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HOMETOWN GLORY 

 

(	) Is there anything I can do for you, dear? 

Is there anyone I could call? 

No and thank you, please, madam 

I ain't lost just wondering 

 

Round my hometown 

Memories are fresh 

Round my hometown 

Oh, the people I've met 

Are the wonders of my world 

Are the wonders of my world 

Are the wonders of this world 

Are the wonders now 

 

(Adkins, A.) 

  



 

 

RESUMO 

A nanotecnologia tem ganhado cada vez mais destaque em várias áreas da 
ciência, no sentido de desenvolver novos produtos que possam trazer benefícios em 
comparação com alternativas já existentes no mercado. Uma série de vantagens 
emergem da nanoencapsulação de fármacos quimioterápicos, principalmente, a 
possibilidade de diminuição da dose administrada através de estratégias de 
direcionamento. Dentre elas, podem ser citadas a vetorização passiva, relacionada 
ao aumento da permeabilidade vascular em regiões tumorais, e a vetorização ativa, 
que significa o uso de ligantes específicos, cujos receptores são superexpressos em 
células tumorais, e que ficam ancorados na superfície de nanoestruturas. A 
coencapsulação de fármacos antitumorais é altamente relevante, uma vez que 
permite a utilização de diferentes abordagens para eliminação de tumores e a 
sincronização da farmacocinética dos agentes coencapsulados. No caso deste 
trabalho, o objetivo foi a associação do efeito citotóxico do paclitaxel (PTX) ao efeito 
antiangiogênico do imatinibe (IB), encapsulados no mesmo lipossoma direcionado 
para o receptor folato, superexpresso em vários tumores sólidos. Foi desenvolvido e 
validado novo método analítico para quantificação simultânea do IB e do PTX. Os 
lipossomas foram desenvolvidos usando fosfatidilcolina de soja (PC) como lipídio 
estrutural, colesterol e DSPE-mPEG(2000), este último para conferir efeito de longa 
circulação. Foi desenvolvido método inédito de síntese da molécula DSPE-
PEG(2000)-AF, âncora lipídica ligada ao ácido fólico destinada a 
biorreconhecimento. Essa molécula foi adicionada à formulação por pós-inserção. 
Os nanossistemas obtidos foram testados in vitro quanto à citotoxicidade e quanto à 
inibição da expressão gênica de VEGF em células de adenocarcinoma mamário 
(MCF7) e de próstata (PC3). O método analítico foi isocrático, com corrida de 
apenas 6,5 minutos, linear, seletivo, preciso e exato, com limite de quantificação 750 
µg/mL para o IB e 1000 µg/mL para o PTX. Os lipossomas tiveram diâmetro médio 
próximo de 100 nm e baixo índice de polidispersão. Apenas após a inserção da 
âncora ligada ao ácido fólico as amostras ficaram mais polidispersas, devido ao 
tempo de agitação desse processo (24 h). O IB foi encapsulado na razão molar 
fármaco:lipídio 1:26 e o PTX na razão 1:27. As formulações liofilizadas, usando o 
crioprotetor trealose, mantiveram a estabilidade em termos de %EE após 60 dias de 
armazenamento. O método desenvolvido para síntese do componente DSPE-
PEG(2000)-AF foi bem sucedido, o que pôde ser verificado através dos espectros de 
RMN, FT-IR e IES-EM, que evidenciam a formação de uma nova substância a partir 
dos reagentes, que tem as características químicas esperadas. O paclitaxel 
lipossomal foi mais citotóxico (p<0,05) para a linhagem MCF7, tanto em 24h como 
em 48h, em comparação com o fármaco livre, em todas as concentrações testadas. 
A formulação vetorizada com a âncora ligada ao ácido fólico, com IB e PTX 
coencapsulados, foi mais citotóxica (p<0,05) que a não vetorizada (LPIP) nas 
concentrações testadas, no tempo 24 h. Na linhagem PC3 a redução da viabilidade 
celular causada pela vetorização ativa, em comparação com o resultado da 
formulação não vetorizada, foi ainda maior (p<0,01) tanto em 24 como em 48h, nas 
concentrações 1 e 10 µg/mL. Houve redução, nas linhagens MCF7 e PC3, da 
expressão gênica de VEGF, e também nesse caso o tratamento com a formulação 
vetorizada causou maior efeito em comparação com a não vetorizada (p<0,05). É 
razoável chegar-se à conclusão, através dos testes in vitro, de que o direcionamento 
de fármacos nanoencapsulados ao receptor folato, através do emprego de 
lipossomas multi-funcionais, é uma estratégia interessante no sentido de aumentar a 



 

 

quantidade de fármaco que entra nas células, o que pôde ser observado através do 
aumento dos efeitos citotóxico e anti-angiogênico em linhagens tumorais de mama e 
próstata. 

 
Palavras-chave: Lipossomas vetorizados, Ácido fólico, Coencapsulação, 

Nanotecnologia aplicada ao câncer, Viabilidade celular.   
  



 

 

ABSTRACT 
 

The impact of Nanotechnology is constantly raising in different areas of 
science, with the development of new products that bring benefits in comparison with 
the alternatives available in the market. When encapsulated in nanoparticles, 
anticancer drugs can achieve several advantages, most importantly the possibility of 
reducing the amount of drug administered through targeting strategies, which are not 
accomplished by conventional medication. Passive targeting is related to leaky 
vasculature in pathological sites, and active targeting comprehends the attachment of 
specific ligands, anchored in nanoparticles surface, to recognize and bind receptors 
overexpressed in cancer cells. Coencapsulation of anticancer drugs in the same 
pharmaceutical carrier can coordinate pharmacokinetics of encapsulated drugs. In 
the present work, liposomal formulations targeted to folate receptor with paclitaxel 
(PTX) and imatinib (IB) coencapsulated were obtained, aiming to combine cytotoxic 
and antiangiogenic effects of the drugs, respectively. New analytical method was 
developed and validated for simultaneous quantification of IB and PTX. Soy 
phosphatidylcholine liposomes were prepared, with cholesterol and DSPE-
mPEG(2000), to obtain long circulation particles. DSPE-PEG(2000)-FA was obtained 
by an unpublished method of synthesis, and this product was further used in the 
formulation by post-insertion technique. Cytotoxic effect and VEGF gene suppression 
were studied in vitro in two different cell lines, MCF7 (breast adenocarcnioma) and 
PC3 (prostatic adenocarcinoma), after treatment with liposomal vesicles. Analytical 
procedures were developed with isocratic elution, 6,5 minutes runs, with linearity, 
specificity, precision and accuracy. Quantification limit was 750 µg/mL and 1000 
µg/mL for IB and PTX, respectively. After extrusion, liposomes had mean diameter 
close to 100 nm and low polidispersion index. Post-insertion of folic acid attached to 
lipid anchor procedure increased polidispersion, because the procedure lasted 24h. 
Drug to lipid ratios were 1:26 and 1:27 (IB and PTX respectively). Lyophilized 
formulations containing trehalose remained stable after 60 days of storage in terms 
of %EE. Synthesis of DSPE-PEG(2000)-FA was confirmed by RMN, FT-IR and ESI-
MS techniques. Liposomal PTX was more cytotoxic (p<0,05) than free drug in MCF7 
cell line, after both 24h and 48h of exposion, for all tested concentrations. Targeted 
formulation containing folic acid ligand, had more impact on cell viability reduction 
(p<0,05) than non targeted liposomes (LPIP), also after 24h. On PC3 cell line cell 
viability reduction was greater (p<0,01) when the cells were exposed to targeted 
vesicles loaded with 1 and 10 µg/mL of IB and PTX, after 24 and 48h. VEGF gene 
expression was reduced in MCF7 and PC3 (p<0,05), and once more targeted 
vesicles showed better results than non-targeted liposomes. It is, thus, plausible to 
conclude, through in vitro experiments results, that the attachment of folic acid to 
liposomal formulations, resulting in multi-functional liposomes, is an interesting 
strategy to achieve enhanced internalization and accumulation of drugs in targeted 
cells. This was observed by the enhancement of cytotoxic and antiangiogenic effects 
in breast and prostate cell lines. 

