que ocorresse uma ligagdo quimica com o lipidio na superficie da
vesicula seria proporcional a probabilidade de se encontrar uma area vazia
disponivel com didmetro igual ou maior ao didmetro da molécula. Esta
probabilidade tenderia, entdo, a sofrer redugdes significativas com o aumento
da populagdo de moléculas ligadas & superficie da vesicula. Desta forma, a
area efetivamente disponivel por vesicula poderia ser estimada em 942.478 A’
e o nimero tedrico maximo de mondmeros de IgM que poderiam ser
acomodados nesta area seria igual a 83. O valor experimental maximo obtido
para a IgM-C foi1 de 40 mondmeros por vesicula, representando
aproximadamente cerca de 50 % do valor tedrico calculado. Para a IgM-H11,
ligou-se um maximo de apenas 25 % do valor tedrico. Estas diferengas podem
ser devidas a muitos fatores, como por exemplo ao fato de que o lipidio MBP-
PE ndo ¢ muito estavel (New, 1990). Ao longo de 9 dias, observou-se uma

queda de cerca de 30 % na capacidade de acoplamento dos lipossomas.
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Alteragdes nas condigdes de reagdo IgM/lipossomas poderiam aumentar
o nimero de mondmeros ligados. Notou-se, por exemplo, que o aumento do
tempo de reagdo de 1 para 9 horas resultou na ligagdo de 30 % mais
mondémeros por vesicula. Outra condi¢do que poderia ser alterada é a forga
ionica do meio, que poderia controlar a ocorréncia de processos agregativos.

Os imunolipossomas obtidos apresentaram excelente estabilidade de
estocagem a 4°C, liberando menos que 2,5 % da droga determinada

imediatamente apds o acoplamento dos anticorpos no intervalo de um més.

4.3. Especificidade de Interacdo dos Anticorpes do Tipo IgM Livres
e Acoplados a Lipossomas com Células de Glioblastoma Multiforme

SK-MG-1

Inicialmente, utilizou-se as células SK-MG-1 cultivadas in vitro para a
avaliagdo da especificidade de associagdo dos anticorpos nio reduzidos IgM-C
e IgM-H11 as células-alvo. As células pré-cultivadas (cerca de 8*10° por
placa) foram mcubadas por 1 h a 37°C ¢ 5 % CO- em presenga de aliquotas de
1 ml de solugdes contendo diferentes concentra¢Bes dos anticorpos radioativos
suspensos em solugdo tampdo II. Como ilustrado na Figura 41, o anticorpo
IgM-H11 na forma de pentdmero associou-se as células SK-MG-1 em
quantidades apreciaveis, enquanto que a IgM-C praticamente sé interagiu com
as células-alvo quando adicionada em quantidade superior a 30 pmoles.
Estimou-se que o anticorpo especifico IgM-H11 ligou-se as células-alvo cerca
de 13 vezes mais que o anticorpo controle ndo especifico. Estes resultados
indicaram boa especificidade de interacdo do anticorpo IgM-H1l com as

células SK-MG-1.
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Figura 41 - Associagdo das proteinas IgM-H11 e IgM-C com as c¢élulas de
Glioblastoma Multiforme. As células (3,3*10°) foram incubadas em placas
com 35 mm de didmetro por 52 horas, quando foram tratadas com 1 ml das
solugdes contendo os anticorpos marcados com “C. Células e anticorpos
foram incubados por 1 hora a 37°C e 5 % CO’. Os anticorpos nio ligados

foram removidos por lavagem e a radioatividade das células foi determinada.
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A etapa posterior desses experimentos constou da avaliagio da
especificidade de interagdo com as células dos lipossomas acoplados a ambos
os tipos de anticorpos. Para tal, utilizou-se imunolipossomas obtidos em
condi¢gbes otimizadas de acoplamento, de maneira que sc tivesse
aproximadamente o mesmo numero de anticorpos ligados por vesicula em
todas as situagdes (entre 17 e 19 mondmeros de IgM por lipossoma). Os
resultados estdo ilustrados na Figura 42 para imunolipossomas contendo ou
nido DOX encapsulada.

Pode-se observar que a incubagdo das células com diferentes
concentragdes iniciais de imunolipossomas acoplados ao anticorpo controle
resultou na ligagdo de um numero restrito de vesiculas, sendo que esse numero
so foi expressivo a altas concentragdes iniciais de lipossomas na amostra.

Os wnunolipossomas contendo IgM-H11 ndo apresentaram perda na
capacidade de interagir com as células-alvo, indicando que o processo de
acoplamento da proteina nas vesiculas nfo afetou significativamente a
especificidade do anticorpo. Para esses imunolipossomas, notou-se um
aumento na quantidade de vesiculas ligadas com a elevagdo do namero inicial
de lipossomas adicionados. A presenca da droga encapsulada nos lipossomas
ndo causou qualquer alteracdo nas caracteristicas de ligacdo dos
imunolipossomas com as células, como ilustrado pela quase repetibilidade dos
resultados em ambas as condigles. Assim, os resultados obtidos indicam
excelentes possibilidades de use dos imunolipossomas especificos contendo
DOX encapsulada na terapia de tumores cerebrais do tipo Glioblastoma
Multiforme,

Uma outra maneira de se analisar estes resultados € pela comparacgdo do
numero de pentdmeros ou de imunolipossomas ligados por célula em cada um
dos sistemas. Estes valores podem ser obtidos multiplicando-se o numero de

moles de mondmeros de anticorpo ligado (estimado pela radioatividade) pelo
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Figura 42 - Ligagd3o de imunolipossomas a células de Glioblastoma

Multiforme SK-MG-1. As células foram incubadas com aliquotas de 1 ml de

lipossomas contendo ou ndo DOX encapsulada ¢ acoplados aos anticorpos

radioativos IgM-C e IgM-H11 e suspensos em solugdo tampdo II por 60

minutos a 37°C e 5 % CO,. As vesiculas ndo especificamente ligadas foram

removidas por lavagem e a radioatividade das células foi avaliada.
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numero de Avogadro, dividindo-se o valor resultante pelo nimero de células
presentes durante a incubagdo com a amostra e, finalmente, dividindo-se o
namero resultante pelo nimero de mondmeros presente na estrutura. Os
resultados comparativos obtidos para uma situagdo onde 30 pmoles de

mondmeros de anticorpo livre ou ligado a superficie das vesiculas fossem

incubados com 8*10° células estdo ilustrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Estimativa do numero de moléculas de anticorpo livre ndo reduzido
ou de tmunolipossomas associados as células apds incubacio de 8*10° células
de SK-MG-1 por 1 hora na presenca de 30 pmoles de anticorpo (considerado

na forma de monémero).

Descrigéo do Sistema Numero de Anticorpos Livres ou

Lipossomas Associados por Célula

IgM-C Livre 5.189
Lipossomas acopiados a IgM-C 2.769
{19 mondmeros por vesicula)

IgM-H11 Livre 69.688
Lipossomas acoplados a IgM-H11 43.011

(18 mondmeros por vesicula)

Embora o numero de estruturas ligadas por c¢élula seja bastante elevado
em todos os casos, variando de cerca de 2.700 até 70.000, pode-se observar

que o numero de estruturas ligadas provenientes do anticorpo controle seria
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bem menor que o de estruturas resultantes da IgM-H11. Assim, cerca de 13
vezes mais anticorpo especifico livre estaria ligado as células em relagdo ao
anticorpo controle e 17 vezes mais imunolipossomas especificos se
associariam em comparagdo com lipossomas ndo especificos. No entanto, em
ambos os casos as proteinas livres ndo reduzidas 1igam—selmais que as
acopladas aos lipossomas. Esse fato poderia ser causado tanto por
desnaturagdo parcial dos anticorpos no processo de acoplamento aos
lipossomas quanto por impedimento estérico resultante da proximidade de
lipossomas adjacentes.

Célculos semelhantes foram feitos por Martin e Papahadjopoulos
(1982) e por Schwendener et al. (1990), resultando na ligacdo de 5.000 ¢ de
10.000 imunolipossomas especificos por célula-alvo, respectivamente. Embora
o valor obtido para os imunolipossomas contendo o anticorpo especifico IgM-
H11 seja muito superior (cerca de 43.000 lipossomas/célula), uma célula pode
apresentar ateé 10° sitios antigénicos em sua superficie (Hawthome, 1993),

tendo potencial para interagir com mais de 10.000 vesiculas.

