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APRESENTACAO

O e-book “Principios Fisico-Quimicos em Farmacia” € uma obra composta por
16 capitulos onde foram abordados trabalhos, pesquisas e revisdes de literatura
acerca de diferentes aspectos da aplicacao de propriedades fisico quimicas de
produtos e atividades farmacéuticas.

O objetivo principal desta publicac¢ao foi dar visibilidade a estudos desenvolvidos
em diversas Instituicbes de Ensino Superior e Pesquisa do Brasil, com o foco voltado
aos processos fisico quimicos no desenvolvimento de metodologias inovadoras,
qualidade, validagcao, anélise de plantas medicinais do pais, suas moléculas ativas,
entre outros.

A riqueza da diversidade de plantas brasileiras e suas analises tornam-se um
atrativo a parte neste livro, onde espécies como a Morus nigra, Helianthus annuus,
Platonia insignis Mart, Theobroma cacao L., Theobroma grandiflorum, Astrocaryum
murumuru Mart e bleos essenciais sdo mostrados e enaltecem os conhecimentos
regionais.

Assim, diversos assuntos foram discutidos e aprofundados nos capitulos deste
e-book, com a finalidade de divulgar o conhecimento cientifico aos pesquisadores
nacionais com o respaldo e incentivo da Editora Atena, cujo empenho para a
divulgacéo cientifica torna-se cada vez mais notavel.

Amanda Natalina de Faria
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CAPITULO 15

TECNOLOGIA DE LIPOSSOMOS APLICADA AOS
SISTEMAS DE FORMULACOES DE MEDICAMENTOS

Camila Fabiano de Freitas

Departamento de Quimica / Centro de Ciéncias
Exatas / Universidade Estadual de Maringa (UEM)
— Maringéa/PR

Wilker Caetano

Departamento de Quimica / Centro de Ciéncias
Exatas / Universidade Estadual de Maringa (UEM)
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Noboru Hioka
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Exatas / Universidade Estadual de Maringa (UEM)
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Vagner Roberto Batistela

Departamento de Tecnologia / Centro de
Tecnologia / Universidade Estadual de Maringa
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RESUMO: Este artigo de revisao aborda a
divulgacdo de lipossomas como sistemas
de formulagcdo de medicamentos. Vesiculas
lipossomais apresentam diametro coloidal,
possuem ao menos uma bicamada lipidica e
podemserpreparadaspormétodosdeinjecaoem
solucao etandlica, evaporacao em fase reversa
ou dispersao sélida/filme fino. A uniformizacéo
das vesiculas pode ser realizada por
extrusdo, prensa de French, homogeneizador/
microfluidificador, ultrassonicacéo (cavitacao)
ou eletroformacao. A disperséo do medicamento
pode ser por processo ativo, quando a
substancia € encapsulada durante a formacgao
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da vesicula e por processo passivo, quando
ela migra para o interior da vesicula. Em
sistemas de entrega de farmacos, as vesiculas
podem ser funcionalizadas com polimeros,
agentes crioprotetores, agentes responsivos
de pH, sondas fluorescentes para teranodstica
ou agentes ativantes para permeacdo em
membrana celular.

PALAVRAS-CHAVE: Lipossomos, vesiculas,
fosfolipidios, formulagcao, entrega de farmacos.

LIPOSOME TECHNOLOGY APPLIED TO
DRUG FORMULATION SYSTEMS

ABSTRACT: This
the liposomes as drug formulation systems.

review article addresses

Liposomal vesicles present colloidal diameter,
has at least one lipid bilayer and can be prepared
by ethanol injection, reverse phase evaporation
or solid dispersion. The uniformization step of
the vesicles can be performed by extrusion,
French  press,

and by ultrasound probe. The drug loading

homogenizer/microfluidizer

can be performed by active process, when
the substance is incorporated during vesicle
formation or by passive process, when the
drug is incorporated after the vesicle formation.
In drug delivery systems the vesicles can be
functionalized with polymers, cryoprotectants,
pH responsive agents, fluorescent probes for
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theranostics or activators for cell membrane permeation.
KEYWORDS: liposomes, vesicles, phospholipid, formulation, drug delivery.