 

Key words: Targeted liposomes, Folic acid, Coencapsulation, Cancer 
nanotechnology, Cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nanotecnologia, termo derivado da palavra grega nano, significa a criação e 

utilização de materiais, dispositivos e sistemas através do manejo da matéria na 

escala submicrométrica, ou seja, no nível dos átomos, moléculas e estruturas 

supramoleculares. As nanopartículas podem ser consideradas o futuro dos sistemas 

de liberação por causa de sua utilidade como ferramenta terapêutica e diagnóstica. 

Os nanoprodutos já têm sido usados comercialmente em várias áreas, como 

medicina, química, comunicação, engenharia, robótica e cosmética, no sentido de 

desenvolver novos produtos e criar novos mercados, trazendo benefícios para a vida 

cotidiana. É por isso que a nanotecnologia é considerada por muitos especialistas e 

acadêmicos como a quarta revolução industrial (FARAJI e WIPF, 2009; JAIN, 2010; 

LO e col., 2012; PARVEEN e col., 2012; SAHOO e LABHASETWAR, 2003). 

Assim, na interface entre o desenvolvimento de nanopartículas e a 

característica funcional inerente dos componentes celulares em nanoescala, há a 

possibilidade da aplicação da Nanotecnologia ao contexto da Biotecnologia, 

originando o termo Nanobiotecnologia (JAIN, 2010; PARVEEN e col., 2012). A 

Nanobiotecnologia está sendo aplicada para refinar as técnicas cirúrgicas, e além 

disso, durante os últimos anos considerável progresso tem sido obtido na aplicação 

da nanobiotecnologia ao câncer (JAIN, 2010).  

Existe também interesse crescente de pesquisadores acadêmicos e da 

indústria no sentido de desenvolver produtos baseados em nanotecnologia 

envolvendo tanto novas entidades moleculares biologicamente ativas quanto 

fármacos já utilizados comercialmente. Isso é importante para melhorar a terapia e 

para prolongar o ciclo de vida do produto após a expiração da patente, oferecendo 

vantagem competitiva em relação a medicamentos genéricos (FAROKHZAD e 

LANGER, 2009; PARVEEN e col., 2012). 

A quimioterapia convencional atualmente apresenta algumas dificuldades que 

podem ser melhoradas através do desenvolvimento de novos produtos, como a 

pouca especificidade de moléculas ativas e alta toxicidade, que causa efeitos 

colaterais como cardiomiopatia, supressão da medula óssea e neurotoxicidade. Isso 

limita a dose dos fármacos que tratam o câncer, em virtude da não seletividade entre 

células normais e células cancerosas (ANDRESEN e col., 2005; CHO e col., 2008; 

NIE e col., 2007; SINHA e col., 2006). A referida limitação de dose a ser 



24 

 

administrada pode afetar a resposta do câncer ao tratamento, o que em último caso 

pode ocasionar reincidência do tumor ou resistência aos fármacos (SAPRA e 

ALLEN, 2003). 

Consequentemente, observa-se que muitas propriedades de medicamentos 

usados hoje em dia para tratar o câncer devem ser melhoradas, o que pode ser 

conseguido através do emprego de sistemas de liberação de fármacos de pequena 

escala, dentre eles os lipossomas e as partículas poliméricas, aplicáveis à 

administração intravenosa. Esses sistemas são capazes de alterar a farmacocinética 

e a biodistribuição de fármacos convencionais que apresentem limitações como 

rápido metabolismo in vivo e desencadeamento de danos teciduais devido a sua 

citotoxicidade, e possibilitam a encapsulação de diversos agentes terapêuticos 

(ALLEN e CULLIS, 2004; FARAJI e WIPF, 2009). 

Como a maioria dos regimes terapêuticos para tratamento do câncer usam 

combinações de fármacos, o desenvolvimento de formulações lipossomais com 

fármacos coencapsulados torna-se altamente atrativo, tendo em vista a possibilidade 

de coordenar a liberação e a farmacocinética dessas substâncias (TARDI e col., 

2007; ZUCKER e BARENHOLZ, 2010). Além dessa grande vantagem, estudos in 

vitro já demonstraram que a coencapsulação ocasionou a reversão da resistência a 

fármacos apresentada por determinadas linhagens celulares (WANG e col., 2005).  

O paclitaxel é amplamente usado contra várias neoplasias metastáticas e 

atua no processo de divisão celular, alterando a dinâmica normal dos microtúbulos, 

o que causa rompimento celular (HUANG e col., 2010; ROWINSKY e 

DONEHOWER, 1995). O mesilato de imatinibe inibe a neoangiogênese tumoral 

através da diminuição dos níveis de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) 

(LITZ e KRYSTAL, 2006). Existe a necessidade de combinar os agentes 

antiangiogênicos, porque não podem erradicar completamente os tumores sólidos, 

com os quimioterápicos convencionais (LILA e col., 2010). Ambos os fármacos 

citados, quando combinados, mostraram efeito sinérgico em teste in vitro usando 

linhagem de câncer ovariano (MUNDHENKE, 2008). Apesar dos benefícios 

observados em pacientes humanos (PISHVAIAN e col., 2012) e em animais (KIM e 

col., 2006), não há registro na literatura da coencapsulação desses dois fármacos 

em algum tipo de nanossistema. 

Além da possibilidade de coencapsulação, a nanotecnologia oferece uma 

alternativa terapêutica no sentido de superar as dificuldades encontradas em termos 
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de diagnóstico, prevenção e tratamento do câncer, através do emprego das 

estratégias de vetorização, oferecendo ainda mais benefícios aos pacientes com 

câncer (MISRA e col., 2010; NIE e col., 2007). O tamanho reduzido permite que as 

nanopartículas atinjam os tumores com alto grau de especificidade, eliminando 

células tumorais sem afetar as células normais. Isso acontece através do 

desenvolvimento de agentes multifuncionais, uma vez que as nanopartículas podem 

ser modificadas por grande quantidade de ligantes, inclusive aqueles usados na 

vetorização ativa, destinados ao biorreconhecimento (CHO e col., 2008; CUENCA e 

col., 2006; McCARTHY e col., 2010).  

Dentre os possíveis alvos usados nas referidas estratégias de 

direcionamento, destaca-se o receptor folato, superexpresso em grande variedade 

de tumores sólidos, particularmente os metastáticos (TOMASINA e col., 2013). 

O objetivo deste estudo, então, foi coencapsular um fármaco antiangiogênico, 

o imatinibe, e um citotóxico, o paclitaxel, na mesma formulação lipossomal contendo 

âncora lipídica ligada ao ácido fólico. A ideia é que as partículas se acumulem 

preferencialmente no tecido tumoral que superexpressa o receptor folato, que o 

fármaco antiangiogênico interrompa o fluxo sanguíneo tumoral e que o agente 

citotóxico, já acumulado no interior do tumor, exerça seu efeito concomitantemente e 

após o bloqueio do aporte de nutrientes para o tumor. A combinação entre anti-

angiogênico e citotóxico já foi explorada na literatura. Sengupta e colaboradores 

(2005) desenvolveram nanopartícula circundada por envelope lipídico com 

combretastatina, antiangiogênica, e doxorubicina, citotóxica, encapsuladas 

simultaneamente. Zhang e colaboradores (2010a) encapsularam os mesmos 

fármacos em lipossomas alvoespecíficos, direcionados ao receptor para a integrina 

RGD, um tipo de peptídio. 

Em nosso grupo de pesquisa, foram encapsulados o paclitaxel e a genisteína 

em nanopartícula multicompartimental, para liberação rápida do agente 

antiangiogênico e lenta do citotóxico. Em todos os casos apresentados, ainda não foi 

proposta a coencapsulação de paclitaxel e imatinibe em lipossomas alvoespecíficos 

direcionados ao receptor folato, o que consiste na inovação proposta no presente 

trabalho. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 LIPOSSOMAS 

Nanopartículas são sistemas de liberação de fármacos biocompatíveis e 

biodegradáveis que têm tamanho submicrométrico e podem ter muitos arranjos 

estruturais em termos de tamanho, forma e materiais utilizados na sua preparação. 

Compreendendo essa variedade de materiais, podem ser citados polímeros 

(partículas poliméricas, micelas e dendrímeros), lipídios (lipossomas), vírus 

(nanopartículas virais), e até compostos organometálicos (nanotubos) (CHO e col., 

2008; HALEY e FRENKEL, 2008; VASIR e LABHASETWAR, 2007). 