4.4. Citotoxicidade in Vire dos Compostos Terapéuticos Livres e

Encapsulados em Lipossomas

Como j& mencionado anteriormente, os estudos in vitro, em geral, sdo
relacionados a uma resposta celular direta, ndo necessariamente representando
os possiveis efeitos farmacologicos observaveis in vivo, como a penetragdo nos
tecidos, ¢ metabolismo e a variacdo de concentracdo do agente testado na
circulagdo sangiiinea. No entanto, 0s testes 77 vifro sdo normalmente de mais

facil execugdo, de menor custo € mais reprodutiveis que 0s experimentos in
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vivo, servindo como uma primeira estimativa das condigdes a serem utilizadas

em ensaios com animais.

4.4.1. Sobrevivéncia de Linfocitos Humanos Expostos a Diversos Agentes

Em wn conjunto de testes preliminares, avaliou-se o efeito das solugdes
tampdo, da BPA livre, da CPA e da DOX livres e encapsuladas em lipossomas
¢ dos lipossomas por si s60 em linfocitos humanos em suspensdo. Estes
experimentos tiveram por objetivo ilustrar a possivel toxicidade destes agentes
a ceélulas humanas normais. A sobrevivéncia das células foi avaliada pelo
método de exclusdo do corante Trypan Blue, que cora de azul as células

mortas.

Exposicdo as Solucdes Tampdo - Testou-se a toxicidade das solugdes
tampdo I e Il concentradas e diluidas por 10 vezes com meio de cultura por
periodos de até 48 horas. Para a solugdo tampdo I, observou-se a indugio de
morte em apenas 1 % das células apos 48 h de exposigdo a4 amostra
concentrada. Nos casos restantes, nio foi detectada morte celular. Estes
resultados indicam toxicidade em linfocitos baixa ou inexistente para ambas as

amostras.

Exposicdo a Compostos de Boro - Os efeitos da toxicidade de CPA
suspensa em solugfo tampdo I (solu¢do de maior concentragdo) e diluida em
meio de cultura estdo ilustrados na Tabela 8 para varios tempos de exposigdo.

Pode-se observar que a CPA apresentou baixa toxicidade para tempos
de exposi¢do de até uma hora em toda a faixa de concentragdes testadas. No
entanto, a exposicdo por 3 horas a 0,053 mM de CPA induziu a morte de 6 %

das células. O percentual de células mortas aumentou com a elevagdo da
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concentragdo de CPA. A medida em que se aumentou a concentragdo deste
composto, diminuiu-se o tempo necessario para a indugdo da morte dos
linfocitos, chegando-se a um limite maximo de 85 % de morte celular para um
tempo de exposi¢do de 2 horas. Assim, o encapsulamento deste composto em

lipossomas seria indicado a fim de se proteger estas e outras células normais.

Tabela 8 - Avaliagdo da sobrevivéncia de linfécitos humanos normais tratados
com solugdes de CPA a diversas concentragdes por tempos de exposigdo de 15

a 240 minutos pelo método de exclusio de Trypan Blue.

Concentragio Células Mortas (%)
de CPA Tempo de Exposi¢do (min)
(mM) 15 30 60 90 120 180 240
0,003 0 0 0 0 0 0 0
0,007 0 0 0 0 0 0 0
0,013 0 0 0 0 0 0 0
0,026 O 0 0 0 0 0 0
0,053 0 0 0 0 0 6 6
0,106 0 0 0 0 0 14 14
0,211 0 0 0 10 10 64 64
0,423 0 0 0 50 85 83 85

O mesmo tipo de teste foi feito para a BPA diluida em solugio tampéo
I. Os resultados obtidos indicaram que concentragbes de BPA variando de

0.004 a 0.4 mM e tempos de éxposigﬁo de 15 minutos a 4 horas, ndo
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induziram morte celular, sendo um indicativo da baixa toxicidade deste
composto a células normais.

A exposi¢do dos linfécitos a uma amostra a 0,20 mM de CPA
encapsulada em lipossomas extrudados compostos por DSPC/DMPE/Col
(concentragédo de lipidios igual a 2 mM) e suspensos em solugdo tampdo I néo
causou morte celular por um periodo de até 48 h. O mesmo foi observado para
lipossomas de composigdo idéntica ndo incorporando compostos terapéuticos.
Assim, os lipossomas encapsulando a CPA foram capazes de proteger os
linfocitos dos efeitos toxicos deste composto de boro, preservando sua
viabilidade mesmo em condi¢des onde, de acordo com a Tabela 8, poderia-se
esperar a morte de cerca de 64 % dos linfocitos apos 2 horas de exposigéo,
caso houvesse liberagdo espontinea da CPA encapsulada. Estes dados indicam

também que os lipossomas preparados apresentam boa estabilidade.

Exposicdo a Doxorrubicina - A Tabela 9 ilustra os resultados obtidos
para a exposicdo dos linfécitos a amostras de DOX livre e encapsulada em
lipossomas extrudados compostos por DPPC/Col/MPB-PE suspensos em
solugdio tampdo II. Em testes controle, utilizou-se lipossomas de composigio
idéntica ndo incorporando esta droga. Avaliou-se também o efeito das
amostras diluidas 10 vezes com meio de cultura.

A exposiglo das células por 24, 48 e 72 h a lipossomas com ou sem a
droga praticamente ndo resultou em morte celular, enquanto que a DOX livre
apresentou-se como mais toxica, sendo capaz de induzir a morte de 14 ¢ 48 %
dos linfocitos, respectivamente, apos 72 h de exposi¢do. Estes resultados
indicam que no periodo de 48 h, o efeito da droga livre nas células ndo ¢ muito
intenso € que os lipossomas apresentam baixa toxicidade, sendo efetivos na

protecio das células dos efertos da droga livre.
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Tabela 9 - Avaliagido da sobrevivéncia de linfocitos humanos normais tratados
com amostras de lipossomas livres de drogas compostos por DPPC/Col/MPB-
PE e com DOX livre e encapsulada em lipossomas por tempos de exposigio de

24 a 72 h, pelo método de exclusdo de Trypan Blue.

Células Mortas (%o)

Descrigdo da Amostra Testada Tempo de Exposi¢do (h)

24 48 72
DOX Livre (0,5 mM) 0 7 48
DOX Livre a (0,05 mM) 0 2 14
Lipossomas (1 mM em lipidios) 0 2 0
Lipossomas (0,1 mM em lipidios) 0 0 1
Lipossomas + DOX 0 i !
(0.5 mM em DOX e 1 mM em lipidios)
Lipossomas + DOX 0 0 0

(0,05 mM em DOX ¢ 0,1 mM em lipidios)

4.4.2. Caracterizacdo Preliminar das Células de Giioblastoma Multiforme

SK-MG-1

Quando as cé¢lulas sdo inoculadas em um frasco, as mesmas passam por
uma fase lag de adaptagdo seguida por um periodo de crescimento exponencial
(fase log), e finalmente entram na fase de crescimento reduzido ou nulo (fase
platd), onde elas se tormam confluentes, recobrindo completamente a
superficie do frasco. Estas fases sdo caracteristicas para cada linhagem celular,

resultando em medidas reprodutiveis da duragido da fase lag, do tempo gasto
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para dobrar a populagdo na fase lag ¢ da densidade de saturagdo na fase platd.

A determinagdo do ciclo de crescimento tem um papel fundamental no
projeto de experimentos ¢ também na determinagio da freqii€ncia com que as
células devem ser subcultivadas (repicadas).

O monitoramento da proliferacdo das células SK-MG-1 para a
determinacgdo dos pardmetros de crescimento foi realizado durante 9 dias e os
resultados podem ser observados na Figura 43.

Para estas células, o periodo lag foi de cerca de 22 horas. Durante a
fase log, que se encerrou cerca de 140 horas ap0s a inoculagdo das placas de
cultivo, o tempo dispendido para que a populagiio fosse dobrada foi de 22
horas. A fase platd caracterizou-se pela obtengdo de uma densidade
populacional de aproximadamente 1,9%10° células vidveis por placa. Os
parametros determinados foram condizentes com os citados na literatura para o
cultivo de células humanas, podendo-se classificar o crescimento das células

SK-MG-1 com sendo relativamente rapido (Freshney, 1994).