11 INTRODUCAO

Apesar dos proeminentes avancos de técnicas de tratamento de doencas ainda
existem inUmeros problemas a serem resolvidos tais como a baixa biodisponibilidade
de principios ativos de medicamentos, distribuicao sistémica nao especifica, habilidade
limitada de monitorar a resposta terapéutica e resisténcia a multiplos farmacos (Efeito
MDR “Multidrug Resistance”) (GILLET; GOTTESMAN, 2010; KATHAWALA et al.,
2015). Nessa conjectura, estudos recentes envolvendo nanotecnologia vém sendo
amplamente abordados em pesquisas cientificas (KHAN, 2010) visando melhorar
a entrega do farmaco no tecido doente e consequentemente minimizar os efeitos
colaterais em tecidos sadios.

Vesiculas lipossomais sdo importantes sistemas nanoestruturados para a
entrega de farmacos, especialmente hidrofébicos, que podem ser obtidas em diversos
tamanhos e morfologias e que também podem acomodar simultaneamente multiplos
farmacos, atuando também para terapia multimodal. Ademais, nanoparticulas de
lipossomas (NP) podem ser moldadas com ligantes especificos para as células
alvo possibilitando o direcionamento ativo para regides especificas no organismo
(HULL; FARRELL; GRODZINSKI, 2014; MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010); ou
modificadas para fins de teranéstica, que é a combinacao entre terapia e diagnéstico
simultaneamente em uma Uunica plataforma nanométrica (CHOI; WANG, 2011;
YOHAN; CHITHRANI, 2014).

2| REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lipossomas

Lipossomas séo estruturas vesiculares constituidas em nivel nanoestrutural
por uma ou mais bicamadas concéntricas de fosfolipidios interfaceadas por
compartimentos aquosos (AKBARZADEH et al., 2013a; BULBAKE et al., 2017;
ZYLBERBERG; MATOSEVIC, 2016). Essas nanoestruturas dispostas na forma de
lamelas, consideradas também como sistemas biomimetizadores de membranas
bioldgicas, foram descritas pela primeira vez em 1961 por Alec Bangham. Contudo, o
primeiro resultado positivo obtido mediante sua utilizagcao na area biomédica ocorreu
apenas na década de 1970 (BOZZUTO, 2015). A partir de entéo, essas plataformas
nanoestruturadas tornaram-se o foco central de inumeras pesquisas cientificas

envolvendo a solubilizac&o de principios ativos farmacéuticos de diferentes classes,
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seu transporte, absorcéo celular e biodistribuigdo.

Em geral, os lipossomas sao estruturas vesiculares de dimensodes coloidais
(nanométricas a micrométricas), cujas unidades basicas formadoras sdo os
fosfolipidios, dispostos usualmente na forma nanoestruturada lamelar ou de
bicamadas lipidicas. Os fosfolipidios s&o encontrados em todas as células vivas
e constituem cerca de metade da massa das membranas plasmaticas de células
animais (BOZZUTO, 2015; BULBAKE et al., 2017; SERCOMBE et al., 2015). De
forma generalizada, os fosfolipidios sao constituidos por uma cabeca polar e duas
caudas hidrofébicas, como representado na Figura 1A.

e o HARARIN

 Acidos Graxos
(Hidrofohico)

(A) g 2

(©)

FOSFOLIPIDIO

Figura 1. (A) Estrutura quimica dos fosfolipidios; (B) Bicamada lipidica; (C) Estrutura lipossomal
auto-organizada unilamelar (contendo uma Unica bicamada fosfolipidica). Fonte: os autores.

Em meio aquoso, sob processamento fisico ou fisico-quimico especificos, os
fosfolipidios comumente orientam-se formando vesiculas lipossomais constituidas
de bicamada lipidica (Figura 1B) que armazenam uma cavidade aquosa em sua
regido central (Figura 1C). Por causa dessa configuragao, estes sistemas possibilitam
carrear tanto farmacos hidrofdébicos na bicamada lipidica quanto farmacos hidrofilicos
em seu poco aquoso interno, representando uma plataforma nanométrica impar
(TORCHILIN, 2005). Além disso, apresentam a vantagem de serem sistemas
biocompativeis e de elevada versatilidade, cujo tamanho, lamelaridade, superficie,
composicao lipidica, volume e composicdo do meio aquoso interno podem ser
manipulados em func¢do dos requisitos farmacéuticos e farmacologicos necessarios.

Os fosfolipidios podem ser de natureza sintética ou natural (AKBARZADEH
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et al., 2013a; FREZARD, 1999; VEMURI; RHODES, 1995). Os mais comumente
utilizados em formulacdes lipossomais sdo das classes de fosfatidilcolinas,
fosfatidilserinas, fosfatidilglicerdis e as esfingomielinas. Contudo, as fosfatidilcolinas
séo preferencialmente empregadas em estudos biomédicos pois apresentam grande
estabilidade frente a variagcées de pH ou da concentragdo de sais no meio.