Particularmente, a pesquisa e o estudo de lipossomas têm se expandido 

consideravelmente nas últimas décadas, quando tornaram-se carreadores 

farmacêuticos de escolha para numerosas aplicações práticas. A estrutura dos 

lipossomas (Figura 1) é determinada, assim como no caso das partículas 

poliméricas, pelas matérias-primas que são utilizadas na sua preparação e pelas 

interações que ocorrem por semelhança de polaridade na bicamada lipídica e com o 

meio aquoso durante a sua formação (BANERJEE, 2001; TORCHILIN, 2005).  

 

Figura 1. Esquema de um lipossoma. Adaptado de MASSING e FUXIUS (2000). 

 

 

Essas nanoestruturas já foram exploradas na clínica para aplicações diversas, 

como agentes de diagnóstico por imagem de tumores e sítios de infecção, para 

produção de vacinas e sistemas de carreamento de genes, para o tratamento de 

infecções e do câncer, de doenças pulmonares e da pele (ALLEN e CULLIS, 2013). 
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Lipossomas são vesículas esféricas formadas por uma ou várias bicamadas 

lipídicas concêntricas, com compartimento aquoso no interior e entre as bicamadas 

de lipídios naturais ou sintéticos (fosfo ou esfingolipídios) (Figura 1). Essas 

partículas são compostas por materiais biocompatíveis, causam nenhuma ou poucas 

reações antigênicas, pirogênicas, alérgicas e tóxicas, são facilmente biodegradáveis; 

protegem o paciente de efeitos colaterais indesejáveis causados pelo princípio ativo, 

e ao mesmo tempo protegem o fármaco encapsulado da inativação causada por 

agentes do meio fisiológico. Fármacos com lipofilicidades variadas podem ser 

encapsulados em lipossomas, seja na própria bicamada de fosfolipídios, na sua 

interface ou no volume aquoso aprisionado (LASIC, 1997; SHARMA e SHARMA, 

1997; TORCHILIN, 2005; TORCHILIN, 2010).  

Em relação ao tamanho, lipossomas que contém uma única bicamada 

(lamela) são chamados vesículas unilamelares (ULVs, unilamelar vesicles, do 

inglês), que podem ser pequenas (20-100 nm) ou grandes (>100 nm), enquanto 

aqueles que têm mais que uma bicamada são vesículas multilamelares ou MLVs 

(>500 nm) (CAGDAS e col., 2011; EDWARDS e BAEUMNER, 2006; GÓMEZ-HENS 

e FERNÁNDEZ-ROMERO, 2006; LI e ZHAO, 2007; WALDE e ICHIKAWA, 2001). 

As propriedades físico-químicas dos lipídios que compõem os lipossomas, 

como fluidez da membrana, densidade de carga, impedimento estérico e 

permeabilidade, determinam as suas interações com componentes do plasma e 

outros tecidos após administração sistêmica (SHARMA e SHARMA, 1997; LASIC, 

1997). 

Dentre os lipídios empregados na preparação de lipossomas, podem ser 

citados as fosfatidilcolinas e o colesterol. As fosfatidilcolinas representam a mais 

abundante classe de lipídios em membranas de mamíferos e são um importante 

componente em organismos eucarióticos. São também constituintes do surfactante 

pulmonar humano, de lipoproteínas séricas e da bile e representam os lipídios mais 

amplamente usados em estudos de modelo de membranas (KOYNOVA e 

CAFFREY, 1998). 

A característica típica de lipídios formadores de bicamada, como as 

fosfatidilcolinas, é sua natureza anfifílica: uma cabeça polar ligada covalentemente a 

uma ou duas caudas hidrofóbicas de hidrocarboneto. Quando esses lipídios são 

expostos ao ambiente aquoso, interações entre eles mesmos (pontes de hidrogênio 

entre os grupos polares e ligações de van der Waals entre as cadeias de 
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hidrocarboneto) e com a água (interações hidrofílicas, efeito hidrofóbico) levam à 

formação de vesículas (FRÉZARD, 1999; OHVO-REKILA e col., 2002). 

A fluidez da bicamada lipossomal, quando feita de um único lipídio, depende 

da temperatura de transição de fase desse lipídio (Tc). Em temperatura superior à Tc 

do lipídio da bicamada, a membrana dos lipossomas encontra-se na fase líquida-

cristalina fluida, um estado desordenado, em que as moléculas têm mais liberdade 

de movimento. Ao contrário, em temperaturas inferiores à Tc do fosfolipídio que 

forma a bicamada lipossomal, a membrana dos lipossomas se encontra na fase gel 

ou “rígida” e os lipídeos têm movimento restrito e suas cadeias de hidrocarboneto 

apresentam conformação “toda-trans”. Assim, dependendo da Tc do lipídio, 

diferentes membranas compostas por distintos lipídios podem exibir diferentes níveis 

de fluidez à mesma temperatura (FRÉZARD, 1999; FRÉZARD e col., 2005; 

PAPAHADJOPOULOS e col., 1973). 

Outro componente lipídico importante, que entra muitas vezes na composição 

dos lipossomas, é o colesterol (Figura 2).  

 

Figura 2. Estrutura química do colesterol. 

 

 

Por causa de sua estrutura plana, do anel rígido e do pequeno grupamento 

polar, o colesterol é adequado para ter contato próximo com fosfolipídios que 

possuem cadeias saturadas, e é capaz de influenciar o empacotamento dos lipídios. 

Na bicamada dos lipossomas, seu grupo hidroxil polar fica na interface com a fase 

aquosa e o anel esteroide hidrofóbico posiciona-se paralelamente e entre as cadeias 

de fosfolipídios. Ao posicionar-se assim, o colesterol aumenta a rigidez das 

membranas no estado líquido-cristalino e reduz a rigidez e os defeitos estruturais 

das membranas no estado gel. Isso explica o importante papel desse constituinte 

das membranas biológicas, que exerce regulação da elasticidade e da 

permeabilidade das bicamadas lipídicas. No caso particular dos lipossomas, a 

permeabilidade da bicamada influencia na liberação dos fármacos encapsulados 



29 

 

(FRÉZARD, 1999; FRÉZARD e col., 2005; HEERKLOTZ e TSAMALOUKAS, 2007; 

HALLING e col., 2008; OHVO-REKILA e col., 2002). 

Ainda em relação às matérias-primas, quando empregam-se lipídios com 

propriedades fusogênicas são desenvolvidos lipossomas sensíveis ao pH. Eles são 

estáveis em pH 7,4, mas liberam seu conteúdo sob condições ácidas. Portanto 

representam uma estratégia que possibilita a modificação do perfil de liberação de 

substâncias ativas. Os lipídios com propriedades fusogênicas, quando incluídos nas 

formulações lipossomais, resultam nos chamados lipossomas polimórficos ou 

“fusogênicos”, uma vez que sofrem transição de fase sob condições ácidas. Isso 

resulta em fusão ou desestabilização da partícula com posterior liberação do 

conteúdo encapsulado no citoplasma (SIMÕES e col., 2004; TORCHILIN, 2005; 

VASIR e LABHASETWAR, 2007). Por sua vez, os lipossomas catiônicos acumulam-

se mais em regiões onde há células endoteliais resultantes do processo de 

neoangiogênese em comparação com o endotélio normal. Isso ocorre por interação 

de cargas, uma vez que o glicocálice de células endoteliais em proliferação é 

carregado negativamente, interagindo seletivamente com partículas catiônicas 

(BODE e col., 2009; HO e col., 2010). Outros tipos de estratégia de liberação 

modificada serão abordados a seguir. 

Torna-se oportuno esclarecer a classificação dessas nanoestruturas em 

termos de composição e mecanismo de liberação intracelular, que se dá em cinco 

tipos: (i) lipossomas convencionais, sem reatividade específica; (ii) lipossomas 

sensíveis ao pH, que mudam sua estrutura após algum tipo de interação; (iii) 

lipossomas catiônicos; (iv) imunolipossomas ou de reatividade específica, o que 

também ocorre pela presença de um determinado ligante; e (v) lipossomas de longa 

circulação ou estericamente estabilizados (SHARMA e SHARMA, 1997; LASIC, 

1997). 