4.4.3. Sobrevivéncia das Células de Glioblastoma Multiforme SK-MG-1
Submetidas a Presenca de CPA Livre

Para uma série de compostos de boro, a literatura registra atividade
anti-cdncer independente da irradiagdo com néutrons (Hall et al., 1985). Entre
as classes de compostos estudados por este grupo de pesquisadores estdo
mcluidas aminas cianoboranas, aminas carboxiboranas e analogos de -
aminoacidos contendo boro. Nestes estudos, Hall et al. (1985) demonstraram
que a sintese de DNA e RNA podem ser inibidas pelo uso de alguns dos
compostos de boro a uma concentragdo de 300 uM.

Uma vez que ndo hé dados disponiveis na literatura a respeito do uso

terapéutico da CPA contra tumores, uma etapa essencial no estudo de sua
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Figura 43 - Curva de crescimento das células de Glioblastoma Multiforme
inoculadas a uma concentragdo inicial de 5%10% células por placa de Petri e

cultivadas em estufa a 37°C e 5 % CO-.
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aplicagdo como agente de captura de néutrons ¢ a avaliagdo da citotoxicidade
do composto desvinculada dos efeitos resultantes da uradiacdo com néutrons.

Avaliou-se experimentalmente a sobrevivéncia de células SK-MG-1
expostas por 2 horas a solugOes contendo simplesmente CPA suspensa em
solugdo tampdo . Apds o tratamento com vdrias concentragdes de CPA,
determinou-se o efeito imediato nas células por exclusdo do corante Trypan
Blue. O efeito na capacidade de reprodugdo celular foi avaliado pela
determinagdo do mamero de clones desenvolvidos 12 dias apds o tratamento.
Os resultados obtidos estio 1lustrados na Tabela 10,

Pode-se observar uma séria discordincia entre os dois métodos
utilizados para a avaliagdo da sobrevivéncia celular. Enquanto o método do
Trypan Blue indicou boa resisténcia das células para concentragdes de CPA
entre 10 e 300 uM, a formagdo de clones revelou a forte ocorréncia de danos a
capacidade de reprodugdo das células, de uma maneira dependente da
concentragdo de CPA adicionada. No entanto, a exposigdo das células a 1 mM
de CPA resultou, segundo ambos os métodos de analise, em 100 % de morte
celular. O método de desenvolvimento de clones mostrou um resultado
semelhante para as células expostas a 300 uM de CPA, onde apenas 2 % das
células inoculadas sobreviveram.

Durante a incubacio das células com a CPA, observou-se visualmente
que as cé€lulas expostas as duas concentragdes mais elevadas do composto de
boro perderam a aderéncia quase que imediatamente apés o contato, de
manetra que a CPA pode ter interagido com as proteinas responsaveis pela
adesdo celular. Embora as células tenham se desprendido da superficie do
frasco de cultura, as mesmas nio se isolaram, continuando agregadas entre si.

Assim, as doses estimadas como suficientes para matar 50 % da
populagdo inicial diferem para os dois métodos. De acordo com a técnica do

Trypan Blue, este valor seria de cerca de 500 uM, enguanto que a formacdo de
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clones indica que este valor ocorreria em torno de 100 uM, ou seja, em uma
concentragdo 5 vezes menor. Entretanto, como a formacdo de clones indica
que o veiculo usado para suspender a CPA foi capaz de reduzir o crescimento
celular em 18 %, por si s6, o valor da dose suficiente para matar 50 % da

populagdo 1nicial seria um pouco mais elevado.

Tabela 10 - Avaliacdo da sobrevivéncia de células de Glioblastoma
Multiforme SK-MG-1 tratadas com solucdes de CPA a diversas concentragdes

pelos métodos de exclusio de Trypan Blue e de formagdo de clones.

Concentragdo Sobrevivéncia Celular (%)
de CPA (uM) Meétodo do Trypan Blue  Formagéo de Clones
0 (solugdo tampdo 1) 99+2 82+7
10 9813 78%10
30 9912 60+13
100 98+2 53£10
300 83+24 240
1000 0+0 0+0

Embora a técnica de exclusdo do Trypan Blue seja simples e rapida,
permitindo a avaliagdo instantinea da citotoxicidade de um dado agente, este
método tende a superestimar a viabilidade celular, uma vez que apenas as
células mortas s3o coradas, nfic se obtendo informagles a respeito da

capacidade reprodutiva das células tidas como sobreviventes (Freshney, 1994).
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Desta forma, os ensaios clonogénicos possivelmente representariam
melhor os efeitos toxicos deste ¢ de outros compostos terapéuticos em células
de Glioblastoma Multiforme. Entretanto, este tipo de expenmento demanda
um longo tempo de execucdo e analise, principalmente se um nimero muito
grande de amostras estiver envolvido. A duracgdo deste tipo de experimento €,
em geral, bastante longa, de forma que se pode levar até 3 semanas para a
obtencdo dos resultados finais.

Assim, nos experimentos que se seguem empregou-se wm meétodo
alternativo para avaliar a proliferacdo de células de Glioblastoma Multiforme
SK-MG-1 expostas a diversos agentes. A atividade metabolica celular foi
monitorada através do reagente Alamar Blue, utilizando-se células cultivadas
em placas de microtitulacdo com 96 pogos. Esta metodologia ¢ recomendada
para a avaliagdo da citotoxicidade de compostos anti-clncer, sendo bastante
sensivel e possibilitando o teste simultdneo do efeito de varias condigdes
distintas, além de favorecer a reprodugdo de experimentos a baixo custo (Pagé
et al., 1993).

Em um teste preliminar do uso desta técnica, avaliou-se a sensibilidade
das células SK-MG-1 a incubagfo na presenga de concentragdes variadas dos
compostos terapéuticos CPA, BPA e DOX por um periodo de 48 horas. Além
da CPA e da DOX, utilizou-se também uma droga de referéncia denominada
Bleomicina. A bleomicina é um agente quimioterapéutico efetivo contra
diversos tipos de tumores humanos que apresentam elevadas taxas de mitose,
assim como os gliomas malignos, que tém ciclo celular de aproximadamente
trés a cmco dias in vivo. Os resultados destes experimentos podem ser
observados na Figura 44.

Pode-se observar que apenas trés dos compostos terapéuticos utilizados
provocaram a inibi¢do da proliferacdo celular, Assim como os linfocitos, as

c€lulas SK-MG-1I ndo se mostraram sensiveis a presenga de BPA. A utilizagdo
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Figura 44 - Inibicdo da proliferagdo de células de Glioblastoma Multiforme

incubadas por 48 h em estufa a 37°C e 5 % CO, na presenga de concentragdes

variadas dos agentes terapéuticos CPA, BPA, DOX e bleomicina.
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de concentragdes de BPA variando de 0,004 a 0.4 mM ndo resultou em morte
celular. Estes resultados sdo compativeis com os obtidos por Matalka et al.
(1993), Saris et al. (1992) e Coderre et al. (1990) em testes in vitro € in vivo,
Os referidos autores observaram que a BPA, mesmo a concentragdes elevadas,
apresenta toxicidade ou efeito anti-cdncer apenas quando submetida a
wrradiacdo com néutrons.

Nos sistemas restantes, o grau de inibi¢do aumentou com a elevagéo da
concentragdo. Ao longo de toda a faixa de concentragdes testada, a exposigdo
a DOX causou as maiores inibigdes. As doses suficientes para imbir a
proliferagéio de 50 % da populagio de células foram calculadas a partir dos
resultados experimentais, resultando em aproximadamente 7*10”° mM para a
DOX, 6¥107 mM para a CPA e 2,510 mM para a bleomicina. O resultado
obtido para a DOX ¢ préximo ao citado na literatura para células malignas do
sistema nervoso central, em torno de 10° mM (Alley et al., 1988).

Assim, embora tenha sido necessario cerca de 100 vezes mais CPA que
DOX para causar 50 % de mibigdo, necessitou-se de quase 3.600 vezes mais
bleomicina para inibir em 50 % a proliferagdo de uma populacdo de células
equivalente. Estes valores indicam bom potencial de uso dos agentes DOX e
CPA na terapia do Glioblastomma Multiforme. Este dado é especialmente
interessante para a CPA, pois sua atividade anti-cdncer ndo estaria restrita aos
resultados decorrentes da uradiagdo com néutrons.

