Biotecnologia de sistemas coloidais aplicavel
na otimizacao do efeito terapéutico de

farmacos usados no tratamento do cancer

THALITA PEDRONI FORMAF{IZ11
BRUNA JULIANA WANCZINSKI

ARNGBIO ANTONIO DA SILVA JUNIOR'

MARIA VIRGINIA SCARPA’ .
ANSELMO GOMES DE OLIVEIRA

1. Mestrandos do Programa de P6s-graduagéo em Ciéncias Farmacéuticas.

2. Professor Assistente Doutor -

3. Professor Adjunto - Departamento de Farmacos e Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-Unesp,
Rodovia Araraquara-Jau km 01, 14801-902, Araraquara, Sao Paulo.
Autor responsavel e-mail: oliveiag@fcfar.unesp.br

1. CANCER

O cancer é considerado um problema de sau-
de publica, em todo o mundo. Nos Brasil, o nimero
casos de tumores diagnosticados aumenta, a cada
ano, e, nos Estados Unidos, surgem aproximadamen-
te 1 milhao de novos casos por ano. Analises estatis-
ticas alarmantes prevéem que, até o ano 2005, cerca
de 10 milhdes de novos casos de neoplasias deve-
rao ser diagnosticados.

A quimioterapia € uma das abordagens para o
tratamento das neoplasias e, no sentido de aprimo-
rar esta ferramenta, destaca-se, como prioridade, o
desenvolvimento de novos farmacos, em especial
aqueles ativos contra os tumores soélidos. Um dos
principais fatores limitantes da atividade dos farma-
cos antineoplasicas é o aparecimento de células tu-
morais capazes de desenvolver mecanismos intra-
celulares de resisténcia farmacolégica de etiologia
multifatorial (KLIGERMAN, 2000).

Atualmente, sao conhecidos mais de cem ti-
pos de canceres, diferenciados pela etiologia, histo-
ria natural e forma de tratamento. Apesar da grande
evolucao do conhecimento a respeito deste conjunto
de patologias, tal progresso nao refletiu de maneira
proporcional o desenvolvimento de técnicas eficazes
de prevencéo, tratamento e cura.

Em relacédo ao tratamento de neoplasias, a in-
troducdo da quimioterapia aumentou significativa-
mente os indices de cura de alguns tumores, em es-
pecial as neoplasias hematologicas, as quais nao
eram controladas com sucesso pelo emprego da ci-
rurgia ou radioterapia (BONADONA, 1990; MANS et
al., 2000).

As neoplasias podem ser classificadas em be-
nignas e malignas. Os tumores benignos apresen-
tam células diferenciadas com crescimento lento e
expansivo, pouca mitose e, na maioria das vezes, sao
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encapsulados, ndo capazes de originar metastases
e, apresentam apenas complicagdes locais.

Assim, dificilmente levam pacientes a 6bito
(MELLORS, 1999). Ao contrario, as células neoplasi-
cas apresentam quatro caracteristicas principais que
as distinguem das células normais: perda da funcéao
em consequéncia da auséncia de diferenciacao, in-
vasao e destruicdo dos tecidos adjacentes, prolifera-
cao incontrolada e geracdo de metastases. Essa cé-
lula origina de mutagoes, que podem ser hereditari-
as ou adquiridas somaticamente como resultado de
processos enddgenos ou exposicao a uma varieda-
de de fatores ambientais, quimicos, fisicos e biolégi-
cos (COELHO, 1998). Além disso, os tumores malig-
nos sao pouco diferenciados e ndo sao encapsula-
dos, apresentam crescimento invasivo, podendo ori-
ginar metastases e normalmente provocam a morte
do paciente (MELLORS, 1999).

A acédo dos agentes carcinogénicos sobre a
célula resulta em dano genético (mutacéo) ou altera-
¢ao no padrao de expressao génica (epigenético),
apresentando um efeito acumulativo, durante a vida
do individuo, até a ocorréncia do tumor (CHMPBE-
LL, 1999). A primeira etapa, carcinogénese, € a inici-
acdo, na qual o agente carcinogénico causa uma
mutacao no DNA celular (fenémeno celular).

Nesse evento, ndo se da o desenvolvimento
da patologia, a qual s6 ocorrera, quando a célula
mutada dormente sofrer um evento epigenético. A
segunda fase é a promocao, em que ocorre uma sé-
rie de efeitos reversiveis que facilitam a expressao do
fenétipo iniciado (fendémeno tissular), e possui dura-
¢ao variavel.

A Ultima etapa € a progressao, envolve ciclos
sucessivos de mutagdes, ocorrendo o rearranjo cro-
mossomal, o qual ativa o proto-oncogene ou supri-
me um gene supressor tumoral, iniciando a divisao
descontrolada da célula tumoral (fenémeno sistémi-



co) (MCKINNELL, 1998). Para o desenvolvimento da
neoplasia € necessario que ocorra mutagdes geno-
micas sucessivas, porém alguns individuos ja pos-
suem alteracoes no seu fenétipo proveniente das
células germinativas, tornando mais susceptiveis.

Existem dois tipos de alteragdes genéticas que
podem levar ao desenvolvimento tumoral. A primeira
refere a inativacdo de genes supressores tumorais,
pois estes codificam proteinas que bloqueiam o ci-
clo celular, retornando a célula para o estado quies-
cente, ou promovendo a morte celular programada
(apoptose), quando esta apresentar algum dano no
seu DNA.

Dessa maneira, a inativacao desse gene leva a
perda da regulacdo do crescimento celular e, por-
tanto, esta mutacao é oncogénica (PEARSON e VAN
DER LUIJT, 1998). E provavel que o evento chave da
carcinogénese seja a perda da funcao dos genes su-
pressores tumorais (DE VITA, 1995; PERANTONI,
1998; BRETANI, 1998). O segundo refere a ativacao
de proto-oncogeneses em oncogeneses, que codifi-
cam proteinas responsaveis pela promogao e regu-
lacdo do ciclo celular, tais como fatores de cresci-
mento e seus receptores, enzimas e proteinas envol-
vidas no controle da proliferacéao e diferenciacao ce-
lular, quando estes sao ativados através de translo-
cacdes cromossomais, amplificagcbes génicas ou
mutacdes pontuais, os proto-oncogenes transfor-
mam-se em oncogenes e estes podem conferir auto-
nomia de crescimento as células (HACKFORD, 1993;
PERANTONI, 1998).