Embora os fosfolipidios possam ser de natureza catidnica, zwitteribnica
(neutra) ou anibnica, os lipossomas carregados apresentam inumeras vantagens
quando comparados aos lipossomas neutros. Por exemplo, a presenca da carga
superficial induz a repulsao eletrostatica entre os lipossomas, criando um potencial
de superficie (¢) positivo ou negativo, que impede sua agregacéo e floculacéao,
melhorando seu perfil de estabilidade (HAERI et al., 2014). Além disso, uma elevada
carga de superficie pode promover a interagao de lipossomas com células.

Em geral, a auséncia de carga superficial desfavorece energeticamente a
estabilidade coloidal reduzindo sua estabilidade fisica e viabilizando o processo
agregacional dos lipossomas unilamelares para vesiculas multilamelares (MLV).
Além disso, os lipossomas neutros n&o interagem significativamente com as células
e isso acarreta na liberacdo dos farmacos encapsulados no espago extracelular
(SENIOR et al., 1991; ZHAO et al., 2013). Em geral, a vasta maioria dos estudos
cientificos empregam lipossomas carregados positivamente, devido aos resultados
encorajadores obtidos em experimentacdes in vitro e in vivo. Lipossomas cationicos,
usualmente sintéticos, séo tipicamente utilizados para a administragdo de genes, com
base na atragdo eletrostatica entre lipidios positivos e acidos nucléicos carregados
negativamente (SCHWENDENER, 2014) enquanto que lipossomas carregados
negativamente sédo pouco estaveis quando injetados na circulacdo sanguinea,
sendo rapidamente eliminados devido a sua interacdo com proteinas circulantes
(HARASHIMA; MATSUO; KIWADA, 1998; MILLER et al., 1998; SEMPLE; CHONN;
CULLIS, 1998). Como consequéncia observa-se a rapida absorcao pelo sistema
reticular endotelial (SRE) e efeitos toxicos, como a vasoconstricdo, hipertensao
pulmonar, queda nas plaquetas e leucdcitos circulantes (KNUDSEN et al., 2015).
Por esta razdo, os lipossomas aniénicos sdao pouco utilizados em sistemas de
administragdo intravenosa de farmacos.

Em geral, as vesiculas formadas apresentam diametro médio que pode variar
desde 20 nm até 5000 nm (AKBARZADEH et al., 2013b; BULBAKE et al., 2017).
Além disso, sdo caracterizadas pela existéncia de uma temperatura de transicéo de
fase (T, ) (KNUDSEN et al., 2015). Assim, em condi¢cOes de temperatura inferiores a
T as nanoestruturas apresentam-se na fase gel ou “rigida”, na qual os lipidios tém
movimento restrito e suas cadeias carbdnicas apresentam conformacgao “toda-trans”.
Por outro lado, em temperaturas iguais ou superiores a T_, a bicamada lipidica se
encontra na fase cristal-liquido ou “fluida” e os lipidios e suas cadeias tém grande
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liberdade de movimento. Nesta fase, os grupos hidrofilicos agrupados tornam-se
completamente hidratados. Além da T _, existe também uma temperatura de pre-
transicéo (Tp) que geralmente ocorre em temperaturas inferiores a T_. Dessa forma,
a permeabilidade dos lipossomas é relativamente baixa em temperaturas inferiores
a T _. Ressalte-se que o comprimento e a saturagéo da cadeia lipidica influenciam o
valorda T_. Portanto, diferentes membranas compostas por lipidios distintos podem
exibir diferentes niveis de fluidez na mesma condi¢ao de temperatura (LASIC, 1995).

Com relacéo a arquitetura lipossomal, os fosfolipidios podem se organizar em
uma unica bicamada lipidica ou em bicamadas multiplas em torno do compartimento
aquoso central caracterizando duas classes: unilamelares e multilamelares de
acordo com o numero de lamelas (SHASHI; SATINDER; BHARAT, 2012). Além
disso, podem ser classificados conforme seu tamanho, constituindo as vesiculas
unilamelares pequenas (Small Unilamellar Vesicles, SUV) com diametros entre 20 a
100 nm e as vesiculas unilamelares grandes (Large Unilamellar Vesicles, LUV) com
didmetros entre 100 a 1000 nm, conforme representando na Figura 2 (FREZARD;
MG; ROCHA, 2005; SHASHI; SATINDER; BHARAT, 2012).