A fim de se comparar os valores obtidos para a dose letal requerida para
mbir a proliferagdo de 50 % das células utilizando-se os métodos do Trypan
Blue, formacdo de clones ¢ Alamar Blue, exp0Os-se as células SK-MG-1 a
varias concentragdes de CPA por 2 horas. Os resultados obtidos mostraram
que a técnica do Alamar Biue fornece uma concentragiio de cerca de 80 uM de
CPA para 50 % de mibigdo. Este valor ¢ mais proximo da dose resultante do

ensaio de formacdo de clones (100 puM) gue do método do Trypan Blue
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(500 uM), o que sugere sua utilizagdo no monitoramento da proliferagdo

celular.

4.4.4. Inibicdo da Proliferacdo de Células de Glioblastoma Multiforme SK-
MG-1 pela Exposicio a CPA Livre e Encapsulada em Lipossomas

Convencionais e “Stealth”

O efeito da incubagdo de células SK-MG-1 a CPA livre e encapsulada
em lipossomas convencionais (compostos por DSPC/DMPE/Col) e “stealth”
(compostos por DSPC/DMPE/Col/DMPE-PEG, contendo 6% de DMPE-PEG)
foi avaliado para diversos tempos de exposigdo e para amostras concentradas
ou diluidas por 10 vezes. lipossomas de mesma composi¢do porém nao
contendo CPA encapsulada foram também utilizados em experimentos
controle. A Tabela 11 mostra as concentragdes originais utilizadas para todas

as amostras testadas.

Tabela 11 - Caracterizacfo das amostras nfo diluidas utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade resultante da exposi¢do de células SK-MG-1 a CPA. Todas as

amostras encontravam-se suspensas em solugdo tampdo L

Tipo de Agente Concentracdo de  Concentragdo de
Lipidios {(mM) CPA (mM)
CPA Livre - 0,15
Lipossomas sem Droga 1,35 -
6%PEG-Lipossomas sem Droga 1,35 -
Liposomas + CPA 1,35 0,15

6%PEG-Lipossomas + CPA 1,35 0,15
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Os efeitos da utilizag8o das amostras na forma concentrada (suspensas
em solugao tampdo II) ou diluidas 10 vezes com meio de cultura completo ou
sem o soro de feto bovino (meio de cultura incompleto) sdo descritos a seguir.

A dilui¢do na presenga ou auséncia do soro de feto bovino (SFB) visou
a avaliagdo da influéneia das proteinas nele contidas no comportamento dos
varios sistemas testados. Embora os efeitos das amostras diluidas em até
1.000.000 vezes tenham sido também avaliados, nio se observou inibigdes
maiores que 20 % em praticamente todos os casos onde a diluigdo era maior
que 10 vezes. A Gnica situagdo onde ainda houve forte mbigdo a baixas
concentragdes foi quando se expds as células a CPA livre.

Os resultados descritos a seguir sdo representados por valores médios e
desvios padrdes obtidos a partir de pelo menos trés testes independentes,
envolvendo de 3 a 12 réplicas por teste, onde o reagente Alamar Blue foi

utilizado como indicador da atividade metabdlica celular.

Exposigdo Aguda a Amostras Concentradas - A Figura 45 demonstra os
resultados comparativos obtidos na exposi¢do das células aos agentes testados
pori,2e4h,

As maiores imbi¢des da proliferacio celular foram obtidas com a CPA
livre, variando de 80421 a 93£2 % para exposi¢des de 1 a 4 h. A incubagdo
das células na presenga de lipossomas convencionais e “stealth” contendo ou
ndo CPA resultou em inibigdes de proliferagcdo equivalentes para ambos os
sistemas, ndo ultrapassando 30 %. O méaximo valor alcangado foi de 26 % para
a exposigdo a lipossomas “stealth” contendo CPA por 4 h. Entretanto, este

valor representou menos de um tergo da imibi¢do obtida pelo uso da CPA livre.

Exposicdo Aguda a Amostras Diluidas com Meio de  Cultura

Completo - Como se pode observar na Figura 46, a exposicio das células as
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Figura 45 - Inibicdo da proliferacio das células de Glioblastoma Multiforme
SK-MG-1 por CPA livre e encapsulada em lipossomas convencionais ¢
“stealth” suspensos em solugdo tampédo I. As células foram incubadas na
presenca das amostras por 1, 2 e 4 h, ap6s o que foram lavadas e incubadas em
meio de cultura por 48 horas. O percentual de mibicdo foi determinado através
do reagente Alamar Blue. Descrigiio dos agentes testados: {A) CPA livre; (B)
lipossomas convencionais sem CPA; (C) hipossomas convencionais com CPA;
(D) lipossomas “stealth” (com 6% DMPE-PEG) sem CPA; (E) lipossomas
“stealth” com CPA. A concentracdo de CPA foi mantida em 0,15 mM e a de

lipidios em 1,35 mM para todas as amostras,
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Figura 46 - Inibigdo da proliferagdo das células de Glioblastoma Multiforme

SK-MG-1 por CPA hivre e encapsulada em lipossomas convencionais e

“stealth” diluidos em meio de cultura completo. As células foram incubadas na

presenca das amostras por 1, 2 e 4 h, apds o que foram lavadas e incubadas em

meio de cultura por 48 horas. O percentual de mibi¢do foi determinado através

do reagente Alamar Blue. Descrigio dos agentes testados: (A) CPA livre; (B)

Iipossomas convencionais sem CPA; (C) lipossomas convencionais com CPA;

(D) lipossomas “stealth” (com 6% DMPE-PEG) sem CPA: (E) lipossomas

“stealth” com CPA. A concentracdo de CPA foi mantida em 0,015 mM e a de

lipidios em 0,135 mM para todas as amostras.
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amostras diluidas resultou em inibigdes inferiores a 20 %, mesmo para a CPA
livre. O aumento do tempo de exposi¢do de 1 para 4 horas ndo induziu
inibi¢cdo adicional da proliferagdo das células.

Notou-se que os lipossomas convencionais contendo ou nao CPA
encapsulada foram um pouco mais téxicos as células que os lipossomas
“stealth”. Isto pode ter ocorrido devido a menor estabilidade que lipossomas
convencionais geralmente apresentam em solugdes contendo proteinas de soro,
fazendo com que estas vesiculas se desestabilizem e liberem o composto

encapsulado, que fica entdo mais disponivel para as células.

Exposicdo Aguda a Amostras Diluidas com Meio de Cultura
Incompleto - Na Figura 47 pode-se observar que a diluicdo das amostras em
meio de cultura livie de SFB resultou em intbigdes da proliferagdo celular
ainda menores que as observadas quando da diluigdo das amostras com meio
de cultura compieto. Entretanto, neste caso ha uma discreta tendéncia ao
aumento dos efeitos citotoxicos com o aumento do tempo de contato das

amostras com as células.

Exposicdo Cronica a Amostras Concentradas e Diluidas com Meio de
Cultura Completo - Na Tabela 12 pode-se observar os efeitos decorrentes da
exposigdo por 48 horas das células SK-MG-1 aos agentes testados
concentrados € diluidos.

As maiores toxicidades resultantes da exposi¢do cronica foram
observadas para a incubacdo com a droga livre tanto concentrada como
diluida. Com o prolongamento do tempo de contato entre 0s lipossomas
concentrados ¢ as células para 48 h, notou-se um aumento expressivo na
citotoxicidade dos lipossomas convencionais concentrados encapsulando ou

ndo a CPA. Como esse efeito ndo for observado quando da utilizagdo das
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mesmas amostras diluidas 10 vezes, supSe-se que o aumento na toxicidade
deveu-se mais a presenga dos lipidios ¢ ndo somente a liberagdo da CPA
encapsulada.

Os lipossomas “stealth” ndo encapsulando a CPA além de ndo
induzirem a inibigdo da proliferagdo aparentemente estimularam o crescimento
celular. A incorporagdo de CPA nestes lipossomas causou uma mibig¢do
equivalente a observada na exposigdo das células a essa mesma amostra por 4

horas, conforme mostrado na Figura 45.

Tabela 12 - Inibigc3o da proliferagdo das células de Glioblastoma Multiforme
SK-MG-1 por CPA livre e encapsulada em lipossomas convencionais €
“stealth”. As células foram tncubadas na presenca das amostras concentradas
suspensas em solugdo tampéo I (composicdo descrita na Tabela 11) ¢ diluidas

em meio de cultura por 48 horas.