O processo de apoptose é dependente de
energia caracterizado pela rapida ocorréncia de alte-
ragcoes morfoldgicas e bioquimicas. Essas alteragoes
consistem em formacdes citoplasmaticas, condensa-
¢ao da cromatina e da membrana nuclear, clivagem
da cromatina por endonucleases, as quais sao so-
mente ativadas no processo apoptotico e, finalmen-
te, a fragmentagao do DNA com a morte celular. H&
oncogenes, como por exemplo, o bcl-2, eu codifi-
cam proteinas antiapoptéticas inibindo este proces-
so (PIERCE, 1998; KESSLER, 1999).

A literatura relata que para o aparecimento de
metastase e o desenvolvimento do tumor, ha a ne-
cessidade de suprimento adequado de sangue, o
qual é obtido, através da formagao de novos vasos
sanguineos, a partir dos ja existentes nos tecidos cir-
cunvizinhos (FOLKMAN e COTRAN, 1976; FURCHT,
1986). Esse processo é chamado de neovasculariza-
¢ao ou angiogénese (FOLKMAN e SING, 1992).

Esse processo raramente ocorre em um indi-
viduo normal, porque as células normais secretam
baixas concentragdes de indutores e altos niveis de
inibidores angiogénicos, enquanto que as células
tumorais fazem ao contrario (BOUCK, 1990; AUGUS-
TIN, 1998). O processo de angiogénese favorece a dis-
seminacgao celular, e pode ocorres por duas vias, atra-
vés dos vasos sanguineos e pelo sistema linfatico.

Os sarcomas preferem a via hematogénica, e
os carcinomas, o sistema linfatico. Os 6rgaos mais
comuns para as metastases ocorrerem sao 0s nédu-
los linfaticos, ossos, pulmao, figado e cérebro (FO-
LKMAN, 1995; ELLIS e FILDER, 1996). A progressao
tumoral € um processo seletivo e seqliencial e abran-
ge trés fases: a saida da célula neoplasica do 6rgao
de origem através da circulagao (linfatica ou sangui-
nea), adesao da célula circulante a elementos endo-
teliais ou subendoteliais do érgao invadido e a pene-
tragdo da mesma ao estroma intersticial do érgao
sede da metastase ou tumor secundario (CHMPBE-
LL, 1999; KESSLER, 1999). Deve-se lembrar, que
somente alguns clones tumorais possuem fenétipo
metastatico para a expressao das moléculas envolvi-
das em adesao celular a matriz celular (LIOTTA et al.,
1991; WEIDNER, 1993; BRENTANI et al., 1998).

Os agentes quimioterapicos apresentam gran-
des problemas e um deles é a resisténcia a multiplas
drogas. Essa resisténcia pode ser classificada como
primaria e ocorre, quando o farmaco é administrado,
pela primeira vez, ou adquirida, desenvolvendo, du-
rante a quimioterapia, e pode ser resultante da adap-
tacdo celular ou de mutagdes (RANG et al., 1995). A
natureza dos processos bioquimicos mediadores do
fenébmeno da resisténcia varia, de acordo com o tipo
de quimioterapico em questao (PIZAO e PINEDO,
1990).

Por estes motivos, um dos mecanismos mais
estudados na atualidade é a “resisténcia mdultipla”
(MDR) (GOTTESMAN, 1993; LUM e GOSLAND, 1995).
Portanto, quando as células tumorais sao expostas a
um Unico tipo de quimioterapico, essas tornam re-
sistentes a quimioterapicos de natureza quimica di-
versa e apresentam mecanismos de acao completa-
mente diferentes. Na maioria dos casos, este feno-
meno pode ser explicado pela existéncia de uma
glicoproteina de membrana celular, denominado P-
glicoproteina (Pgp) (MARIE, 1995; LEIGHTON e GOL-
DSTEIN, 1995), que atua como uma bomba de eflu-
X0, resultando em um decréscimo da concentragao
intracelular do quimioterapico, assim como de ou-
tras substancias de ocorréncia natural (KANE, et al.,
1990 e DI PIETRO et al., 1999).

Porém, além da resisténcia mutipla e de alte-
racdes nos processos de biotransformacao, outros
mecanismos de resisténcia podem ser desenvolvi-
dos pelas células tumorais. Entre eles, destacam-se
o desenvolvimento de mecanismo de reparo do DNA
(LEIGHTON e GOLDSTEIN, 1995), como a producao
da proteina alquiltransferase O° (alquilguanina), a qual
contribui para a resisténcia a nitrosuréia, triazina e
agentes alquilantes (GERSON e WILLSON, 1995);
alteracdes nas moléculas de topoisomerase |l, que
podem levar a resisténcia a antraciclinas e epipodofi-
lotoxinas (BECK et al., 1987; EPSTEIN, 1988); aumen-
to da producao de diidrofolato-redutase com a sub-
sequente resisténcia ao metotrexato (SCHIMKE,
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1984); aumento dos niveis de glutationa S-transfera-
se, enzima com a fungao fisioldgica de proteger as
células de danos induzidos por radicais livres, levan-
do a resisténcia a agentes alquilantes, cisplatina e
antraciclinas (MORROW e COWAN, 1990; O’'DWYER
et al., 1995); alteracbes na estrutura das tubulinas,
levando a ao aumento da resisténcia aos compostos
taxdides e aos alcaldides da Vinca (GOLDSTEIN e
0OZOLS, 1993) e aumento da expressao da timidila-
to-sintase, que pode resultar em resisténcia ao 5-flu-
orouracil (SCHIMKE, 1984).