20-100 NnmM 100-300 NmM > 1um 300 — 5000 Nnm MVL

Figura 2. Esquematizacao dos diferentes tipos de lipossomas. Vesiculas unilamelares pequenas
(SUV), Vesiculas Unilamelares Grandes (LUV), Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUV),
Vesiculas Multilamelares (MLV) e Vesiculas Multivesiculares (MVL). Fonte: os autores.

Em condicbes especificas € possivel a preparacao das vesiculas unilamelares
gigantes (Giant Vesicles, GUV) com tamanhos superiores a 1,0 um. Por outro lado,
as vesiculas multilamelares (Multilamellar Vesicles, MLV) s&o, em geral, formas
lipossomais contituidas por bicamadas fosfolipidicas concéntricas intercaladas por
compartimentos aquosos, cujo diametro varia de 500 a 3500 nm. Existem ainda outros
tipos de lipossomas, nomeadamente os lipossomas multivesiculares (Multivesicular
Vesicles, MVL) constituidos por multiplas vesiculas ndo concéntricas, conforme
Figura 2 (FREZARD; MG; ROCHA, 2005; SHASHI; SATINDER; BHARAT, 2012).

Uma vez que tecidos patolégicos, como os tecidos tumorais inflamatérios ou
sélidos, sao caracterizados pelo aumento da permeabilidade vascular (MAEDA et
al., 2000), o tamanho dos lipossomas € um aspecto fisico essencial que determina
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0 sucesso clinico dos nanocarreadores. Aliado a isso, estudos recentes tém
demonstrado que lipossomas com diametro inferior a 200 nm apresentaram menor
taxa de captacao pelo sistema reticular endotelial. Como consequéncia, apresentaram
na corrente sanguinea tempo de meia-vida maior e acumulam-se passivamente
na regido tumoral (FANCIULLINO; CICCOLINI, 2009). Inversamente, verifica-se
que os lipossomas com diametro superior a 200 nm sao rapidamente eliminados
da circulagdo sanguinea e ndo escapam da captacédo pelo sistema imunoldgico
(FANCIULLINO; CICCOLINI, 2009). Contudo, vale destacar que os lipossomas com
diametros inferiores a 50 nm apresentam drasticamente reduzida a capacidade
de armazenamento de farmacos. Mediante essas observagdes experimentais,
estabeleceu-se que um lipossoma ideal para a entrega de farmacos deve apresentar
diametro entre 50 e 200 nm (BROWN; KHAN, 2012).

Por outro lado, lipossomas ou vesiculas unilamelares gigantes (GUV) de
didmetros micrométricos (mm), sdo sistemas biomimetizadores ideais para
visualizacao direta da interacdo e da atividade de farmacos na regiao interfacial
compreendendo 45-50 A de bicamada fosfolipidica, o primeiro sitio de ligagéo e agéo
do farmaco, através de microscépia 6ptica (DIMOVA, 2012). Além de possibilitar
estudos da atividade de diferentes classes de farmacos sobre a membrana celular
como alvo especifico, através da GUV foi possivel correlacionar pela primeira vez
em terapia fotodindmica (TFD), mecanismos moleculares de peroxidacao lipidica
fotoestimulada aos mecanismos microscopios de fotodestruicdo do modelo de
membrana bioldgica por um farmaco fotoativo (CAETANO et al., 2007).

2.2 Métodos de preparo de vesiculas lipossomais

Dentre os principais métodos de preparacdo das vesiculas lipossomais
destacam-se a injecao em solucao etandlica, a evaporacdo em fase reversa e a
dispersado solida/filme fino (HUANG; DAI, 2013). No primeiro método, os lipidios
sao dissolvidos em etanol e entao rapidamente injetados em um enorme excesso
de solucédo aquosa aquecida, seguindo-se pela evaporacdo do solvente orgéanico
(SZOKA, 1980). As desvantagens desta técnica estéo relacionadas a dificil remogéao
do etanol visto que ele forma uma mistura azeotrépica com a agua. O método de
evaporagcao em fase reversa consiste na solubilizacdao dos fosfolipidios em solvente
organico, geralmente éter dietilico ou uma mistura de éter isopropilico e cloroférmio
(PATIL; JADHAYV, 2014; SZOKA, 1980). Com a adi¢ao da solugcdo aquosa tamponada
ocorre a separacao de fases e os fosfolipidios tendem a se alojarem na interface
agua/solvente orgéanico. Contudo, a sonicacdo da mistura favorece a formacéo das
micelas reversas, nas quais as goticulas de agua sao cercadas pelos fosfolipidios.
Por fim, a evaporacdo do solvente organico faz com que muitas das micelas se

colapsem e ocorra a formacédo de um organogel de alta densidade. Nessa altura,
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os fosfolipidios em excesso formam uma bicamada ao redor das micelas residuais,
resultando na formacédo dos lipossomas (AKBARZADEH et al.,, 2013a; PATIL;
JADHAV, 2014).