Tipo de Agente Inibi¢do da Proliferacéo (%)

Amostras ndo Amostras

diluidas diluidas

10 vezes
CPA Livre 8818 6518
Lipossomas sem Droga 76121 ~2+1
6%PEG-Lipossomas sem Droga -15£19 5427
Lipossomas + CPA 75+11 6130

6%PEG-Lipossomas + CPA 21.9+10 1+0
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Figura 47 - Inibi¢do da prolifera¢do das células de Glioblastoma Multiforme
SK-MG-1 por CPA livre e encapsulada em lipossomas convencionais e
“stealth” diluidos em meio de cultura incompleto (ndo contendo SFB). As
células foram incubadas na presenca das amostras por 1, 2 e 4 h, apos o que
foram lavadas e incubadas em meio de cultura por 48 horas. O percentual de
mibigdo foi determinado através do reagente Alamar Blue. Descri¢do dos
agentes testados: (A) CPA livre; (B) hipossomas convencionais sem CPA; (C)
lipossomas convencionais com CPA; (D) lipossomas “stealth” (com 6%
DMPE-PEG) sem CPA; (E) lipossomas “stealth” com CPA. A concentragio de
CPA foi mantida em 0,015 mM e a de lipidios em 0,135 mM para todas as

amostras.
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4.4.5. Inibigdo da Proliferacio de Células de Glioblastoma Multiforme SK-
MG-1 pela Exposi¢do a Doxorrubicina Livre e Encapsulada em Lipossomas

Convencionais e em Imunolipossomas

As células SK-MG-1 foram incubadas por diferentes intervalos de
tempo com diversas amostras distintas. Os efeitos da exposi¢do destas células
a lipossomas extrudados com composi¢do DPPC/Col/MPB-PE acoplando ou
ndo os anticorpos do tipo IgM foram avaliados, para vesiculas contendo ou ndo
DOX ativamente encapsulada. Avaliou-se também os efeitos 1solados da DOX
e do anticorpo especifico IgM-H11 livres em solugdo. A Tabela 13 mostra as
concentragdes originais utilizadas para todas as amostras festadas. A
citotoxicidade foi determinada através do reagente Alamar Blue, como descrito
no capitulo de Materias e Métodos, para a avaliacdo do efeito de todas as
amostras.

Os efeitos da utilizagdo das amostras na forma concentrada (suspensas
em solugdo tampdo 1I) ou diluidas 10 vezes com meio de cultura completo ou
sem o soro de feto bovino (meio de cultura incompleto) sdo descritos como se
segue. Embora os efeitos das amostras diluidas em até 1.000.000 vezes tenham
sido também avaliados, ndo se observou imibi¢des maiores que 20 % em
praticamente todos os casos onde a diluigdo foi maior que 10 vezes. A unica
situagdo onde ainda houve forte inibigio a baixas concentragdes foi quando se

expos as células a DOX livre.

Exposicdo Aguda a Amostras Concentradas - A Figura 48 demonstra os
resultados comparativos obtidos na exposigio das células aos agentes testados
por 1, 2 ¢ 4. Pode-se observar que as toxicidades de lipossomas ndo contendo
a droga, do anticorpo especifico livre e de lipossomas sem droga acoplados &

IgM-H11 foram inferiores a 10 %.
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Tabela 13 - Caracterizagdo das amostras nio diluidas utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade resultante da exposigdo das células SK-MG-1 a DOX. Todas as

amostras encontravam-se suspensas em solugdo tampao Il

Tipo de Agente Concentragio Numero de
Lipidios DOX Proteina Mondmeros/
(mM) (mM) (ug/ml) Vesicula

DOX Livre - 0,1 - -
IgM-H11 Livre - - 84 -
Lipossomas sem Droga 0,3 - - -
Lipossomas sem Droga + IgM-H11 0,3 - 8,9 18
Lipossomas + DOX 0,3 6.1 - -
Lipossomas + DOX + IgM-C 03 0,1 11,9 19
Lipossomas + DOX + [gM-H11 0,3 0,1 8.4 17

As maiores inibigdes da proliferagio celular foram obtidas com a DOX
livre, variando de 7348 a 82142 % para exposi¢des de 1 a 4 h. A incubagio das
células na presenga de lipossomas contendo DOX e de imunolipossomas
(acoplados a IgM-H11) encapsulando DOX resultou em imnibigdes de
proliferagdo equivalentes para os dois sistemas. O valor maximo alcangado foi
de 41%7 % para a exposi¢do a imunolipossomas por 4 h. Entretanto, este valor
representou apenas cerca de 50 % da inibigdo obtida pelo uso da droga livre.

Lipossomas acoplados a IgM-C (anticorpo ndo especifico para as
células SK-MG-1) contendo DOX encapsulada caunsaram inibicdo maior que
10 % apenas 4 horas ap0Os o contato com as células.

Possivelmente os resultados mais significatives do ponto de vista
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Figura 48 - Inibigdo da proliferagdo das células de Glioblastoma Multiforme
SK-MG-1 por DOX livre e encapsulada em lipossomas convencionais e
acoplados a anticorpos do tipo IgM. As células foram incubadas na presenga
das amostras suspensas em solugdo tampdo Il por 1, 2 ¢ 4 h, apés o que foram
lavadas e incubadas em meio de cultura por 48 horas. Descri¢do dos agentes
testados: (A) lipossomas convencionais sem DOX,; (B) IgM-H11 livre; (C)
lipossomas sem DOX acoplados a IgM-H11; (D) DOX livre; (E) lipossomas
convencionais com DOX; (F) lipossomas com DOX acoplados a IgM-C; (G)
lipossomas com DOX acoplados a IgM-H11. A concentragdo de DOX foi
mantida em 0,1 mM, a de lipidios em 0,3 mM ¢ a de IgM entre 8.4 ¢ 11,9

pg/ml nas amostras.
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farmacologico foram obtidos dentro da primeira hora de exposigdo, quando
interagdes ndo especificas células/lipossomas seriam minimizadas. Como apds
1 hora de exposicédo o sistema consistindo de lipossomas ligados a IgM-H11
contendo DOX resultou em uma inibigdo de apenas 269 % da proliferagdo
celular, pode-se sugerir duas possibilidades: que os lipossomas ndo sofreram
endocitose apos a ligagdo com a célula, ou que ap6s a endocitose, o lipossoma
ndo sofreu lise, ndo liberando portanto a droga encapsulada no interior da

célula.

Exposicdo Aguda a Amostras Diluidas com Meio de  Cultura
Completo - Os resultados da exposigdo aguda aos agentes descritos na Tabela
13 diluidos por 10 vezes com meio de cultura completo estdo ilustrados na
Figura 49 .

Também neste caso observou-se que as maiores inibi¢des foram obtidas
pelo uso da DOX livre. A inibigdo causada pela DOX livre aumentou com o
tempo de exposicdo ¢ o maior valor obtido foi de 7615 % apoés 4 h de
exposigdo. Lipossomas sem droga acoplados ou ndo a IgM-H11 resultaram em
inibi¢es menores que 10 % ao longo das 4 horas de exposigdo, assim como a
IgM-H11 fivre.

Lipossomas contendo DOX e acoplados a ambos os tipos de anticorpos
resultaram em imtbigdes inferiores a 11 %. Os lipossomas convencionais
contendo a droga, no entanto, induziram inibigdes até 3 vezes maiores que as
observadas com o uso de mmunolipossomas. Esta maior eficicia dos
lipossomas ndo acoplados a nenhum tipo de anticorpo pode ser explicada pelo
fato de que a presenca dos anticorpos na superficie dos lipossomas teria
aumentado a estabilidade das vesiculas expostas as proteinas do SFB do meio
de cultura. Assim, os lipossomas ndo hgados a anticorpos estariam

relativamente mais desprotegidos do ataque destas proteinas, sendo mais
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Figura 49 - Tmibicdo da prolifera¢do das células de Glioblastoma Multiforme
SK-MG-1 por DOX livre e encapsulada em lipossomas convencionais e
acoplados a anticorpos do tipo IgM. As células foram incubadas na presenga
das amostras suspensas em meio de cultura completo por 1, 2 e 4 h, apds o que
foram lavadas e incubadas em meio de cultura por 48 horas. Descrigio dos
agentes testados: (A) lipossomas convencionais sem DOX; (B) IgM-H11 livre;
(C) Ilipossomas sem DOX acoplados a IgM-H1l;, (D) DOX hvre; (E)
lipossomas convencionais com DOX; (F) lipossomas com DOX acoplados a
IgM-C; (G) lipossomas com DOX acoplados a igM-H11. A concentragio de
DOX foir mantida em 0,01 mM, a de lipidios em 0,03 mM e a de IgM entre
0,84 ¢ 0,119 pg/ml nas amostras.
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facilmente desestabilizados durante a incubagdo com as células. Isto podena
ter causado um aumento na permeabilidade das vesiculas e a consegiiente
liberagdo da droga, fazendo com que o comportamento deste sistema se

aproximasse mais ao do obtido com a droga livre.