As metodologias utilizadas no desenvolvimen-
to de novos farmacos anti-tumorais vém sendo ex-
tensamente aprimoradas, assim como as tecnologia
para a otimizacdo do efeito farmacoldgico dos far-
macos ja existentes, mas que tém seu uso limitado
devido aos efeitos téxicos severos. Na seqliéncia,
passaremos a descrever as principais estratégias en-
volvendo a bionanotecnologia e outras tecnologias
correlacionadas no sentido de aumentar a atividade
terapéutica dos agentes anti-tumorais assim como
de diminuir os efeitos colaterias de forma a tornar
viavel a utilizacdo dos farmacos ja existentes, princi-
palmente os de administracédo intravenosa.

2. SISTEMAS BIOTECNOLOGICOS

Emulsées e Microemulsées

Emulsbes sao dispersdes de um liquido no in-
terior de outro, sendo que ambos sao imisciveis en-
tre si. Essas dispersoes (6leo em agua ou agua em
6leo) sao estabilizadas por emulsificantes, os quais
formam um filme na interface 6leo-agua impedindo a
coalescéncia das goticulas. Os agentes emulsivos re-
duzem a tensao interfacial ou criam uma repulsao fi-
sica entre goticulas da fase interna (FLORENCE &
ATTWOOQD, 1998).

Emulsdes sao usualmente utilizadas como
meio para administracao de farmacos insollveis em
agua, por dissolugao da substancia na fase oleosa
de emulsdes O/A (TARR, SAMBANDAN & YALKO-
WSKI, 1987; STRCKLEY & ANDRESON, 1993) para
prevenir hidrélise ou para a captura do farmaco por
infusdo (PRANKERD e STELLA, 1990).

E recomendado que emulsdes destinadas a
administragao intravenosa tenha didmetro da fase
interna da ordem de submicron (FLOYD, 1999). Emul-
sbes também podem ser usadas para direcionar far-
macos. Emulsées com tamanho de goticulas da fase
interna na faixa de 100-200nm, administradas por via
endovenosa, usualmente sao altamente capturadas
no figado (LEE, LEE & SHIM, 1995; LIU & LIU, 1995).

Farmacos emulsificados administrados por via
endovenosa podem ser desviados do figado, usan-
do-se tensoativos polioxietileno como emulsificantes
(LEE, LEE & SHIM, 1995; LIU & LIU, 1995). Esse pro-
cedimento prolonga a meia vida plasmatica do far-
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maco, permitindo o direcionamento passivo para os
pulmdes, rins, e areas de inflamacao (LEE, LEE &
SHIM, 1995). O direcionamento ativo pode ser con-
seguido conjugando-se anticorpos no final das ca-
deias dos emulsificantes de polioxietileno, proporci-
onando que a emulsao tenha goticulas submicroni-
cas (SONG & LIU, 1996) (Figura 1).

Féarmaco solubilizado na

Anticorpo conjugada goticula

Cadeia de polistileno

Figura 1. Emulsdo contendo anticorpos ligados covalentemente a superficie
e farmaco solubilizado nas goticulas da fase interna.

Microemulsdes também apresentam grande
potencial como veiculos de liberagao de farmacos,
porque podem aumentar a solubilidade de farmacos
pouco solluveis em meio aquoso, melhoram a absor-
¢ao e aumentam a eficiéncia terapéutica. Cortesi e
colaboradores, em 1997, utilizaram os sistemas mi-
croemulsionado para solubilizar a Camptotencina, um
alcaléide citotoxico bastante utilizado no tratamento
de paciente com cancer, em especial pulmao, ovario
€ mama.

A solubilidade desse farmaco é muito baixa,
cerca de 1,3mg/ml. Isto causa sério inconveniente aos
pacientes, uma vez que este medicamento sé pode
ser administrado, através de infusdes continuas ou
multiplas injecbes diarias, 0 que resulta em varios
efeitos adversos: neutropenia, trombocitopenia, ane-
mia, alopecia, ndusea, vomitos, diarréia e erupcoes
cutaneas.

Os sistemas microemulsionados aumentaram
consideravelmente a solubilidade da Camptotencina,
pois esta chegou a 500mg/ml. Esse efeito, associa-
do a maior penetragdo em membranas bioldgicas,
pode contribuir para um aumento da absorcao gas-
trointestinal dos alcaldides e entao facilitar a admi-
nistragcao oral (CORTESI & NASTRUZZI, 1999).

A partir das observacoes do aumento da ex-
pressao de receptores de lipoproteina de baixa den-
sidade (LDL) em paciente com leucemia mielocitica
aguda (LMA), com leucemia mielocitica cronica (HO,



et al.,, 1978 e VITOLS et al., 1984) e em células de
linhagens neoplasicas como carcinoma epidermoi-
dal vaginal e cervical, adenocarcinoma endometrial
(GAL et al., 1981), gioblastomas (MALESTINSKA et
al., 2000) e melanoma B16 (VERSLIUS et al., 1996)
quando comparadas as células mononucleares de
individuos sadios e de linhagens celulares normais
foi desenvolvida uma estratégia para o direcionamen-
to especifico de farmacos para os tecidos tumorais
(MOSLEY et al., 1981).

A tecnologia baseada na utilizagao de particu-
las esféricas de (LDL), como transportador de farma-
cos anti-tumorais, também, demonstrou o prolonga-
mento da meia vida plamatica de agentes antineo-
plasicos. Essa utilizagao esta baseada nas caracte-
risticas da LDL e do seu receptor, pois é capaz de
transportar grandes quantidades de componentes li-
pofilicos que podem ter efeitos citotdxicos, além do
que o farmaco, quando incorporado no sistema pode
chegar em altas concentracdes nos locais em que se
encontram as células tumorais (SAMADI et al., 1993).