A metodologia de dispersdo soélida é a mais comumente empregada na
preparacao dos lipossomas (HUANG; DAI, 2013). Nesta técnica os fosfolipidios
sao dissolvidos em um determinado solvente (geralmente cloroférmio) que é
posteriormente sujeito a rota-evaporacdo. Apdés completa eliminacédo do solvente
e descanso em dessecador “overnight’, realiza-se a hidratacao do filme fino com
agua ou solucdo tamponada, sob agitacdo vigorosa, formando-se os lipossomas. E
notdrio ressaltar que as vesiculas formadas apresentam varios tamanhos e tipos.
Deste modo, diferentes métodos séo aplicados para produzir vesiculas homogéneas
e uniformes, podendo-se empregar processos mecanicos, eletrostaticos ou
quimicos. Os métodos comumente utilizados sdo os processos mecanicos, em que
estdo incluidos: extrusdo através de membranas de policarbonato com diferentes
porosidades, prensa de French, homogeneizador/microfluidificador, ultrassonicagao
(cavitacdo) com ponteira de titédnio e por eletroformacédo (CAETANO et al., 2007;
FRANCISCO; FRANCISCO, 1979; HUANG; DAI, 2013; PATIL; JADHAV, 2014).

Dentre as etapas de preparacdo lipossomal, uma etapa crucial é o
encapsulamento do farmaco que se deseja carrear. Em geral, a incorporacdo dos
farmacos nos lipossomas pode ser realizada de duas maneiras: incorporacao passiva
e incorporacgao ativa (HOPE, 1989). Na incorporacéao passiva, o farmaco é adicionado/
encapsulado apés a formacéao e uniformizagdo dos lipossomas. Esta metodologia é
comumente utilizada na formulacdo de farmacos hidrofoébicos, que se particionam
preferencialmente para a bicamada lipidica. Em contrapartida, na incorporacéao ativa
o farmaco é adicionado na etapainicial de preparacao do filme lipidico (AKBARZADEH
et al., 2013a; HOPE, 1989). Um componente lipidico importante, que muitas vezes
€ utilizado juntamente com os lipossomas nas formulacdes é o colesterol. Este
aumenta a rigidez das membranas no estado “cristal liquido” e reduz os defeitos
estruturais das membranas no estado “gel” (FREZARD; MG; ROCHA, 2005).

2.3 Sistemas lipossomais como Drug Delivery Systems

Sistemas lipossomais sao muito promissores para a industria farmacéutica e
tém recebido especial atencado nos ultimos anos pela possibilidade de incorporarem
substancias farmacologicamente ativas tanto no compartimento aquoso interno
(farmacos hidrofilicos), como na bicamada lipidica (farmacos hidrofébicos) o que
Ihes conferem grande versatilidade. (ALLEN, 2015).

S&o inumeras as vantagens obtidas com a utilizacédo de sistemas lipossomais
como “Drug Delivery System”, pois eles sdo biodegradaveis, ndo possuem
antigenicidade (capacidade de estimular a producdo de antigenos), protegem os
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farmacos contra a acdo enzimatica e reduzem a toxicidade dos principios ativos,
podem ser direcionados ao local de acao pela adicao de sinais moleculares,
fornecendo simultaneamente um meio lipofilico e um meio aquoso, possibilitando a
caracterizagao fisico-quimica e controle de suas propriedades por meio de variagdes
na composicao e método de preparacdao (AKBARZADEH et al., 2013a; SERCOMBE
et al., 2015). Ademais, atuam na liberac&o controlada (parenteral ou dérmica) do seu
conteudo para os fluidos biolégicos ou para as células, e as formulac¢des lipossomais
podem atingir os sitios de inflamacéo, infec¢éo e neoplasia.