Exposi¢do Aguda a Amostras Diluidas com Meio de Cultura
Incompleto - A Figura 50 mostra os resultados obtidos com a exposi¢do das
células SK-MG-1 as amostras descritas na Tabela 13 diluidas por 10 vezes
com o meio de cultura sem o SFB.

Similarmente ao comportamento obtido com os sistemas testados
anteriormente, as células foram mais sensiveis a presenga da droga livre do
que a de qualgquer um dos outros agentes utilizados. Tammbém neste caso a
maior inibicdo da proliferagdo celular, igual a 74+10 %, foi obtida apos 4
horas de exposicdo 4 droga livre.

Nesta série de experimentos as toxicidades foram em geral maiores que
as observadas para os mesmos agentes diluidos em meio de cultura completo.
As toxicidades exibidas por lipossomas contendo DOX e apresentando ou néo
moléculas do anticorpo especifico IgM-H11 ligadas a sua superficie foram
comparéaveis apenas 4 horas apos o inicio da exposigdo, mas durante as duas
prime1ras horas, lipossomas contendo apenas a droga foram mais eficientes na

mibigdo das células.

Exposicdo Cronica a Amostras Concentradas e Diluidas com Meio de
Cultura Completo - A Tabela 14 ilustra as inibigdes de proliferagéo
decorrentes da exposicdo das células SK-MG-1 aos agentes testados por 48
horas.

Pode-se observar que a maior inibigdo foi obtida pelo uso da DOX livre

em todas as dilugdes testadas. Devido ao pronunciado efeito toxico da DOX, a
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Figura 50 - Imibigio da proliferagio das células de Glioblastoma Multiforme
SK-MG-1 por DOX livie e encapsulada em lipossomas convencionais €
acoplados a anticorpos do tipo IgM. As células foram incubadas na presen¢a
das amostras suspensas em meio de cultura mmcompleto (sem SFB) por 1, 2 e
4 h, ap6s o que foram lavadas e incubadas em meio de cultura por 48 horas.
Descrigdo dos agentes testados: {A) lipossomas convencionais sem DOX; (B)
IgM-H11 Iivre; (C) Iipossomas sem DOX acoplados a IgM-H11; (D) DOX
livre, (E) Iipossomas convencionais com DOX; (F) hipossomas com DOX
acoplados a IgM-C; (G) lipossomas com DOX acoplados a IgM-H11. A
concentracdo de DOX foi mantida em 0,01 mM, a de hipidios em 0,03 mM e a
de IgM entre 0,84 ¢ 0,119 pg/mi nas amostras.
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inibigdo resultante da exposi¢do das células a droga iivre foi elevada mesmo
quando a DOX se encontrava diluida por 100 vezes. O uso dos lipossomas
convencionais encapsulando a droga e dos imunolipossomas ligados ao
anticorpo  especifico contendo DOX resultaram nas segundas maiores
inibi¢des, em torno de 45 %. No entanto, este efeito ndo foi observado para as

mesmas amostras diluidas.

Tabela 14 - Inibigdo da proliferacdo das células de Glioblastoma Multiforme
SK-MG-1 por DOX livre e encapsulada em lipossomas convencionais e
acoplados a anticorpos do tipo IgM. As células foram incubadas na presenca
das amostras concentradas suspensas em solugdo tampdo Il (composigdo

descrita na Tabela 12) e diluidas em meio de cultura por 48 horas.

Tipo de Agente Inibi¢do da Proliferacdo (%o)
Amostras  Amostras  Amostras
néo diluidas diluidas
diluidas 10 vezes 100 vezes
DOX Livre 87+13 65423 60148
IoM-H11 Livre -23£15 -312 742
Lipossomas sem Droga -67+14 -24132 -8+27
Lipossomas sem Droga + IgM-H11 -25+2 8+7 1244
Lipossomas + DOX 44+2 12438 19426
Lipossomas + DOX + IgM-C -5+10 5429 6+17

Lipossomas + DOX + IgM-H11 4543 187 7122




Capitulo IV - Resultados e Discussdo 178

Nota-se também que algumas amostras induziram a um aparente
estimulo na proliferagdo, ilustrado pelos valores negativos obtidos para a
inibicdo do crescimento celular. Entre as amostras que apresentaram este
comportamento, tem-se o anticorpo especifico livre, ambos os lipossomas
livres de drogas e os lipossomas acoplados ao anticorpo IgM-C contendo
DOX.

Horowitz et al. (1992) observaram que o uso de DOX encapsulada em
lipossomas cujo principal componente ¢ um fosfolipidio que apresente elevada
temperatura de transi¢do (em geral, maior que 37°C) resulta em baixa
citotoxicidade. Embora o uso desse tipo de lipidio favorega o tramsporte e
deposigdo de vesiculas intactas nas imediagdes do tumor, lipossomas intactos
conduzem a uma menor exposicdo das células-alvo a droga. Os mesmos
autores observaram também que a citotoxicidade depende da liberagdo da
DOX no meio extracelular e ndo do transporte da droga encapsulada para o
interior da célula. Desta forma, incubagdes prolongadas das células em
presenga de lipossomas contendo DOX tenderiam favorecer a liberagdo da
droga, diminuindo as diferengas existentes entre as citotoxicidades observadas
para a droga na forma livre ¢ encapsulada.

Assim, a presenga do fosfolipidio DPPC (que apresenta uma Tm de
41°C) na composi¢do das vesiculas testadas poderia ter causado a diminuigo
da biodisponibilidade da droga e, conseqiientemente, a redug¢do da
citotoxicidade. Como o aumento do tempo de contato ndo resultou em maior
diminuigiio da proliferagdo celular, pode-se sugerir que tais vesiculas sdo
estruturalmente estaveis a 37°C por periodos de até 48 horas.

O fato de que os imunolipossomas especificos contra as células SK-
MG-1 se mostram tdo estaveis a ponto de ndo liberar a droga in vitro em

quantidades suficientes para provocar a redugdo da proliferagdo das células em
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comparagdo com o efeito da droga livre ndo necessariamente inviabiliza sua
utilizagdo in vivo na terapia de tumores cerebrais.

In vivo, os lipossomas estariam expostos a concentragdes de plasma
muito maiores que in vitro, além de estarem sujeitos a mteragdes com as
proteinas do fluido intersticial e com macréfagos que eventualmente estariam
nas imedia¢des do tumor (Horowitz et al., 1992; Lee et al., 1992). Esses
fatores poderiam contribuir para um aumento significativo do efeifo citotoxico

pelo favorecimento da liberagdo da droga.

4.5, Distribuicde Ultraestrutural in Vive de Boro Proveniente de CPA

Livre e Encapsulada em Lipossomas

A eficiéncia da Terapia de Captura de Néutrons por Boro (TCNB) no
tratamento de tumores cerebrais estd diretamente ligada a pelo menos dois
fatores, o acumulo seletivo de substincias contendo boro nas células
cancerosas € a administracdo de doses corretas na irradiagdo com néutrons.
Embora o monitoramento dos niveis de boro no tumor e nas regides normais
adjacentes seja fundamental para a microdosimetria da radiagéo a ser aplicada,
poucos sdo os métodos que possibilitam a localizagdo e quantificagio deste
clemento nas células a nivel ultraestrutural. A técnica de espectroscopia de
perda de energia de elétrons acoplada a geragdo de imagens por espectroscopia
eletronica permite a andlise especifica ¢ com elevada sensibilidade da
distribuicic de atomos de boro em estruturas internas de células,
possibilitando a avaliacdo preliminar da eficacia de novos agentes de captura

na deposi¢do especifica de boro em tumores.
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Esta técnica foi utilizada para a localizagdo de atomos de boro no
cérebro de ratos. A avaliagdo foi feita em tecidos normais ¢ em fumores
intracranianos do tipo gliossarcoma 91. implantados e desenvolvidos nos
animais por 13 dias. Para tal, injetou-se amostras contendo CPA na forma livre
(contendo 160 ppm de boro) e ativamente encapsulada em lipossomas
extrudados compostos por DSPC/DMPE/Col (contendo 20 ppm em boro). As
analises foram feitas 30 minutos e 4 horas apos a injegdo ntravenosa da CPA,
resultando em amostras de tecidos com detalhamento celular e contraste de
boa qualidade.