O método de hidratação do filme lipídico é a forma mais comum de 

preparação de lipossomas. Inicialmente, fármaco(s) e lipídios (fosfolipídios e 

colesterol, por exemplo) são dissolvidos em solventes orgânicos, como clorofórmio e 

etanol. A seguir, o solvente é removido, o que leva à formação do filme contendo 

fármacos e lipídios na parede do frasco. Depois, o filme é hidratado com tampões 

aquosos, e a leve agitação do frasco resulta em suspensões lipossomais leitosas 

homogêneas. Assim são produzidos MLVs. Para essas formulações serem 

administradas por via intravenosa, é necessária redução posterior do tamanho das 
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vesículas (LI; ZHAO, 2007). Isso pode ser conseguido fornecendo energia para o 

sistema, através da sonicação ou da extrusão (CAGDAS e col., 2011). 

 

2.2 COENCAPSULAÇÃO DE FÁRMACOS E COMBINAÇÃO DO PACLITAXEL COM 

O IMATINIBE 

 

2.2.1 Coencapsulação de fármacos em nanossistemas 

O tratamento quimioterápico em monoterapia frequentemente resulta em 

menor sobrevida em comparação com terapias combinadas, que incluem mais que 

um agente antitumoral (URAMOTO e col., 2010). Por isso, na terapia do câncer, 

frequentemente mais que um princípio ativo é administrado. Em muitos casos 

clínicos já foi reportado que combinações de fármacos podem efetivamente superar 

a resistência que ocorre quando a administração é feita em monoterapia, melhorar a 

taxa de resposta a esses fármacos e até mesmo causar efeito sinérgico. Existe 

ainda a possibilidade de redução da toxicidade sistêmica (CHEN e col., 2009a; MI e 

col., 2013; TARDI e col., 2007).  

De forma antagônica, quando administrados separadamente, é difícil controlar 

a quantidade desses agentes quimioterápicos que efetivamente chega até as células 

tumorais, uma vez que cada fármaco tem distribuição e clearance típicos, 

independentes, e segue seu perfil farmacocinético característico. Por isso, a razão 

entre as quantidades inicialmente administradas dos fármacos não é mantida, 

prejudicando a efetividade da combinação, podendo também perder o sinergismo 

(MAYER e col. 2006; MENDONÇA e col., 2010; SHAIKH e col., 2013). 

A quantidade de fármaco que chega até o seu sítio de ação é extremamente 

importante, uma vez que os fármacos exercem efeitos múltiplos com diferentes 

relações entre concentração e atividade e muitas vezes as vias moleculares 

associadas a esses efeitos possuem o potencial de interagir. Por isso, 

possivelmente a forma como as combinações de fármacos exercem seus efeitos 

antitumorais depende da razão entre os quimioterápicos que são combinados. A 

eficácia terapêutica depende diretamente, portanto, do controle dessa razão, o que 

pode ser determinado e otimizado por estudos pré-clínicos (MAYER e col., 2006). 

No contexto da nanotecnologia, o emprego de formulações lipossomais 

separadas, cada uma com um fármaco, causaria grande dificuldade de predizer e 

controlar a taxa de liberação de cada um deles dentro das células e 
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consequentemente de obter as razões molares desejadas em nível intracelular. 

Além disso, entregar fármacos contidos em lipossomas distintos iria requerer o uso 

de concentrações mais altas de lipídios, o que pode induzir efeitos citotóxicos 

inespecíficos (MENDONÇA e col., 2010). 

Quando se usam estratégias de coencapsulação em um sistema de liberação, 

como liposomas peguilados, capaz de manter a mesma proporção entre os 

fármacos desde o sítio de administração até as células tumorais, esse problema é 

superado, uma vez que ocorre entrega simultânea às células tumorais em 

proporções definidas (MENDONÇA e col., 2010; ZUCKER e BARENHOLZ, 2010). A 

farmacocinética dos princípios ativos co-formulados vai ser ditada pelo 

comportamento farmacocinético do sistema carreador usado, oferecendo potencial 

de coordenar a eliminação plasmática e a distribuição tissular, otimizando a 

atividade terapêutica a partir de combinações de dois ou mais fármacos (ABRAHAM 

e col., 2004; TARDI e col., 2007). 

Em estudo in vivo, observou-se que os lipossomas com fármacos 

coencapsulados mantiveram a proporção sinérgica de irinotecan e doxorubicina (1:1) 

no plasma. Em contraste, a combinação administrada na forma livre não manteve 

essa razão. Nesse caso, a combinação torna-se ineficiente, o que está de acordo 

com o que já foi explanado acima. Através da coencapsulação lipossomal, a 

exposição celular à combinação de doxorubicina e irinotecan cresceu 

substancialmente, o que foi atribuído à capacidade do carreador lipossomal de 

controlar o comportamento farmacocinético dos fármacos encapsulados (SHAIKH e 

col., 2013). 

Em outro exemplo (JAIN e col., 2013), a combinação entre tamoxifeno e 

quercetina em nanopartículas aumentou a biodisponibilidade oral dos fármacos co-

formulados, resultando em maior acúmulo tumoral. Os mesmos pesquisadores, 

através de testes de citotoxicidade usando as linhagens tumorais MCF7 e Caco-2, 

mostraram ainda que a viabilidade celular foi menor para as combinações dos 

fármacos na forma livre e em nanopartículas em comparação com os fármacos 

isolados. Além disso, as substâncias ativas sofreram internalização mais eficiente 

quando nanoencapsulados em comparação com suas formas livres (JAIN e col., 

2013). 

Quando a doxorubicina foi combinada à vincristina (ABRAHAM e col., 2004), 

porém, foi observado que ocorria efeito antagônico entre os fármacos, e os fármacos 
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coencapsulados não apresentaram melhora terapêutica em comparação com a 

vincristina in vivo. Já em combinação com o verapamil (WANG e col., 2005), também 

em formulação lipossomal, foi obtida a reversão da resistência à exposição à 

doxorubicina. Nesse caso, o verapamil foi usado para reverter o mecanismo de 

resistência associado ao efluxo por glicoproteína-P. 

Já foi idealizado um sistema de liberação nanométrico que compreende um 

envelope externo, fosfolipídico, que contém o agente antiangiogênico e, por ser 

externo, libera-o mais rapidamente, causando interrupção do fluxo sanguíneo, e uma 

nanopartícula interna, que fica presa dentro do tumor, e em seguida libera o agente 

quimioterápico de maneira lenta, matando as células tumorais. Essa exposição 

prolongada ao agente citotóxico aumenta o potencial apoptótico, o que pode superar 

a resistência celular induzida por hipóxia. Tudo isso concorre para melhora do índice 

terapêutico e redução da toxicidade (SENGUPTA e col., 2005). Estratégia 

semelhante em termos de liberação já foi desenvolvida por Mendes e colaboradores 

(2013) em nosso grupo de pesquisa. Neste estudo, foi observada expressiva inibição 

tumoral e redução dos níveis de VEGF in vivo. 

Seguindo essa mesma lógica, a associação entre doxorubicina e 

combretastatina em lipossomas inibiu a proliferação de tumores em roedores muito 

mais do que os lipossomas contendo os fármacos encapsulados individualmente 

(ZHANG e col., 2010). Por isso, para o desenvolvimento deste trabalho foram 

selecionados dois fármacos, um citotóxico, o paclitaxel, e um antiangiogênico, o 

imatinibe. 

 

2.2.2 Farmacologia do Paclitaxel e do Imatinibe 

O paclitaxel (Figura 3) possui atividade contra vários tipos de câncer que são 

considerados resistentes às terapias convencionais, notadamente os cânceres de 

ovário e mama. Esse fármaco atua no processo de divisão celular, polimerizando a 

tubulina. Assim, os microtúbulos formados tornam-se altamente estáveis e 

disfuncionais, causando o rompimento das células através da alteração da dinâmica 

normal dos microtúbulos requerida para o processo de divisão celular (ROWINSKY e 

DONEHOWER, 1995).  

O paclitaxel tem peso molecular 853,91 Da, fórmula molecular C47H51NO14. O 

pKa do fármaco é 10,36, enquanto seu LogP é 3,54 (DrugBank). 
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2005). 

O imatinibe (Figura 4)

leucemia mieloide crônica, já demonstrou grande espectro de atividade antitumoral. 