Além disso, os lipossomas apresentam a vantagem de serem estruturalmente
semelhantes as membranas biolégicas, conforme Figura 3, acarretando em maior
interacdo com a membrana celular (LI et al., 2011). Entre os mecanismos postulados
pelos quais os lipossomas podem interagir/adentrar nas células, acredita-se que a
adsorcao, a endocitose, a troca lipidica e a fusdo s&o as mais importantes, como
representado na Figura 3 (MOGHIMIPOUR; HANDALI, 2013).

(A)
Absorgio {?} Troca Lipidica
ase g
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=
Endocitose
.

~ou
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Figura 3. Esquematizac¢édo de processos de entrega de farmacos a células. (A) Interacéo
membrana celular com o lipossoma e (B) representacao do processo de fuséo lipossomal com
a membrana celular. Fonte: os autores.

Dentre os mecanismos pelos quais 0s lipossomas interagem com a célula,
destaca-se a fusdo da membrana lipossomal com a membrana plasméatica da célula
alvo. Este fenbmeno provoca a liberagcdo de conteudo lipossdmico diretamente
no citoplasma (YANG et al., 2016). Outro importante mecanismo é a adsor¢céo na
membrana das células, onde a bicamada lipidica do veiculo é degradada por enzimas
(lipases). Esse processo leva a liberagdo do farmaco no fluido extracelular, a partir
do qual podem se difundir através da membrana celular e do citoplasma (ACTA et
al., 1984). Ressalva-se que farmacos hidrofilicos dificilmente conseguem se difundir
para o interior da célula. O terceiro mecanismo mais frequente é a endocitose
mediada por receptores. Este processo ocorre apenas com vesiculas de diametros
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inferiores a 150 nm (LEE; FRANCISCO, 1992). Além disso, € imprescindivel
que o farmaco encapsulado suporte o ambiente acido de lisosomas, onde os
lipossomas sao processados enzimaticamente. A fagocitose também pode ocorrer,
mas envolve lipossomas com diametros superiores a 150 nm (MADSEN; NAYAR,
1986). Estes lipossomas grandes sao fagocitados por células especializadas do
sistema imunoldgico, como macréfagos, mondcitos e células de Kupffer (ROOIJEN;
SANDERS, 1996). Salienta-se que o0s mecanismos e a extensao da interacdo
lipossoma-célula sédo fortemente influenciados pela natureza e densidade da carga
da superficie dos lipossomas.

Os lipossomas podem ser desvantajosos devido a baixa solubilidade e baixa
estabilidade em solucado. Adicionalmente, alguns fosfolipidios podem sofrer oxidacao
e reacbes como por exemplo hidrolise, possuindo ainda alto custo de producéao
devido a baixa estabilidade, com perdas de lotes de fabricacdo (AKBARZADEH et
al., 2013a; BATISTA et al., 2007; BULBAKE et al., 2017; FREZARD; MG; ROCHA,
2005). O armazenamento na forma liofilizada representa uma alternativa viavel para
as formulacdes lipossomais (CHEN et al., 2010). Como suspenséo aquosa € muitas
vezes incompativel com a estabilidade requerida para os produtos farmacéuticos (de
pelo menos um ano) (MUFAMADI et al., 2011). De fato, o estado sélido é a forma
mais estabilizadora de produtos, com destaque a compostos sensiveis a luz. No
entanto, deve ser incluido na formulagdo um agente crioprotetor com intuito de evitar
a fusdo das membranas desidratadas e o consequente vazamento da substancia
encapsulada no momento da reidratacdo (CHEN et al., 2010; CROWE; REID;
CROWE, 1996).

Aliado a isso, como dito anteriormente, um dos maiores entraves envolvidos
na utilizacdo dos lipossomas é a sua rapida eliminagdo da corrente sanguinea,
principalmente pelas células de Kupffer no figado (BATISTA et al., 2007; BOZZUTO,
2015). Nesse sentido, visando aproveitar as suas caracteristicas favoraveis em
aplicacbes nanomedicinais, varias alternativas vém sendo propostas para a
preparacao de lipossomas com maior estabilidade. As modificacdes tém por objetivo
melhorar a capacidade de encapsulamento de farmacos, reduzir a captagao pelo
SRE e minimizar os possiveis efeitos citotoxicos. Dessa forma, os lipossomas
convencionais podem passar por alteracbes estruturais que incluem mudancgas
na composicéo lipidica e na carga superficial a partir da adicdo de ligantes de
revestimento para direcionamento ativo (SERCOMBE et al., 2015). Assim sendo,
a partir dos lipossomas convencionais surgiram os lipossomas sitio-especificos,
teranésticos e de longa-circulagéo.