Em todas os tecidos onde foi detectado boro, o sinal associou-se
primariamente a heterocromatina densa no interior do nicleo celular. No
citoplasma, a associagdo do composto de boro foi fraca, ndo se observando o
acimulo de boro em nenhuma organela especifica. Para as diversas amostras
analisadas, a distribuigdo de boro foi variavel, ou seja, este elemento foi
exibido em diferentes intensidades pelas células de tumor e pelas células
adjacentes a ele. Os tecidos cerebrais normais nio apresentaram deposig¢do de
boro proveniente tanto da CPA livre como da encapsulada em lipossomas. As
maiores concentragdes de boro foram localizadas em globulos brancos,
enquanto que os globulos vermelhos apresentaram pouco ou nenhum actimulo
deste elemento. Tecidos cerebrais normais e células de tumor de ratos controle
(nao tratados com CPA livre ou encapsulada) apresentaram apenas ruido de
fundo.

Os tecidos de gliossarcoma de animais tratados com CPA encapsulada
em lipossomas mostraram baixo actmulo de boro 30 minutos apds a injegio.
Animais tratados com a CPA livre apresentaram acumulo de boro moderado
nos tumores e elevado nos globulos brancos. Em todas as amostras de tecido
cerebral, notou-se que as c¢élulas imediatamente adjacentes a vasos sangiiineos

exibiram as deposi¢des de boro mais intensas.
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As amostras de gliossarcoma coletadas 4 horas apos a mjegdo de CPA
encapsulada em lipossomas mostraram um grande acumulo de boro na regido
nuclear. A presenga de boro nestas amostras permaneceu Iintensa nos
cromossomos de células de tumor que se encontravam em divisdo. Em
contraste, a CPA livre resultou em deposigdes de boro de fracas a moderadas,
apenas. Esta diferenga nos acumulos de boro observados para os dois sisternas
é significativa, principalmente porque a concentragdo da CPA livre injetada
suplantou a da CPA encapsulada em 8 vezes.

A razdo do actimulo da CPA no nucleo celular ndo foi esclarecida. No
entanto, o carater anfifilico deste composto pode ter auxiliado sua localizagio
nos tumores, permitindo sua facil penetragdo através das membranas celulares.

A quantificagio do boro acumulado nas células de tumor através do uso
de lipossomas levou a cerca de 0,4 pug de boro por grama de tumor. Este valor
esta claramente abaixo da concentragdo minima necesséria para que a TCNB
seja efetiva. Segundo Hawthorne (1993), se o boro estiver associado a parede
celular, concentragOes iguais ou maiores que 30 ppm seriam necessirias, ao
passo que se o boro estiver localizado no niicleo, concentragdes em torno de
10 ppm seriam requeridas,

O fato de que a CPA pode ser acumulada especificamente em células de
tumor e que tanto nos tecidos cerebrais normais como no sangue ndo foram
observadas evidéncias da presenga deste composto 4 horas apos a injegdo
indicam boas possibilidades do uso da CPA encapsulada em lipossomas na
TCNB. Embora a concentragdo de boro acumulado tenha sido bastante
reduzida, a auséncia de CPA nas imediagGes pouparia as células normais dos
efeitos danosos da uradiagdo com néutrons, atendendo a um requerimento
basico para a aplicagdo da TCNB. A quantidade de boro acumulada poderia
ser aumentada pela inje¢do intravenosa de um maior numero de lipossomas, ou

ainda através da administrag8o intracraniana das vesiculas, reduzindo a sua
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dilui¢fic no sangue. Qutras possibilidades seriam a administragdio de dosagens

multiplas € o uso de lipossomas “stealth” encapsulando a CPA.

4.6. Citotoxicidade de Doxorrubicina Livre ¢ Encapsulada em Lipossomas

Injetados no Cérebro de Ratos

Segundo Firth et al. (1984), a injegdo local de agentes com atividade
anti-cancer em tumores cerebrais pode ser uma opgéo relevante no tratamento
de gliomas, pois a administragdo sistémica destas substincias geralmente
envolve a manutengdo de concentragdes elevadas por periodos longos,
acarretando sérios efeitos colaterais. A injec8o intracerebral destes agentes
terapéuticos encapsulados em lipossomas poderia ser ainda mais vantajosa,
pois as vesiculas poderiam atuar como reservatorios, liberando lentamente
altas concentragdes da droga encapsulada.

O efeito in vivo da injegdo intracerebral de 10 pl de diversas amostras
fo1 avaliado em ratos sadios. As alteragdes histologicas observadas através de
microscopia Optica apés a injecfio dos agentes testados estdo descritas na
Tabela 15. Os testes tinham por finalidade mostrar os danos resultantes de
doses unicas em fases de edema cerebral otimo (3 dias apés a injegdo) e
cronico (14 dias apdés a injegdo). A hemorragia leve é descrita como
mfiltragdes de globulos sangiiineos vermelhos por ndo mais que um campo
otico além da extremidade da canula de injecéo, enquanto reages moderadas e
fortes foram estipuladas como infiltracdes de células alcangando 2 e de 3 a 4
campos otimos além da regiio da cinula. Analises equivalentes foram feitas
para tecidos apresentando células rompidas ou em fragmentos (necrose) e

iinfocitos (inflamagéo).
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Tabela 15 - Alteragbes histologicas decorrentes da mjegdo intracerebral de
diversas amostras em ratos saudaveis. Foram utilizados trés antmais por grupo
de tratamento. Os animais foram sacrificados 3 ou 14 dias ap6s uma Unica

injecdo de cada amostra.

Descrigdo Hemorragia Necrose Inflamagéo
da Amostra Dia3 Dial4 Dia3 Dial4 Dia3 Dial4
DOX Livre ++ - - - - -
a 0,1 mM - + - - - -
s e - - - -
DPPC/Col/MPB-PE + - - - - -
Lipossomas a + - - - - -
0,3 mM em lipidios + - - - - -
IgM-H11 Livre A4+ ++ + - - -
a 8,4 ng/mi ot - - . - -
e - et - + -
Lipossomas+DOX ++ . - + - -
a0, lmMemDOXe ++ + - - - -
0,3 mM em lipidios - - - - - -
Lipossomas+DOX+IgM-C - - - - - +++

2 0.1 mMem DOX, 0,3 mM - - - - - .
em lipidios e 1T pg IgM/mi +-+ - - - - -

Lipossomas+DOX+IgM-H11 - - - + - A+
a 0.1 mM em DOX, 0.3 mM ++ - - - - -
em lipidios e 8.4 pug IgM/ml ++ + - - - -

- reacdo inexistente
+ : reagio fraca

++ : reagdo moderada
+++ : reagdo forte
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De maneira geral, ndo se observou danos anormais nos tecidos
cerebrais. Em nenhum dos animais notou-se alteragdes comportamentais nos
periodos decorridos apés a inje¢do dos agentes testados, como convulsdes.
Trés dias apos as injegdes, a maioria dos animais avaliados exibiu zonas de
hemorragia adjacentes a regido da cénula. Dois dos amimais apresentaram
tecidos com necrose de fraca a moderada (ambos tratados com a IgM-H11) e
apenas um animal apresentou uma discreta inflamacdo (também tratado com o
anticorpo especifico). Assim, a inje¢do da IgM-H11 resultou nos efeitos mais
intensos do ponto de vista de danos agudos, enquanto a DOX livre e
encapsulada nos diversos lipossomas testados causou, quando muito, reagdes
moderadas. A reagdo foi minima quando da injecdo de lipossomas hivres da
droga ¢ dos anticorpos.

A avahagdo dos tecidos cerebrais 14 dias apdés a administragio dos
agentes mostrou poucas alteragOes histolégicas. Menos que um tergo dos
animais apresentou hemorragia fraca ou moderada. Em dois dos animais
detectou-se necrose fraca (um tratado com lipossomas encapsulando DOX e
outras com lipossomas acoplados a IgM-H11 contendo DOX). Observou-se
forte reagdo inflamatoria local em dois animais tratados com os lipossomas
acoplados aos dois tipos de anticorpo.