 

O seu mecanismo de ação está relacionado à inibição competitiva da ligação 

do ATP ao sítio de tirosinas quinases (família de proteínas homólogas que regulam 

vias de transdução de sinal intracelulares). Através desse mecanismo, são inibidas 

 

Figura 3. Estrutura química do Paclitaxel 

 

desafio no caso da terapia com o paclitaxel é manter o equilíbrio entre 

eficácia terapêutica e toxicidade. Sabe-se que o fármaco pode causar 

granulocitopenia e neuropatia (MIELKE e col., 2005). Além disso, como o paclitaxel 

é extremamente insolúvel em água (solubilidade 5,56 µg/mL, segundo o DrugBank)

a formulação comercial disponível emprega um solvente que contem óleo de rícino 

polietoxilado para promover a solubilização do fármaco. A presença desse solvente 

pode ocasionar severas reações de hipersensibilidade, o que conduz à necessidade 

do desenvolvimento de uma formulação mais adequada contendo o paclitaxel, 

principalmente menos tóxica e consequentemente melhor tolerada (ZHANG e col., 

(Figura 4), além de sua reconhecida utilização no

leucemia mieloide crônica, já demonstrou grande espectro de atividade antitumoral. 

 

Figura 4. Estrutura química do Imatinibe. 

 

O seu mecanismo de ação está relacionado à inibição competitiva da ligação 

do ATP ao sítio de tirosinas quinases (família de proteínas homólogas que regulam 

vias de transdução de sinal intracelulares). Através desse mecanismo, são inibidas 
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várias formas oncogênicas da tirosina quinase Bcr-Abl. O gene Bcr-Abl é resultado 

de uma fusão decorrente de anomalia genética. É uma tirosina quinase que ativa 

várias vias que regulam a hematopoese, aumentando a proliferação de células da 

leucemia mieloide crônica. Além do referido mecanismo farmacológico de ação, que 

está associado ao tratamento da leucemia, o fármaco também é capaz de inibir a 

angiogênese induzida por VEGF e PDGF, sendo consequentemente usado para o 

tratamento de tumores sólidos (BUCHDUNGER e col., 2002; PENG e col., 2005). 

O peso molecular do fármaco é 493,60 Da, sua fórmula molecular é 

C29H31N7O, o LogP é 4,36 e o pKa 8,27 (DrugBank). Em condições fisiológicas, pH 

7,4, é apenas moderadamente solúvel, e praticamente insolúvel em pH 8 (PENG e 

col., 2005). 

 

2.2.3 Combinação do Paclitaxel com o Imatinibe 

 Em estudo in vitro, a combinação de paclitaxel (na sua concentração IC50) e 

imatinibe (2 µM) causou diminuição significativa da proliferação celular em quatro 

linhagens de câncer de ovário em comparação com o grupo tratado apenas pelo 

agente citotóxico, e esse efeito foi mais intenso aumentando a concentração do 

imatinibe a 4 µM. Aumentando mais ainda a concetração de imatinibe não houve 

maior inibição da proliferação celular. Esse mesmo fármaco isolado (3 a 5 µM) 

reduziu a proliferação celular de cinco linhagens de câncer de ovário em 50% 

comparado com o grupo controle (MUNDHENKE e col., 2008). A IC50 do paclitaxel, 

testada pelo método MTT, diminuiu na presença do imatinibe em outro experimento 

(APTE e col., 2004) com linhagens de câncer de ovário. In vivo, o paclitaxel foi 

administrado por via intraperitoneal (125 µg) e o imatinibe por via oral (50 mg/kg). O 

paclitaxel sozinho reduziu o peso do tumor e eliminou a ascite. A combinação com o 

imatinibe reduziu a incidência, diminui mais ainda o peso tumoral e também eliminou 

a ascite. A diferença em relação ao grupo tratado apenas com paclitaxel foi 

significativa estatisticamente (APTE e col., 2004). 

Pacientes com câncer de ovário, tratados com a mesma combinação (300 mg 

de imatinibe por via oral e 80 mg/m² de paclitaxel por via intravenosa), sob diferentes 

posologias, apresentaram, em alguns casos, pronunciados efeitos adversos, como 

neutropenia e trombocitopenia (SAFRA e col., 2010). Em outro experimento 

realizado em humanos (MATEI e col., 2008), foi feita a associação entre outro 

quimioterápico do grupo dos taxanos, o docetaxel (30 mg/m², via intravenosa) e o 
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imatinibe (600mg, via oral). Não foi demonstrado benefício em relação ao docetaxel 

isolado para o tratamento do câncer epitelial ovariano (MATEI e col., 2008). 

Esses resultados observados em humanos, porém, não diminuem o interesse 

por essa combinação, uma vez que a ativação do receptor para PDGF é um fator 

importante para a progressão do câncer de ovário. O bloqueio da fosforilação do 

PDGF-R, em combinação com a apoptose induzida pelo paclitaxel, é capaz de 

reduzir o crescimento tumoral in vivo através de mecanismo de ação antivascular 

(APTE e col., 2004). 

Em outro modelo tumoral, de melanoma, verificou-se inibição do crescimento 

tumoral em camundongos, quando imatinibe e valatanibe foram combinados ao 

paclitaxel em dose pequena, 5 mg/kg, o que não ocorreu quando o agente citotóxico 

foi combinado com cada um dos inibidores de tirosina quinase separadamente. Isso 

é interessante uma vez que a dose 20 mg/kg do paclitaxel não afetou o crescimento 

tumoral. No mesmo trabalho, os autores testaram a sensibilidade da mesma 

linhagem celular de melanoma tratada com paclitaxel (1 nM) isolado e em 

combinação com o imatinibe (1 µM). Apenas na combinação houve inibição do 

crescimento celular (KLOSOWSKA-WARDEGA, 2011).  

Em modelo animal de câncer de pulmão de células não pequenas o imatinibe 

foi administrado por via oral (100 mg/kg) e o docetaxel por via intraperitoneal (10 

mg/kg). A eficácia antitumoral foi melhorada quando os dois fármacos foram 

combinados em comparação com as suas administrações isoladas (VLAHOVIC e 

col., 2007). 

Outro estudo que chama a atenção, feito em humanos, para tratamento de 

tumores sólidos resistentes à quimioterapia (principalmente de mama, colorretal e 

sarcoma de tecidos moles), compreendeu administração oral de imatinibe, 400 mg, e 

infusões semanais de paclitaxel, 60 mg/m². O grau e a severidade dos efeitos 

colaterais foram muito maiores que o esperado, particularmente se for levado em 

consideração que os pacientes receberam dose semanal de paclitaxel menor que a 

usual. Dentre esses efeitos adversos podem ser citados náusea/vômito, diarreia, 

anemia, neutropenia, edema periférico (PISHVAIAN e col., 2012). Isso está de 

acordo com o que já foi mencionado anteriormente em relação ao tratamento do 

câncer de ovário (SAFRA e col., 2010). O perfil farmacocinético do IB e do PTX 

administrados em combinação não foi alterado quando comparado à administração 

individual desses fármacos (PISHVAIAN e col., 2012). Em termos farmacodinâmicos, 
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os autores supõem que o imatinibe aumenta a eficácia de quimioterápicos ao 

diminuir a pressão do fluido intersticial no tumor, o que aumentaria a entrega do 

agente citotóxico a células cancerosas, independentemente da expressão tumoral 

de Bcr-Abl. Essas observações são baseadas em estudos in vivo (PIETRAS e col., 

2002; PISHVAIAN e col., 2012). Dentre os pacientes de um desses estudos, 47,4% 

tiveram benefício clínico após receberem a terapia combinada (IB por via oral + PTX 

intravenoso), e no restante deles o tumor no mínimo permaneceu estável. Nesse 

caso, como a distribuição dos fármacos é inespecífica, explica-se o fato de o 

aumento dos benefícios terapêuticos ser acompanhado pelo aumento da intensidade 

dos efeitos adversos (PISHVAIAN e col., 2012).  

Em modelo tumoral de próstata (linhagem PC3) em roedores o imatinibe foi 

administrado por via oral (50 mg/kg) e o paclitaxel por via intraperitoneal (10 mg/kg). 

O paclitaxel isolado reduziu o peso e o volume do tumor, além de ter diminuído o 

número de linfonodos retroperitoniais metastáticos, possivelmente pela redução da 

proliferação de células tumorais. O imatinibe, também em monoterapia, porém, não 

inibiu o crescimento tumoral ou o desenvolvimento de metástase no experimento 

realizado. A combinação entre os dois fármacos não melhorou significativamente a 

eficácia do agente citotóxico, o que pode ser atribuível à pequena dose de imatinibe 

(CORCORAN e COSTELLO, 2005). 