O aprimoramento das vesiculas lipossomais inclui o desenvolvimento de
lipossomas sitio-especificos, a partir da utilizacdo de ligantes acoplados em sua
superficie, visando o direcionamento ativo do farmaco a regidao de acao desejada
(SERCOMBE et al., 2015). Alguns exemplos de ligantes de reconhecimento sao
anticorpos, polissacarideos e proteinas virais (PURI et al.,, 2010). Além disso,
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a nanotecnologia oferece a possibilidade de reunir agentes terapéuticos e de
diagndstico em um lipossoma teranostico, integrando diagnostico e terapia (SELECI
et al., 2017). O principal objetivo € diagnosticar e tratar as doencas na fase inicial.
Uma plataforma teranéstica é de natureza multifuncional, capaz de detectar e
entregar especificamente agentes terapéuticos as células doentes com a ajuda de
ligantes e biomarcadores.

Outra importante abordagem no desenvolvimento de formulag¢des lipossomais
€ a utilizacao de estimulos responsivos ao pH e temperatura (CHIANG; LO, 2014). O
desenvolvimento de lipossomas sensiveis ao pH foi planejado apés a consideracao
de que alguns tecidos patologicos, incluindo tumores ou areas de inflamacéao e
infeccéo, exibem um ambiente acido em comparag¢ao com os tecidos normais. Um
lipossoma sensivel ao pH é geralmente estavel ao pH fisiolégico, mas pode ser
submetido a desestabilizacdo e adquirir propriedades fusogénicas (fundem com
a membrana celular) sob condi¢cdes &cidas, levando a liberacdo de seus teores
aquosos (SIMOES et al., 2004).

Os lipossomas termossensiveis, por sua vez, podem ser combinados com a
hipertermia observada em regides tumorais, podendo aumentar de forma seletiva
a biodisponibilidade do farmaco localmente, minimizando a exposicdo sistémica.
Os lipossomas sensiveis a temperatura liberam os farmacos encapsulados na
temperatura de transicdo da fase (T ) da bicamada lipidica. Dessa forma, eles
frequentemente incluem dipalmitoilfosfocolina como componente chave, porque a
transicao de fase deste lipidio ocorre acima de 41 °C (DAl et al., 2017).

Especificamente nas formulagdes lipossomais para tratamento dérmico
(intradérmico ou transdérmico), as mesmas costumam apresentar uma
permeabilidade cuténea relativamente baixa, fazendo com que a quantidade de
farmaco absorvida e disponibilizada no sangue circulante seja minimizada. Trés
mecanismos de permeacao sao reportados para esses sistemas: fusédo, hidratacao
e penetracao (CAETANO et al.,, 2007). O mecanismo de fusdo ocorre devido a
similaridade estrutural entre os fosfolipidios (dos lipossomas) e os lipidios do estrato
corneo. Nessa situagdo, uma estrutura granulosa planar contendo espacos lipidicos
é formada, facilitando a entrada de medicamentos. O mecanismo de hidratacéao
aumenta a umidade da cuticula, reduzindo sua densidade e desta forma aumentando
a permeabilidade (penetracéo) dos principios ativos.

Os Transferossomos® sao vesiculas ou lipossomos deformaveis, elasticos, e
obtidos pela adicao de um surfactante de cadeia Unica a bicamada fosfolipidica. Sua
capacidade de deformacéo tem sido explorada em administragdes tépicas, devido
a elevada habilidade em transpor os poros da pele de 5 a 10 vezes menor que seu
préprio tamanho, aumentando a carga de farmaco no local de agdo. O mecanismo de
permeacéao envolve o aumento na fluidez e producao de irregularidades estruturais
no estrato cérneo, devido a permeacao dos surfactantes. Regido pelo gradiente
osmotico e com o auxilio da maior hidratagdo cutanea, os Transferossomos® podem
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passar por canais varias vezes menores que seu tamanho (ZHENG et al., 2012).

Etossomos sao sistemas vesiculares compostos por fosfolipidios, agua e
moléculas de alcoois. Podem ser preparados por exemplo pela solubilizagcdo dos
fosfolipidios em etanol, seguido da lenta adi¢éo de agua (VANIC, 2015). Trata-se de
vesiculas caracterizadas pela elevada estabilidade estrutural, eficiéncia transdérmica
(comparado aos lipossomas tradicionais) e alta capacidade de encapsulamento
de farmacos, o que leva a efeitos de liberagdo prolongada de medicamentos. O
mecanismo de permeacdo principal foi atribuido a alta concentracdo de alcool,
que permite melhor solubilizagcdo do farmaco na camada lipidica simultdneo a um
aumento na mobilidade das cabecas polares das moléculas lipidicas, levando a um
desarranjo do estrato corneo (ZHOU et al., 2018).