Os resultados obtidos sfo, de uma maneira geral, comparaveis aos
descritos por Firth et al. (1984) para ratos tratados com inje¢des intracranianas
de bleomicina hivre e encapsulada em lipossomas.

Pelos dados obtidos, demonstrou-se que a injegdo dos agentes testados
foi razoavelmente segura. A resposta mais freqiiente foi hemorragia.
Especificamente para os imunolipossomas contendo IgM-H11, o tnico efeito
observado trés dias apds a injecdo foi hemorragia moderada, ené;uanto que 14

dias apos a mjecdo, a maior reagldo tdxica foi a inflamacdo.
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CAPITULO V

CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. Conclusdes

Em conclusio, o presente trabalho demonstra que a compreenséio dos
efeitos que controlam o encapsulamento e a liberagio de um composto
terap€utico ¢ essencial para que se possa variar sistematicamente
caracteristicas como composicdo do lipossoma, didmetro de vesicula,
quantidade de composto terapéutico incorporado e nimero de anticorpos
acoplados, de maneira a atender necessidades especificas. Os protocolos de

preparagio estdo geralmente associados a estabilidade final do sistema.

Os resultados obtidos sugerem que técnicas de encapsulamento passivo
¢ ativo de BPA em lipossomas convencionais conduzem a baixas eficiéncias
de encapsulacfio, em concordancia com os dados de solubilidade em solugdes
aquosas e de parti¢do em sistemas 1-octanol/solugdes aquosas. A adigdo de
polictileno glicol ou de frutose a formulagfo, no entanto, melhora o

encapsulamento.

Gradientes de pH podem ser utilizados para encapsular CPA em
Iipossomas convencionais ¢ “stealth”, de maneira eficiente. O encapsulamento
da CPA ¢ mais sensivel as razdes molares iniciais CPA/lipidio que as

condigdes de mcubagio.
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A CPA foi mais eficientemente encapsulada em lipossomas contendo
6% de PEG em comparagdo com 12% de PEG, mdicando que a presenca das

cadeias poliméricas perturba o transporte da CPA na membrana lipidica.

Lipossomas modificados com PEG exitbem mailor estabilidade em
solugdes de C;2E;s que lipossomas convencionais encapsulando ou ndo a CPA.
Lipossomas convencionais contendo CPA sdo menos estavels que lipossomas
sem o composto de boro, indicando que parte da CPA acumula-se na bicamada
lipidica. Este fato ¢ também indicado pelo elevado coeficiente de partiglo

obtido para este composto no sistema l-octanol/solugdo tampéo a pH 7.5.

O uso de razdes molares iniciais CPA/lipidio reduzidas, bem como de
lipossomas com maiores diametros, ¢ mais indicado para a obtengdo de

sistemas estaveis do ponto de vista de estocagem.

Os lipossomas foram capazes de proteger os linfécitos humanos

normais dos efeitos toxicos da CPA.

Os resultados dos experimentos /n vitro demonstraram pouco efeito
citotéxico decorrente do acamulo de CPA nas células SK-MG-1 através do uso
de lipossomas convencionais e “stealth”. Os resultados preliminares dos testes
de deposigdo seletiva de CPA encapsulada em lipossomas convencionais

extrudados em tumores cerebrais iz vivo mostraram-se bastante promissores.

A incorporagdo ativa de DOX em lipossomas compostos por
DSPC/Col/DMPE e por DPPC/Col/MPB-PE a 60°C resulta em razdes molares
finais droga/lipidio similares para ambas as formulacdes de lipossomas. No

entanto, o namero de moléculas de DOX encapsuladas ¢ malor para as

vesiculas contendo DPPC/Col/MPB-PE.
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A estocagem das vesiculas contendo DOX por um més a 4°C ndo
resultou em perda significativa da droga encapsulada. O acoplamento de
anticorpos do tipo IgG e IgM a superficie dos lipossomas ndo provocou a

liberagdo da droga encapsulada.

Enquanto o uso da técnica do periodato resulta na ligacdo de um
maximo de 6 moléculas de anticorpo por lipossoma, a metodologia de
acoplamento via grupos malemmida permite a ligacdo de at¢ 22 mondmeros de

IgM-H11 e de até 40 mondmeros de IgM-C por vesicula.

Lipossomas com mondémeros do anticorpo especifico I[gM-H11 ligados
a sua superficie associam-se as células de Glioblastoma Multiforme SK-MG-1
17 vezes mais que lipossomas acoplados a mondmeros do anticorpo controle

IgM-C.

Os experimentos /7 Vitro mostraram que a encapsulagdo de DOX em
lipossomas resulta na reducdo da toxicidade da droga para linfocitos humanos
normais. Quando injetada no cérebro de ratos normais, a toxicidade da DOX

encapsulada em Iipossomas varia de reduzida a moderada.

Os expermmentos #n  vitro apresentaram, em geral, baixa
reprodutibilidade, nfo elucidando o mecanismo de interagdo das células de
Gliobiastoma Multiforme SK-MG-1 com os lipossomas, representando apenas
as tendéncias gerais da associagdo das vesiculas com as células. A proliferacio
in vitro dessas células foi imibida em até 45 % quando mmunolipossomas
contendo o anticorpo especifico IgM-H11 e encapsuiando DOX foram

utilizados.
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5.2. Supesties

Para dar continuidade ao trabalho desenvolvido, sugere-se o estudo dos

aspectos mencionados a seguir.

Estocagem de lipossomas liofilizados contendo os compostos

terapéuticos encapsulados.

Encapsulamento simultdneo de BPA e CPA por incorporagio passiva e

ativa, respectivamente.

Avaliagdo da permeabilidade da bicamada hpidica dos lipossomas com

variagdes na composigio em lipidios.

Preparagdo e caracterizacdo de lipossomas sensivels a pequenas
variagdes de temperatura ou pH para aumentar a quantidade de composto

terapéutico liberado disponivel para as células.

Avaliagdo da ocorréncia de endocitose de lipossomas incubados com

células de Glioblastoma Multiforme SK-MG-1.

Avaliagdo da influéncia do nimero de anticorpos ligados por vesicula
na associagio dos imunolipossomas as células de Glioblastoma Multiforme

SK-MG-1.

Determinacdo da eficiéncia de associago dos imunolipossomas

contendo DOX a células de Glioblastoma Multiforme SK-MG-1 7 vivo.

Avaliagdo da inibicdo da proliferagdo de células de Glioblastoma

Multiforme SK-MG-1 in vivo pelo uso de imunolipossomas contendo DOX.
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ABSTRACT

This work details the preparation and characterization of lipid vesicles
(liposomes) designed to the delivery of three therapeufic compounds, o-
carboranilpropilamine  (CPA),  L-p-boronophenylalanine (BPA) and
doxorubicin (DOX) to malignant brain tumors. The ability of the three
therapeutic compounds to accumulate passively and actively within
unilamellar liposomes of different diameters and compositions was evaluated.
The influence of the entrappment conditions such as temperature, therapeutic
compound/liposomes incubation time and initial therapeutic compound to lipid
molar ratio on the encapsulation efficiency is discussed. In order to improve
the selectivity of drug action on tumor cells, IgG and IgM antibodies were
attached to the surface of DOX loaded liposomes. The toxicity of the prepared
systems was evaluated both inm virre and in vive, using Glioblastoma
Multiforme SK-MG-1 cells and injecting the samples in rats, respectively.

The results demonstrate that the therapeutic compound loading, the
number of antibodies bound per liposomes and vesicle stability can be
controlled by the experimental procedure. The loadings of BPA, CPA and
DOX mto liposomes with average diameters of 100 nm were estimated at
10,000, 13,000 and 66,000 molecules per vesicle, respectively. The storage of
the liposomes at 4 to 5°C for 1 month did not result in significant therapeutic
compound leakage or vesicle aggregation, indicating fairly stable preparations.
Up to 6 IgG antibodies and up to 40 IgM subunits were consistently bound per
DOX loaded vesicle. The use of liposomes coated with SK-MG-1 specific
antibodies resulted in a 17 times increase in cell binding in comparison to

liposomes coated with a non-specific antibody. Cell proliferation in vitro was
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inhibited up to 45% when specific immunoliposomes containing DOX were
used. Similar results were obtained for CPA loaded liposomes. Specific
deposition of CPA in tumors implanted in rat brains mediated by liposomes is

deémonstrated. Preliminary results indicated that the injection of liposomes in

yats was a relatively safe procedure.