Sabe-se que a LDL é o maior carreador de
colesterol no plasma humano. E uma particula esfé-
rica, com aproximadamente 200A de diametro, a qual
apresenta, em seu interior, ésteres de colesterol cir-
cundados por uma monocamada de fosfolipidio e
colesterol livre. A apolipoproteina B-100 é a apopro-
teina estrutural da LDL. A LDL é removida da circula-
¢ao pelos receptores celulares especificos, frequien-
temente chamados de receptores B e E, os quais
usam a apo B-100 como ligante.

Depois da ligacdo com os receptores, a LDL é
compartimentalizada e degradada nos lisossomas e
o colesterol é usado em varios processos celulares,
tais como sintese de esterdides e hormonios, além
da sintese de membranas celulares. Defeitos nesses
receptores ou na apo B-100 pode levar ao acumulo
de LDL no plasma (BROWN & GOLDSTEIN, 1981;
MARANHAO et al., 1994, 1997).

Halbert e colaboradores incorporaram agen-
tes antineoplasicos lipossolUveis em sistemas micro-
emulsionados, a partir da mistura de agente citotdxi-
cos lipossoluveis com LDL'’s, as quais apresentam
grande potencial de direcionamento de farmacos an-
tineoplasicos, pelo fato de que as células, durante o
processo de divisao celular, requerem grande quan-
tidade de colesterol para sintese da membrana celu-
lar, resultando no aumento da expressao de recepto-
res de LDLr . Quando os farmacos anti-tumorais sdo
incorporados no sistema contendo LDL, estes irao
liberar as citotoxinas para as células tumorais, produ-
zindo um sistema de liberacao especifica de farmacos
(HALBERT et al., 1984; BHARGAVA et al., 1987).

A LDL foi utilizada como transportador da do-
xorrubicina AD-143, demonstrando que a captacao
do complexo LDL/doxo AD-143 ocorrepor interacao
com o receptor de LDL (MASQUELIER et al., 1986).
Dessa forma, a incorporagao de farmacos anti-tumo-

rais nas particulas de LDL pode aumentar o efeito do
antineoplasico, reduzindo a toxicidade potencial do
farmaco sobre as células normais (MARANHAO et
al., 1994).

Maranhao e colaboradores, em 1986, também,
iniciaram estudos do metabolismo da LDL com a uti-
lizacdo de uma emulsao artificial semelhante a LDL.
Essas emulsdes sdo denominadas LDEs e apresen-
tam estruturas semelhante a porgéo lipidica da LDL,
e portanto, quando injetadas na corrente sanguinea,
em contato com o plasma, essa adquire apoliprotei-
na (apo) E e utiliza essa como ligante para ligar nos
receptores de LDL, comprovando a captacao de LDE
pelo LDLr (MARANHAO et al., 1986; 1993; 1994; 1997;
HIRATA et al.,1999).

Dados da literatura também demonstram a
captacao de LDE em pacientes portadores de leuce-
mia mielocitica aguda (MARANHAO et al., 1994) com
carcinoma de mama e suas respectivas metastases,
principalmente nos tecidos linfaticos e 6sseos (GRA-
ZIANI, 1995).

Estudos recentes demonstram que a incorpo-
racao da carmustina e paclitaxel em emulsbes de LDE
diminui os efeitos téxicos (MARANHAO et al., 2002).
Ja o paclitaxel apresentou-se estavel, quando incor-
porado em emulsdes de LDE, sua atividade citotdxi-
ca foi preservada e a toxicidade foi diminuida em ra-
tos (RODRIGUES et al., 2002).

Em resumo, a literatura mostra que emulsoes
de LDE podem ser usadas como sistemas carreado-
res de farmacos na terapia do cancer, pois permitem
aincorporagao de farmacos hidrofébicos que nao sao
estruturalmente relacionados com lipidios, sendo
estas veiculadas na estrutura interna da emulsao por
irradiacéo de ultrassom (MARANHAO et al., 1992).

Micelas poliméricas

Copolimeros anfifilicos de bloco, como os Plu-
ronics (copolimeros de bloco de polioxietileno poloo-
xipropileno) se auto-organizam em micelas poliméri-
cas (Figura 2). Com o objetivo de liberagao, o farma-
co pode ser solubilizado no interior hidrofébico das
micelas (KABANOQV et al., 1992; BATRAKOVA et al.,
1996) ou, alternativamente, conjugado com o poli-
mero formador das micelas (YOKAYAMA et al., 1990).

Entretanto, micelas sdo muito dinamicas com
relacdo a continua troca das unidades de monéme-
ros entre a estrutura da micela e as unidades livres
em solucao (FLORENCE & ATWOOQOD, 1998). Micelas
de acido poliaspartico sao suficientemente estaveis
no bloco para alterar a farmacocinética de farmacos
solubilizados (KATAOKA et al., 1993), proporcionar
periodos prolongados de circulagao pelo organismo
(KWON et al., 1993; 1994) e liberar concentracdes
maiores de farmaco no tecido tumoral quando com-
parado com a liberacdo do farmaco em solugao
(KWON et al., 1994).
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A solubilizagdo da doxorrubicina e epirrubici-
na em micelas de Pluronic aumentou a atividade anti-
tumoral destes farmacos (BATRAKOVA et al., 1996) e
micelas formadas por copolimero de bloco a partir
de acido poli-aspartico-polioxietileno, ligando cova-
lentemente a doxorrubicina ao final da cadeia do aci-
do poliaspartico reduz a toxicidade da doxorrubicina
in vivo (YOKAYAMA et al., 1990).

A B

Figura 2. Micelas poliméricas. (A) farmaco solubilizado no centro hidrofébico,
(B) farmaco ligado covalentemente na cadeia do polimero.

Lipossomas

Os efeitos colaterais toxicos associados a ad-
ministragcdo de farmacos anticancerigenos fazem
destas substancias ideais candidatas para a tecnolo-
gia de direcionamento. Substancias anticancerigenas
tém sido encapsuladas em lipossomas (Figura 3) na
tentativa de direcionar o farmaco para os tumores. O
uso dos lipossomas com essa finalidade foi dificulta-
do inicialmente pelo fato de que os lipossomas sao
rapidamente removidos da corrente circulatéria e in-
tensamente capturados no figado pelos macréfagos
(GREGORIADIS & RIYMAN, 1972).