Finalmente, paraalémdaadicao de sinais moleculares e estimulos responsivos,
os lipossomas podem ainda ser revestidos com materiais furtivos, ou seja, que os
permita permanecer por tempo suficiente na corrente sanguinea. A otimizacao dos
lipossomas com o intuito de prolongar o seu tempo de circulagéo sanguinea iniciou-
se pelo ajuste de sua composicdo e tamanho. Os estudos iniciais mostraram que
os lipossomas com diametro proximo a 100 nm mantinham-se por tempo superior
na corrente sanguinea, em detrimento de lipossomas com diametros superiores a
200 nm (NAGAYASU; UCHIYAMA; KIWADA, 1999). Adicionalmente, notou-se que a
utilizacéo de fosfolipidios saturados que possuem temperatura de transicao de fase
superior atemperatura corpérea (37 °C), mantinham-se por maior tempo nacirculacao,
em detrimento de lipossomas insaturados (ALLEN; HANSEN; RUTLEDGE, 1989).
Apesar das melhorias obtidas controlando o didametro e empregando-se fosfolipidios
saturados, o tempo de circulagdo sanguinea ainda ndo era o desejado. Sendo assim,
a estratégia seguinte foi a modificagdo superficial dos lipossomas, embasando-
se no conceito fisico-quimico de repulsao estérica mediante o revestimento com
substéancias hidrofilicas capazes de permanecer por tempo suficiente na corrente
sanguinea sem serem reconhecidos e eliminados (WOODLE, 1995).

A primeira tatica em revestimento lipossomal objetivava mimetizar a membrana
dos eritrocitos. Nesse sentido, a superficie do lipossoma foi modificada com
gangliosideos, especificamente o monosialogangliosideo (GM1).(GABIZON;
PAPAHADJOPOULQOS, 1988) Os gangliosideos sao glicoesfincolipideos, que
se localizam na regido externa das membranas plasmaticas, concentrando-
se principalmente no sistema nervoso, e dessa forma nao seriam reconhecidos
como corpos estranhos pelos macrofagos (HAKOMORI, 1981) Contudo, surgiram
varios entraves que dificultaram a aceitacdo de lipossomas revestidos com a GM1,
acarretando na necessidade de utilizar um revestimento mais seguro, barato e
com maior aceitabilidade clinica. Diante disso, varios pesquisadores passaram a
empregar o polietilenoglicol (PEG) como material alternativo no revestimento de NP
lipidicas, devido a auséncia de toxicidade, ndo imunogenicidade e aprovacéao pela
FDA (Food and Drug Administration; U.S.A.) para aplicacdes parenterais em seres
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humanos (HUYNH; LAUTRAM, 2010). Além disso, estudos clinicos mostraram que
as “nanoparticulas peguiladas” apresentavam tempo de meia-vida na circulacéao
sanguinea de até 24 horas em ratos e até 45 horas em humanos, proporcionando
assim tempo suficiente para que os lipossomas pudessem atingir o tecido alvo
(SINGH; JR, 2009). A explicacao para a estabilizacao esta relacionada a camada
de hidratagcdo que é gerada ao redor da NP, proporcionando uma barreira estérica
contra os macrofagos, inviabilizando seu reconhecimento e eliminacéo.

Assim, o revestimento superficial hidrofilico formado pelos polimeros aumenta
o tempo de circulacéo dos lipossomas, prevenindo o reconhecimento e consequente
associacao com as opsoninas no plasma, inibindo o processo de reconhecimento
molecular e a captura pelo SER (TORCHILIN et al., 1994). O revestimento também
altera a cinética da liberagdo dos farmacos encapsulados, permitindo taxas de
liberagcdo mais lentas (ALLEN; ALLEN, 1994). Apesar de todas as melhorias obtidas,
novas estratégias tém sido seguidas para melhorar a eficacia terapéutica de
lipossomas de longa circulagédo. Adicionalmente, pesquisas recentes tém reportado
a eficiente e rapida formacéao de lipossomas unilamelares mediante a combinacao
de fosfolipidios com copolimeros tribloco do tipo (EO),(PO),(EO),, comercialmente
conhecidos como Pluronics® ou Poloxameros [FREITAS, 2019a, FREITAS, 2019b].
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