Ainda em relação ao câncer de próstata, células de uma linhagem resistente 

ao paclitaxel foram implantadas na tíbia de ratos e os tratamentos foram feitos após 

14 dias, imatinibe por via oral (50 mg/kg) e paclitaxel por via intraperitoneal (8 

mg/kg). Os ratos tratados apenas com o agente citotóxico desenvolveram grandes 

tumores e tiveram metástase em linfonodos. Porém, quando foi feita a associação 

com o imatinibe, a incidência e o peso do tumor, assim como a metástase em 

linfonodos, foram reduzidos. A lise da tíbia foi pronunciada no grupo controle e no 

grupo tratado apenas com paclitaxel, diminuída nos animais tratados com imatinibe 

e menor ainda quando os dois fármacos foram combinados. In vitro, porém, a 

proliferação celular não foi afetada pelo paclitaxel, mesmo na presença do imatinibe 

(KIM e col., 2006). 

Como se pode perceber, a combinação entre imatinibe e paclitaxel tem sido 

explorada na literatura e já demonstrou potencial in vivo para o tratamento de 

tumores sólidos. Falta, ainda, definir uma estratégia eficiente para que sejam 

evitados os efeitos colaterais e para que os fármacos alcancem o tumor em 
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concentrações bem definidas. Conforme já foi discutido anteriormente, isso pode ser 

conseguido através da nanotecnologia.  

 

2.3 ESTRATÉGIAS PARA DIRECIONAMENTO DE FÁRMACOS 

 

2.3.1 Vetorização Passiva 

Para a maioria dos medicamentos em uso atualmente, a especificidade e a 

ação dos fármacos em sítios de doenças ou sobre doenças específicas é 

usualmente baseada na sua habilidade de interferir no processo patológico local ou 

em vias biológicas defeituosas, mas não no seu acúmulo seletivo em compartimento 

intracelular específico ou em célula, órgão ou tecido alvo (TORCHILIN, 2010). 

Esses referidos medicamentos parenterais tradicionais são distribuídos quase 

que aleatoriamente em todo o organismo, proporcionalmente ao fluxo sanguíneo da 

região, e para alcançar o sítio da doença o fármaco tem que cruzar muitas barreiras 

biológicas (mucosa, epitélio, endotélio), podendo causar efeitos colaterais 

indesejáveis ou ser inativado por ação enzimática. Muitos desses agentes sofrem 

ainda rápida eliminação da circulação sanguínea pelo processo de filtração renal. 

Consequentemente, para atingir a concentração terapêutica no local necessário, o 

fármaco deve ser administrado em concentrações altas, e por isso grande parte da 

substância ativa é entregue em tecidos normais, que não estão envolvidos no 

processo patológico. Isso aumenta o custo da terapia e a severidade dos efeitos 

colaterais (HILLAIREAU e COUVREUR, 2009; KOSHKARYEV e col., 2013; MAEDA 

e col., 2013; MASSING e FUXIUS, 2000; TORCHILIN, 1996; TORCHILIN, 2010). 

O direcionamento de fármacos pode significar a solução para todos esses 

problemas. Em linhas gerais, essa estratégia pode ser entendida como a 

possibilidade de o princípio ativo acumular-se no tecido alvo quantitativa e 

seletivamente, independentemente do sítio ou método usado para sua 

administração. Idealmente, sob tais condições, a concentração local do agente 

terapêutico no sítio da doença deve ser alta, enquanto sua concentração em outros 

órgãos que não são alvo deve estar abaixo de certos níveis mínimos para prevenir 

quaisquer reações colaterais negativas. As seguintes vantagens são evidentes: os 

protocolos de administração podem ser simplificados; a quantidade de fármaco 

requerida para atingir efeito terapêutico pode ser grandemente reduzida, assim 

como o custo da terapia; e a concentração de fármaco nos sítios desejados pode ser 
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aumentada sem efeitos adversos em outros compartimentos do organismo 

(TORCHILIN, 1996; TORCHILIN, 2010). 

Pensando nesses objetivos terapêuticos, foram feitas algumas tentativas no 

sentido de otimizar a terapia, dentre elas administrar fármacos diretamente na área 

afetada, encapsular o fármaco em carreadores sensíveis a valores específicos de 

pH ou temperatura típicos das áreas patológicas, ou mesmo usar forças externas, 

como campo magnético ou ultrassom, para guiar os fármacos ao alvo. Esses 

carreadores mudam suas propriedades e liberam o conteúdo encapsulado quando 

entram em contato com áreas de pH baixo ou temperatura alta, característicos de 

regiões patológicas. Dessa forma, o carreador distribui-se de maneira homogênea, 

mas degrada-se e libera o fármaco apenas na área alvo. Além disso, essa área pode 

ser adicionalmente aquecida pelo lado de fora, aplicando-se calor externo ou 

ultrassom. Campo magnético aplicado externamente também pode ser usado para a 

entrega direcionada de fármacos. Nesse caso, o fármaco deve estar encapsulado 

em carreador que tem propriedades ferromagnéticas, ocasionando acúmulo na área 

onde o campo magnético externo é aplicado (TORCHILIN, 2010). 

Porém, essas abordagens possuem limitações, uma vez que os valores de pH 

e temperatura em áreas tumorais não diferem drasticamente dos tecidos normais e o 

fluxo de sangue variável pode atrapalhar a entrega via campo magnético. Assim, 

uma estratégia amplamente utilizada na Nanotecnologia farmacêutica é o acúmulo 

passivo de muitos carreadores devido ao seu extravasamento através da porosidade 

alterada dos vasos tumorais (chamado Efeito Aumentado de Permeabilidade e 

Retenção, EPR – Enhanced Permeability and Retention, do inglês). Isso funciona 

muito bem para tumores e áreas de inflamação, para atingir acúmulo seletivo. Esse 

processo, que é aleatório, é chamado “vetorização passiva” acoplada à 

“permeabilidade aumentada”. O uso nanocarreadores ligados a moléculas 

sinalizadoras (ligantes que possuem alta afinidade por áreas alvo), por sua vez, 

pode direcionar fármacos encapsulados para sítios específicos do organismo (LOI e 

col., 2010; MAEDA e col., 2013; MARUYAMA, 2010; PARK e col., 2004; 

TORCHILIN, 2010).  

Vantagens da circulação prolongada de carreadores de fármacos no sangue 

incluem a possibilidade de manter a concentração requerida do fármaco por longo 

tempo após uma única administração; a habilidade de usar o efeito EPR para 

acúmulo de moléculas ativas em áreas de vasos porosos; e a possibilidade de 



 

melhorar o direcionamento mediado por ligante para áreas de fluxo sanguíneo 

limitado e/ou baixa concentração de antígeno alvo, onde é necessário um período 

maior para permitir que quantidade suficiente de fármaco chegue à zona alvo 

(TORCHILIN, 2011). 

O efeito EPR, como se

observadas na região tumoral

 
Figura 5. Vários mediadores vasculares comumente encontrados na inflamação e no câncer que contribuem 
para o efeito EPR. A diferença principal entre os dois processos 
que haja retenção prolongada no tecido tumoral em comparação com o inflamatório. Adaptado de MAEDA e col., 
2013. 
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Hoje em dia é um fenômeno bem estabelecido que sob certas circunstâncias 

primeiramente, que são típicas de tumores e outros sítios 

se mais permeável do que no estado normal. 

Isso ocorre devido à angiogênese rápida e defeituosa, resultante da alta produção 

imento (prostaglandinas, VEGF), proteases, 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e metaloproteinases matriciais, que 

(MAMOT e col., 2003; PARK 

TORCHILIN, 2011). 

umores que crescem no microambiente subcutâneo, os poros, 

dependendo do tipo de tumor, variam de tamanho entre 200 nm e 1,2 µm, o que é 

reduzido quando o tumor cresce no microambiente craniano. Na maioria 
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das vezes, a variação característica oscila entre 380 e 780 nm (HOBBS e col., 

1998). Em se tratando da fisiologia normal, endotélio fenestrado aparece em 

glândulas, mucosa digestiva e rins, com poros de aproximadamente 60 nm. 

Endotélio descontínuo é característico do fígado (fenestrações de 50-100 nm) e 

medula óssea (HARUSH-FRENKEL e col., 2008). 