Entretanto, duas descobertas permitiram que
os lipossomas estruturas chegassem ao estagio cli-
nico. A primeira deu-se, no final dos anos 80/inicio
de 90, mostrando que a presencga de ligantes na su-
perficie dos lipossomas, como monosialogangliosi-
deos (GABIZON & PAPAHADJOPOULQS, 1992) ou
polioxietileno (BLUME & CEVC, 1990; MARUYAMA et
al., 1991) diminuia parcialmente a remocao dos lipos-
somas, prevenindo a captura no figado e no bago,
quando eles eram injetados via intravenosa (GABI-
ZON & PAPAHADJOPOULOS, 1992; KLIBANOV et al.,
1990).

A captura reduzida de lipossomas estéricamen-
te impedidos, contendo cadeias de polietilenoglicol
na superficie, é devida a reducao da opsonizacao das
estruturas pelas proteinas plasmaticas, tornando pos-
sivel que eles escapem do reconhecimento pelo fi-
gado e pelo baco (SENOIR, et al., 1991; ALLEN,
1994), o0 que proporciona maior tempo de circulacao.

Além disso, a reduzida agregacao dos lipos-
somas furtivos no sangue também é responsavel pelo
aumento do tempo de circulagao (IGA et al., 1994;
AHL et al., 1997). Lipossomas estericamente impedi-
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dos possuem cerca de 100nm e sdo direcionados
passivamente para tumores solidos por extravasa-
mento (HUANG et al., 1992) no interior do espaco
extracelular na administracdo intravenosa. O extra-
vasamento acontece, devido a desorganizacao vas-
cular causada pelo tumor (BAISH et al., 1996.

Lipossomas comuns, preparados com fosfoli-
pidios com alta temperatura de transigao de fase, tam-
bém, prolongam o tempo de circulagido e acumulam
no tumor, apesar da alta taxa de remocao pelo figa-
do (FORSSEN, COULTER & PROFFITT, 1992). A se-
gunda decoberta que facilitou a aplicagao dos lipos-
somas como sistemas de liberagdo para farmacos
anticancerigenos foi o desenvolvimento de um pro-
cedimento eficiente para a encapsulagcado da doxor-
rubicina (HARAN et al., 1993). Os lipossomas tinham
elevada taxa de encapsulagao, reduzindo o nivel de
fosfolipidio a ser administrado apara ajustar a dose
necessaria.

40 - 80 fmy

Figura 2. Estrutura de lipossoma unilamelar.

Lipossomas furtivos carregados com doxorru-
bicina circulam por periodo de tempo prolongado (PA-
PAHADJOPOULOS et al., 1991; GABIZON et al., 1993)
acumulam (PAPAHADJOPQOULOS et al., 1991) e ex-
travasam (YUAN, et al., 1994; HUANG et al., 1993)
nos tecidos tumorais proporcionando a atividade
antitumoral (WAAGE et al., 1992; WILLIAMS et al.,
1993; GABIZON et al., 1996) em ratos. Em humanos,
os lipossomas de doxorrubicina acumulam no interi-
or de sarcoma de Kaposi (LASIC & PAPAHADJOPOU-
LOS, 1995) e produzem uma boa resposta terapéuti-
ca (LASIC & PAPAHADJOPOULQOS, 1995; STURZL et
al., 1994; BERGIN et al., 1995). O fato de que lipos-
somas comuns preparados com lipidios de alta tem-
peratura de transicao de fase, como a diestearoil fosfa-
tidilcolina também acumulam no interior de tumores
(FORSSEN, COULTER & PROFFITT, 1992; FORSSEN,
1997) serviram de base para o desenvolvimento do
produto Daunoxome (FOX, 1995), o qual consiste de



lipossomas contendo daunorrubicina. O medicamen-
to Daunoxome foi licenciado para tratamento de sar-
coma de Kaposi.

Existem outros métodos para direcionar lipos-
somas contendo farmacos anticancerigenos, entre os
quais podemos citar os imunolipossomas (AHMAD
et al., 1993; HUWYLER et al., 1997), e os lipossomas
termosensiveis (VANBREE et al., 1996; MARUYAMA
et al., 1993). Os lipossomas termosensiveis liberam
a substancia ativa em temperaturas mais elevadas
que a do organismo (MARUYAMA et al., 1993). A hi-
pertermia local dos tecido tumoral por si s6 permite
a atividade anti-tumoral com lipossomas termoesta-
veis de Daunorrubicina (VANBREE et al., 1996), as-
sim como o uso em combinacdo com lipossomas
termosensiveis (MARUYAMA et al., 1993). A hiperter-
mia parece ajudar no extravasamento do farmaco
(VANBREE et al., 1996).

A tecnologia para direcionar lipossomas para
o baco (LIU, MORI & HUANG, 1991; LITZINGER &
HUANG, 1992) e pulmdes (ABRA, HUNT & LAU, 1984;
NINO, YAMBOLIEV & KOCHEVA, 1994) foi desenvol-
vida para auxiliar na quimioterapia do cancer associ-
ado ao fendmeno da multidroga resisténcia (KRIS-
MA & MAYER, 1997). O sucesso conseguido com as
antraciclinas, como agentes anticancerigenos, levou
auma procura mais intensa de formulas similares com
outros agentes anticancerigenos e permitiu que um
grande numero de formulagdes chegasse ao estagio
clinico.

As formulacdes de lipossomas incluem o 5-flu-
ororacil (DOI et al., 1994), vincristina (TOKUDOME et
al.,, 1996; MAYER et al., 1993; MAYER et al., 1995),
um derivado da porfirina para uso em terapia fotodi-
namica (OKU et al., 1997; bleomicina (FICHTNER et
al., 1991), mitoxantrona (LIM et al., 1997) e o paclita-
xel (HARMA et al., 1993). A quimioterapia do cancer
utilizando lipossomas resultou em inlmeros produtos
licenciados na Ultima década embora a toxicidade para
a pele ainda seja um problema para a clinica.

Niossomas

Possuem a mesma estrutura que os liposso-
mas, mas sao formulados com tesoativos nao anio-
nicos e outros tensoativos sintéticos. O sucesso ob-
tido com os lipossomas estimulou a procura de ou-
tros tipos de vesiculas formadas por compostos anfi-
filicos. Tensoativos nao idnicos foram uma das pri-
meiras alternativas de materiais estudados (IGA et
al., 1994) e foi descoberto um grande nimero de
compostos capazes de se auto-associar, formando
bicamadas fechadas (AHL et al., 1997) (Figura 6) as
quais sao usadas para liberacao de farmacos.

Niossomas contendo compostos anticanceri-
genos acumulam no interior de tumores de maneira
similar aos lipossomas. De fato, a encapsulagéo do
metotrexato(CHANDRAPRAKASH et al., 1993) e do-

xorrubicina em niossomas (ROGERSON et al., 1988;
UCHEGBU et al., 1995) aumenta a liberagao do far-
maco no tumor e a atividade anti-tumoral. Ao contra-
rio dos lipossomas furtivos, niossomas de doxorru-
bicina de 800nm de diametro, contendo um triglice-
rol (UCHEGBU et al., 1995) ou de 200nm contendo
acido muramico na superficie (UCHEGBU et al., 1998)
nao sao capturados significativamente pelo figado.
Entretanto, os niossomas contendo triglicerol acumu-
lam no tumor(ROGERSON et al., 1988), enquanto que
os de acido muramico acumular no bago (UCHEG-
BU et al., 1998).

Por outro lado, niossomas de doxorrubicina de
200nm com polioxietileno (peso molecular 1000) na
superficie sdo rapidamente capturados no figado
(UCHEGBU et al., 1995) e acumulam em menor ex-
tensao no tumor. Parece ébvio que para sistemas
coloidais administrados por via endovenosa, o tem-
po de permanéncia na corrente circulatéria pode ser
controlado por alteracdes quimicas na superficie do
sistema particulado.

A doxorrubicina foi preparada conjugando-se
o farmaco anticancerigeno com uma cadeia polimé-
rica via espagador enzimaticamente degradavel
(DUNCAN, 1992). A encapsulacao desses pré-farma-
cos poliméricos em niossomas com cerca de 200nm
proporcionou um sistema de depdésito para o figado,
a partir do qual o farmaco ativo vai sendo obtido por
clivagem e o nivel de farmaco no figado permanece
por um periodo de mais de 24 horas (UJCHEGBU &
DUNCAN, 1997).

A atividade de outros anticancerigenos, como
a vincristina,(PARTHASARATHI et al., 1994), bleomi-
cina (NARESH & UDUPA, 1996) e plumbagina, um
fitofarmaco agente anticancerigeno (NARESH, UDU-
PA & DEVI, 1996), foram também melhorados, atra-
vés da encapsulagao em niossomas.

Nano- e Microparticulas

As nano e microparticulas diferem estrutural-
mente dos lipossomas e niossomas, porque sao pre-
paradas, a partir de polimeros, gerando uma matriz
sélida, ao invés de terem um compartimento aquoso
central (Figura 3). Usualmente, sao obtidas, através
da precipitagao de polimeros solubilizados em uma
das fases de uma emulsao (SCHOLES et al., 1993;
SONG et al., 1997; KISSEL et al., 1996).

A incorporacao do farmaco ocorre simultane-
amente com a formagao da particula na presenca de
tensoativos na fase aquosa os quais podem ser usa-
dos para garantir as dimensdes reduzidas das mes-
mas. Microparticulas também podem ser preparadas
através da reticulacao quimica de polimeros sollveis
(CUMMINGS, ALLAN & SMYTH, 1994) e nanoparti-
culas por polimerizacao interfacial de um monémero
usando um solvente que dissolve bem o mondémero,
mas dissolve muito pouco o polimero formado (COU-
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VREUR, DUBERNET & PUISIEUX, 1995) ou pelo efei-
to de homogeneizacgao de alta pressao (MIZUSHIMA,
1996; MUHLEN, SCHWARZ & MEHNERT, 1998).

Aincorporacgao de farmacos hidrossoluveis em
matrizes poliméricas hidrofobica é ainda dificil, mas
pode ser aumentada, expandindo-se a forca iGnica
do meio externo, adicionando-se sais inorganicos
(THOMPSON, ANDERSON & HEIMAN, 1997) a for-
macao de pres idnicos lipofilicos em aminas sollveis
com ésteres monoalquilfosfato (CAVALLI, CAPUTO
& GASCO, 1993), ou explorando-se a atracao eletros-
tatica entre aminas basicas e grupo carboxilato do
acido poli-latico-co-glicélico (HEYTA et al., 1994).

A literatura mostra varios estudos dirigidos a
obtengéo de particulas biodegradaveis ou bioerodi-
veis. Acido polilatico, acido poliglicélico (BRAN-
NONPEPPAS, 1995), poli B-hidroxibutirato (COU-
VREUR, DUBERNET & PUISIEUX, 1995) e fibrina
(SENDEROFF et al., 1991) sao polimeros biodegra-
daveis usados na obtencao de particulas enquanto
que os alquilcianoacrilatos (COUVREUR, DUBERNET
& PUISIEUX, 1995) sao polimeros bioerodiveis.

Essas nano-microparticulas sélidas podem ser
usadas para prolongar o efeito de formulagdes pa-
renterais ou obter direcionamento do farmaco. Des-
de que as particulas sao disperses injetadas, nao
existe um impacto significante na biodistribuicao e
farmacodinamica.