Isso resulta em ausência ou descontinuidade da membrana basal vascular em 

tumores, o que pode facilitar o extravasamento e aumentar a permeabilidade dos 

vasos tumorais a agentes macromoleculares e lipossomas. Nessas áreas, moléculas 

grandes e certas partículas ou vesículas variando entre 10 e 500 nm em tamanho 

podem deixar o leito vascular e acumular-se no espaço intersticial. Depois de cruzar 

o endotélio vascular, nanoestruturas podem então cruzar a membrana basal em 

regiões descontínuas. Sua distribuição nos tumores ocorre por acúmulo 

perivascular. Depois que extravasam, as nanoestruturas formam aglomerados e não 

se movem significativamente no espaço intersticial tumoral, o que aumenta a 

retenção dos fármacos na região tumoral. Isso faz com que o fármaco fique 

disponível para as células tumorais vizinhas pelo período de alguns dias, garantindo 

a liberação local sustentada, que é especialmente importante depois que os 

fármacos encapsulados em lipossomas são removidos do plasma (MAMOT e col., 

2003; PARK e col., 2004; TORCHILIN, 2011; YUAN e col., 1994).  

Posteriormente a esse processo, ocorre a entrada das vesículas nas células 

por duas vias principais: fagocitose ou endocitose (mediada por clatrina e caveolina). 

Por uma série de mecanismos de fusão e fissão, a membrana do fagossomo funde-

se com lisossomas para formar o fagolisossomo, onde ocorre a degradação das 

nanoestruturas e liberação de seu conteúdo. A endocitose mediada por clatrina e 

caveolina, por sua vez, ocorre constitutivamente em todas as células de mamíferos, 

servindo como mecanismo principal de captura de macromoléculas e constituintes 

da membrana plasmática. Esse é o processo melhor descrito para o que se conhece 

como endocitose mediada por receptor. O material endocitado termina 

posteriormente em lisossomas, sendo o nanocarreador posteriormente 

biodegradado, o que promove a liberação intracelular de seu conteúdo (Figuras 6 e 

7) (HARUSH-FRENKEL e col., 2008; HILLAIREAU e COUVREUR, 2009).  

Os lipossomas peguilados se acumulam lentamente nos tumores por causa 

das características mostradas na Figura 6, através do fluxo sanguíneo normal e 

ocasional processo de difusão. A via principal de transporte transendotelial de 
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lipossomas peguilados em tumores são os grandes espaços entre as células 

endoteliais. Outra possibilidade de extravasamento, em menor escala, é por meio de 

vesículas transendoteliais e/ou vacúolos (MAMOT e col., 2003; MARUYAMA, 2010; 

YUAN e col., 1994). 

 
Figura 6. Representação esquemática do efeito EPR, evidenciando o acúmulo de lipossomas na região tumoral 
por causa da característica peculiar dos vasos tumorais. Fonte: o autor. 

 

 

Para que seja conseguido o efeito EPR, porém, os lipossomas devem ser 

estabilizados para circulação prolongada, recobrindo-os com polietilenoglicol-

fosfatidiletanolamina (PEG-PE). Essa estratégia é essencial para evitar uma das 

desvantagens do uso de lipossomas convencionais, que é a sua rápida eliminação 

da corrente sanguínea e captura pelas células do sistema retículo endotelial (SRE), 

primariamente no fígado. Essa captura acontece através da ligação (opsonização) 

de proteínas do plasma, como fatores do complemento ou anticorpos (opsoninas), à 

bicamada de fosfolipídeos do lipossoma. Quando opsonizados, os lipossomas são 

rapidamente reconhecidos pelas células do SRE e fagocitados (BANERJEE, 2001; 

GÓMEZ-HENS e FERNÁNDEZ-ROMERO, 2006; MASSING e FUXIUS, 2000; 

SAWANT e TORCHILIN, 2010; TORCHILIN, 1996; TORCHILIN, 2010). A proteção 

conferida pelo PEG-PE, polímero hidrofílico e neutro, que aumenta o tempo de 

circulação da nanoestrutura, faz com que ela passe pelo vaso sanguíneo recém-

formado e defeituoso repetidas vezes, aumentando a eficiência do extravasamento e 

o acúmulo no tecido tumoral (KOSHKARYEV e col., 2013; TORCHILIN, 2005).  
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2.3.2 Vetorização ativa 

As características de cada partícula diferem em termos de capacidade de 

carga de fármaco, estabilidade do fármaco e da partícula, taxas de liberação e 

capacidade de liberação direcionada. Essa modalidade de liberação é viável porque 

a superfície dos nanomateriais pode ser decorada com grande variedade de 

moléculas capazes de interagir com marcadores biológicos, como anticorpos, com 

vistas à vetorização ativa de fármacos. Para tanto, é preciso compreender a biologia 

molecular e os marcadores celulares presentes em tecidos tumorais, ou seja, a 

interação entre o ligante presente na superfície da nanopartícula e o seu alvo 

específico, um receptor. A liberação direcionada do fármaco em um tecido cuja 

penetração e distribuição poderia não ocorrer torna-se possível através de 

estratégias do tipo “cavalo de Troia”, que implicam no acoplamento de moléculas 

para o biorreconhecimento que irão provocar a internalização celular de toda a carga 

de fármaco presente na nanopartícula. Assim, o objetivo é que as propriedades do 

agente terapêutico, encapsulado em alta carga, sejam mascaradas, evitando que ele 

fique sujeito a mecanismos de resistência. Essas estratégias têm sido utilizadas em 

muitas aplicações médicas, desde o transporte através da barreira 

hematoencefálica, vetorização de fármacos a células tumorais e localização em 

tecidos vasculares (ANTONY, 1996; FARAJI e WIPF, 2009; HALEY e FRENKEL, 

2008). 

Consequentemente, para reduzir as dificuldades causadas pela terapia 

convencional do câncer, décadas de pesquisa têm se focado no desenvolvimento de 

fármacos específicos para o câncer ou sistemas de liberação que podem direcionar 

preferencialmente agentes já existentes para o sítio tumoral. O interesse pelo 

direcionamento a receptores visando à captura seletiva e a internalização de 

fármacos expandiu-se, ainda mais, no início do século XXI, com o advento de novos 

fármacos macromoleculares, incluindo DNA, peptídeos e proteínas, por causa de 

suas limitações no sentido de atingir alvos vesiculares ou citosólicos. Nesse âmbito, 

as estratégias de vetorização associadas à nanotecnologia são promissoras, pela 

possibilidade de aumento da especificidade ao sítio de ação e de sucesso da 

internalização de quimioterápicos. Isso diminui a possibilidade de efeitos adversos 

sérios que são enfrentados pelos pacientes, aumentando o tempo de sobrevida e 

sua qualidade de vida (MOHANTY e col., 2011; XU e col., 2013). 
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Aqui se faz importante relacionar as explicações dadas no item anterior a 

respeito dos lipossomas peguilados, usados na estratégia de vetorização passiva, à 

entrega de fármacos por vetorização ativa. Os lipossomas peguilados tornaram 

possível o desenvolvimento de partículas vetor-conjugadas uma vez que podem ser 

combinados com um vetor de interesse através de ferramentas como a síntese 

orgânica, por exemplo. Essas chamadas âncoras funcionalizadas ligadas a uma 

molécula para biorreconhecimento podem ser inseridas à nanoestrutura 

posteriormente à preparação do lipossoma. A concentração de ligantes na superfície 

das nanopartículas oferece potencial para fortes interações celulares (GABIZON e 

col., 1999; HUWYLER e col., 2008; SINHA e col., 2006; WANG e col., 2008).  

A vetorização ativa é normalmente conseguida, portanto, conjugando a 

nanopartícula a um componente de direcionamento que confere acúmulo 

preferencial no tecido tumoral, dentro de células tumorais individuais, organelas 

intracelulares ou a ligação a moléculas específicas nas células tumorais. Essa 

abordagem é usada para direcionar nanopartículas a carboidratos, receptores e 

antígenos de superfície celular. Os alvos ideais são aqueles abundantemente e 

unicamente expressos nas células tumorais, mas que têm expressão irrisória ou 

pequena nas células normais. O antígeno ou receptor alvo deve também ter alta 

densidade na superfície das células tumorais alvo. Espera-se que a incorporação de 

uma âncora de vetorização resulte na entrega seletiva de fármacos a esse tecido 

com maior eficiência, o que se traduz no controle do tráfico intracelular de 

nanocarreadores. Assim, a tendência é a maximização da eficácia terapêutica e a 

redução dos efeitos colaterais sistêmicos (HILLAIREAU e COUVREUR, 2009; 

LEAMON e col., 2008; MARCUCCI e LEFOULON, 2004; NIE e col., 2007; SINHA e 

col., 2006; WANG e col., 2008). 