Devido ao seu tamanho reduzido, as nanopar-
ticulas podem ser facilmente administradas por via
endovenosa e usadas para direcionar farmacos para
um tecido ou 6rgao particular. Para facilitar o direcio-
namento para tecidos tumorais a presenca de polio-
xietileno na superficie da particula ajuda a evitar a
acao do SER. Nanoparticulas estericamente impedi-
das (furtivas ou invisiveis) (Figura 3) podem ser pre-
paradas por revestimento com polioxietileno sollvel
(LEROUX, et al., 1996) ou usando dialquil polioxieti-
lenos e fosfolipidios (HODOSHIMA et al., 1997) para
fazer as nanoparticulas. A parte hidrofébica das molé-
culas de tensoativos irdo incorporar na matriz hidrofé-
bica da nanoparticula aumentando o acimulo no tu-
mor e a atividade anti-tumoral do farmaco anticanceri-
geno (LEROUX, et al., 1996; HODOSHIMA et al., 1997).

Figura 3. Nanoparticulas estericamente impedidas (furtivas) formadas pela
matriz polimérica contendo farmaco e cadeias de polioxietileno na superficie.
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O acumulo de nanoparticulas furtivas de do-
xorrubicina no interior de células de Kupffer no figa-
do pode ser usado para direcionar indiretamente o
farmaco para neoplasias hepaticas (CHIANNIKUL-
CHAI et al., 1990). Isso pode ser conseguido, pro-
movendo-se um depdsito de farmaco perto do teci-
do neoplasico.

As microparticulas sdo geralmente injetadas
pelas vias intraperitonial, intramuscular, subcutanea
ou diretamente no érgao doente e, em razao de suas
dimensdes maiores (10-160mm), sdo somente usa-
das para uma liberacao prolongada do farmaco. O
farmaco é gradualmente liberado por eroséao ou por
difusdo do interior das particulas. A velocidade de
liberacéo pode ser aumentada, diminuindo-se o peso
molecular do polimero (MORITERA et al., 1991;
MEHTA et al.,, 1994) e o tamanho das particulas
(MEHTA et al., 1994; SANCHEZ & ALONSO, 1995) e
também pelo controle da natureza do polimero/co-
polimero (MORITERA et al., 1991; RIUZ & BENOIT,
1991).

A tecnologia dos sistemas microparticulados
foi avaliada em tumores experimentais, mas a alta
media de tamanho das particulas nessas formulagoes
somente permite a administracdo algumas vias, limi-
tando seu potencial. Microparticulas de resina de tro-
ca idnica contendo cloridrato de doxorrubicina (CO-
DDE et al., 1993) mostraram-se superiores ao farma-
co livre, quando administradas através da artéria he-
patica. Aumento da atividade anti-tumoral também foi
verificada em animais depois da administracao intra-
peritonial de microparticulas de quitosana contendo
mitozantrona (JAMEELA et al., 1996) ou doxorrubici-
na em microparticulas de acido poli-latico (IKE et al.,
1991). Microparticulas também foram administradas
diretamente no interior dos tumores soélidos aumen-
tando a atividade anti-tumoral do 5-fluorouracil (ME-
NEI et al., 1996) e da doxorrubicina (WILLMOTT &
CUMMINGS, 1987).

Pro-farmacos

O uso de pré-farmacos na quimioterapia do
cancer como meio de direcionar farmacos relativa-
mente tdxicos para areas especificas do organismo
tem sido extremamente estudados. Uma das tecno-
logias bastante estudadas consiste basicamente na
administracdo intravenosa de um anticorpo-enzima
conjugados localizado no tecido tumoral e subse-
qlentemente ativar um pré-farmaco administrado pre-
dominantemente dentro do tumor (BAGSHAWE ET
AL., 1991) (Antibody directed enzyme prodrug thera-
py-ADEPT).

A ativacdo do pro-farmaco ocorre na superfi-
cie da célula ou no fluido extracelular em contraste
com a tecnologia dos pro-farmacos poliméricos, nos
quais a ativagdo do pro-farmaco ocorre no interior
da célula (DUNCAN, 1992). O aparecimento do far-



maco ativo, depois da administracéo anterior do con-
jugado anticorpo-enzima aos pacientes, confirma a
viabilidade da tecnologia ADET (BAGSHAWE et al.,
1991; MARTIN, et al., 1997). Para promover especifi-
cidade uma enzima bacteriana como a carboxipepti-
dase G2 pode ser usada para ativar o pro-farmaco
(BAGSHAWE et al., 1991).

Entretanto, como as enzimas podem promo-
ver resposta imunolégica (SHARMA, 1996), € neces-
saria a administragdo de imunossupressores (BA-
GSHAWE et al., 1994). Outro método para reduzir a
resposta umunoldgica pela enzima bacteriana é usar
a carboxypeptidase A humana modificada. Infelizmen-
te, essa enzima é instavel in vivo e, entdo, ha uma
pequena reducao do tumor, quando é usado um an-
ticorpo conjugado com o pré-farmaco metotrexato
(WOLFE, et al., 1999).

Para que o ADETP seja ativo clinicamente, o
pré-farmaco deve ser atdxico e a enzima deve se lo-
calizar somente nos locais do tumor. Antigenos as-
sociados a tumores sdo raramente confinados ape-
nas aos tecido dos tumores (BAGSHAWE et al., 1994)
e, entdo, alguma enzima presente nos tecidos nor-
mais € verificada na pratica. Enzima nao desejada
pode ser removida dos tecidos nao tumorais por ad-
ministracdo de um anticorpo anti-enzima (BAGSHA-
WE et al., 1991).

Em pacientes, a administracdo intravenosa de
um anticorpo-enzima conjugados seguida 36-48 ho-
ras depois pela administracdo intravenosa de uma
dose de uma anti-enzima-anticorpo galactosilatado,
e, finalmente, pelo pré-farmaco acido benzbéico mos-
tarda, resultou numa temporaria regressao da doen-
¢a avancada (BAGSHAWE et al., 1991). A anti-enzi-
ma-anticorpo galactosilado conjugado foi administra-
da para habilitar a remocao da enzima dos locais nao
tumorais via figado foi administrado para tornar pos-
sivel a remogao da enzima dos locais nao tumorais
via receptores de galactose do figado (BAGSHAWE
etal., 1991).

Infelizmente, a longa meia vida plasmatica do
farmaco ativo causa mielosupressao devido a migra-
¢ao do farmaco ativo do tumor para a medula 6ssea
(BAGSHAWE et al., 1991). Em resumo, os principios
da tecnologia ADEPT foram estudados clinicamente,
embora problemas como o imugenicidade da enzi-
ma nao-humana e a longa meia vida do farmaco ati-
vo ainda conduzem a sequielas devido a toxicidade.

Outra tecnologia desenvolvida foi a liberagao
de um farmaco ativo, a partir de pro-farmacos poli-
meéricos (polymer drug conjugates), a qual foi visu-
alizada, ha cerca de 25 anos (RINGSDORF, 1975), e
envolve o0 uso de uma substancia ativa e uma porcao
de direcionamento ambas ligadas por meio de espa-
cantes a uma cadeia polimérica hidrossoluvel (Figu-
ra 4).

Um grande numero de farmacos poliméricos
tem sido sintetizado para a quimioterapia do cancer.

Eles incluem pré-farmacos de daunorrubicina
(HURWITZ, WILCHEK & PITHA, 1980), doxorrubici-
na (SEYMOUR et al., 1994), cisplatina (MAEDA et al.,
1993), 5-fluorouracil (NICHIFOR, SCHAT & SEY-
MOUR, 1997), entre outros. Farmacos poliméricos
acumulam seletivamente no interior dos tecidos tu-
morais (SEYMOUR et al., 1994; SINN et al., 1990) li-
gando através da vasculatura desorganizada de
modo similar aos lipossomas.

A remocao do farmaco do tumor é retardada
devido a pobre drenagem linfatica. O acumulo de far-
maco polimérico no tumor parece ser devido aos efei-
tos de aumento de permeacao e retencao (MATSU-
MARA & MAEDA, 1986). Na administracao intraveno-
sa, o pré-farmaco polimérico é capturado pelas célu-
las do tumorais e o farmaco ativo liberado no interior
da célula (DUNCAN, 1992). Nao esta claro como o
direcionamento passivo do farmaco polimérico para
o tumor é influenciado pela natureza da cadeia do
polimero.

Entretanto, o direcionamento passivo é expan-
dido com o aumento do peso molecular do polimero
(PIMM et al., 1996). A maioria das cadeias poliméri-
cas exploradas sao preparadas, a partir de materiais
nao biodegradaveis. Parece ébvio que polimeros bi-
odegradaveis serao mais aceitaveis, mas € necessa-
rio assegurar que a biodegradacdo nao impeca o
acumulo dos farmacos poliméricos nos tecidos tu-
morais.

O direcionamento passivo com pro-farmacos
poliméricos aumenta a atividade anti-tumoral de subs-
tancias anticancerigenas (SEYMOUR et al., 1994;
MAEDA et al., 1993; SOYEZ, SEYMOUR & SCHACHT,
1999). A distribuicao para os locais de potencial toxi-
cidade, como a distribuicdo da doxorrubicina para
os tecidos cardiacos, é também diminuida com os
pro-farmacos poliméricos (SOYEZ, SEYMOUR &
SCHACHT, 1999). O direcionamento da doxorrubici-
na, através de pré-farmacos poliméricos, evita os lo-
cais potencialmente téxicos e aumenta significativa-
mente a dose maxima de doxorrubicina tolerada pe-
los pacientes (YEUNG, 1999).

Clivagem Infracelular

Cadeda do Polimero

Figura 4. Modelo estrutural de pré-farmaco polimérico
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Pré-farmacos poliméricos contendo direciona-
dores ativos como a galactose que direciona para os
hepatdcitos do figado (SEYMOUR et al., 1991; HIRA-
BAYASHI et al., 1996) e os anticorpos especificos para
uma linhagem de células de carcinoma ovariano
(OMELYANENKO et al., 1996) ligam as células do
carcinoma ovariano.

Infelizmente, o conjugado galactose-farmaco-
polimero nao direciona com eficiéncia para carcino-
mas hepaticos, mas vai localizar-se preferencialmen-
te nos tecidos normais do figado de rato e de huma-
nos (PIMM et al., 1996). Parece evidente que os re-
ceptores de galactose nao sdo suficientemente sele-
tivos para o tecido tumoral. Em resumo, os farmacos
poliméricos tiveram um bom progresso, partindo de
um elegante conceito cientifico para a clinica e pode
resultar em novas formas terapéuticas de uso na ro-
tina.

3. CONCLUSOES

Na ultima década, houve um aumento extraor-
dinario no nimero de tecnologias viaveis para o con-
trole da biodistribuicao de farmacos. Esse aspecto
foi explorado, visando a obtencao de sistemas parti-
culados sdlidos ou sistemas menos organizados,
como os lipossomas e as emulsdes/microemulsoes.
Sistemas de direcionamento passivo com acumulo
em determinada regido de anatomia ou patologia
especificas puderam ser desenvolvidos, devido as
propriedades intrinsecas dos materiais ou dos pro-
prios sistemas.

Os sistemas direcionadores ativos, nos quais
ligantes ou anticorpos direcionadores permitem que
materiais sejam direcionados para locais especificos
do organismo, também, estdo sendo estudados. As
tecnologias de liberacado, como as que estdo discuti-
das neste trabalho, podem ser usadas para prolon-
gar as meias vidas de sustancias e, mais importante,
controlar a liberagao de farmacos na corrente circu-
latéria. Alguns dos novos sistemas, como os lipos-
somas de doxo- e daunorrubicina, estao sendo usa-
dos correntemente na clinica médica. Adicionalmen-
te, outros sistemas como os de farmacos poliméri-
cos e, possivelmente, os sistemas ADEPT possuem
enorme potencial de serem transformados em pro-
dutos comerciais.
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