Essa estratégia de direcionamento molecular baseia-se na ideia de que 

nanocarreadores contendo ligantes serão internalizados pela mesma via que o 

ligante sozinho seria. Os nanocarreadores reconhecem e ligam-se a células alvo 

através de interações ligante-receptor, desencadeando o processo de endocitose 

mediada por receptor (Figura 7), e os carreadores ligados são internalizados antes 

que o fármaco seja liberado (HILLAIREAU e COUVREUR, 2009; MOHANTY e col., 

2011; PEER e col. 2007; SINHA e col., 2006; XU e col., 2013).  
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Figura 7. Vias distintas para entrada de material em células. A fagocitose envolve receptores de superfície e o 
englobamento de partículas grandes pela membrana plasmática. A macropinocitose envolve a captura de 
proteínas solúveis junto com fluido extracelular. Endocitose dependente de clatrina envolve a montagem de 
clatrina unida a adaptador proteico em região da membrana plasmática na qual determinados receptores estão 
aglomerados para formar uma vesícula nova destinada à internalização. Endocitose dependente de caveolina 
envolve a montagem de revestimentos de caveolina em regiões da membrana plasmática ricas em estruturas 
lipídicas peculiares para formar uma vesícula nova destinada à internalização. CIC envolve a endocitose com 
participação de proteínas ancoradas na membrana, e tende a formar também o endossomo inicial. São 
transportadores independentes de clatrina. RE: Retículo Endoplasmático; Tf: transferrina, TfR: receptor para 
transferrina; FR: receptor para o ácido fólico; LDL: lipoproteína, LDLR: receptor para lipoproteína; EGF: fator de 
crecimento epidermal, EGFR: receptor para o fator de crescimento epidermal. Adaptado de Xu e col. (2013). 

 

 

Os receptores ou antígenos devem ser reciclados e ocupar seu lugar na 

superfície celular depois que a liberação do fármaco se completar. Esse formato de 

entrega de fármacos incorpora três moléculas essenciais: polímeros aos quais o 

fármaco pode ser conjugado; ligantes ou anticorpos conjugados, que ligam-se com 

alta afinidade à superfície celular tumoral; e receptores ou antígenos, 

respectivamente (SINHA e col., 2006). 

Esses veículos desenvolvidos devem reconhecer características biofísicas 

únicas das células tumorais. Essa metodologia proporciona excelentes 

oportunidades em oncologia, na qual os receptores (biomarcadores proteicos/ 

antígenos) são usados para diagnosticar e tratar o câncer. Muitas vias de 

sinalização oncogênica convergem para adaptar o metabolismo celular tumoral para 
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suprir seu crescimento e sobrevivência. Além disso, algumas dessas alterações 

metabólicas parecem ser absolutamente necessárias para a transformação em 

tumor maligno (CAIRNS e col., 2011; MOHANTY e col., 2011). 

Múltiplos mecanismos moleculares, intrínsecos e extrínsecos, convergem 

para alterar o metabolismo celular basal e fornecer suporte para três necessidades 

básicas de células em divisão: geração rápida de ATP para manter o status de 

energia, dando suporte à rápida divisão celular; biossíntese aumentada de 

macromoléculas; manutenção do status redox apropriado. Para atingir essas 

necessidades, as células tumorais sofrem alterações no metabolismo de todas as 

quatro classes principais de macromoléculas: carboidratos, proteínas, lipídios e 

ácidos nucleicos. O conhecimento desses processos permite identificar as 

fragilidades das vias metabólicas tumorais possibilitando o uso de estratégias de 

vetorização ativa (CAIRNS e col., 2011; CANTOR e SABTINI, 2012). 

A seleção do receptor ou antígeno celular apropriado é crucial para o 

desenvolvimento de nanopartículas vetorizadas. O direcionamento baseia-se, 

portanto, em biomarcadores com expressão modificada ou explora processos 

associados com o desenvolvimento tumoral como a neoangiogênese e a captura 

aumentada de nutrientes, conforme enunciado no parágrafo anterior. O fato de o 

nanoconjugado vetorizado poder ser internalizado após a ligação à célula alvo é 

outro critério importante na seleção de ligantes apropriados. Caso o anticorpo ou 

ligante não possa desencadear o processo de internalização, através de endocitose 

mediada pelo receptor, o fármaco pode entrar nas células através de difusão simples 

ou outro mecanismo de transporte depois de ser liberado do nanossistema próximo 

à superfície celular. Entretanto, fármaco liberado fora da célula pode dispersar-se ou 

redistribuir-se para os tecidos normais adjacentes em vez de exclusivamente para as 

células cancerosas (MOHANTY e col., 2011; TOMASINA e col., 2013; WANG e col., 

2008).  

A título de exemplo, em um conjugado ligado ao ácido fólico, quando ocorre 

ligação ao receptor folato na superfície celular, a membrana plasmática forma uma 

invaginação que envolve o complexo receptor-ligante para formar um endossomo. 

Os endossomos recém-formados são transferidos para organelas alvo. À medida 

que o pH no interior do endossomo torna-se ácido e as lisozimas são ativadas, o 

fármaco é liberado e chega ao citoplasma, desde que tenha as propriedades físico-

químicas adequadas para atravessar a membrana endossomal. O receptor folato, 
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então liberado do conjugado, retorna à membrana celular para começar a segunda 

etapa de transporte ligando-se a novos conjugados contendo ácido fólico 

(MOHANTY e col., 2011). 

Fazendo uma abordagem mais abrangente, esse e outros agentes de 

vetorização podem ser classificados em linhas gerais como proteínas 

(principalmente anticorpos e seus fragmentos), ácidos nucleicos ou outros ligantes 

para receptores (peptídeos, vitaminas e carboidratos) (PEER e col. 2007). 

No caso da vitamina ácido fólico, há a vantagem de ter menor peso molecular 

e menor imunogenicidade que os anticorpos. Entretanto, por estar presente na dieta, 

possui naturalmente altas concentrações no corpo humano (WANG e col., 2008). 

Infelizmente, muitos dos receptores úteis para direcionamento tumoral são 

frequentemente encontrados em grande variedade de tipos celulares. Isso ocorre 

com os receptores para ácido fólico, fator de crescimento epidermal e lipoproteínas. 

Porém, alguns desses receptores parecem ser parcialmente tumor-específicos, por 

exemplo, os receptores folato são altamente superexpressos na superfície de vários 

cânceres, incluindo ovariano, cerebral, renal, mamário e pulmonar, de endométrio e 

células mielóides de origem hematopoética. Por essa razão, muitas nanopartículas 

com alta afinidade pelos receptores folato estão atualmente em desenvolvimento 

(KANG e col., 2013; WANG e col., 2013). 

Como o ácido fólico é uma vitamina essencial para a biossíntese de bases 

nucleotídicas, consumido em grandes quantidades por células em proliferação, o 

receptor folato é superexpresso em muitos tipos de câncer, particularmente no 

carcinoma ovariano. Além disso, a densidade do receptor folato aumenta à medida 

que o grau do câncer piora, enquanto o acesso aos receptores folato em tecidos 

normais que o expressam permanece limitado (PEER e col. 2007; TOMASINA e col., 

2013). 

Alguns exemplos de vetorização ativa podem ser tomados da literatura para 

demonstrar a eficiência dessa estratégia em ensaios in vitro e in vivo. Lipossomas 

carregados com paclitaxel e direcionados ao receptor folato obtiveram IC50 menor 

do que partículas não-vetorizadas em teste in vitro realizado com a linhagem celular 

de carcinoma oral KB, com alta expressão de receptor folato (WU e col., 2006). Em 

outra pesquisa envolvendo lipossomas carregados com doxorubicina, houve 

resultados promissores também in vivo, apontando para o direcionamento mais 

eficiente do fármaco ocasionado pela presença do ácido fólico na superfície da 
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partícula (PAN e col., 2003). Nanopartículas lipídicas vetorizadas para o receptor 

folato contendo um pró-fármaco de paclitaxel mostraram citotoxicidade melhorada 

contra células tumorais in vitro, e elevada atividade antitumoral em modelo de 

carcinoma de pulmão em ratos (STEVENS e col., 2004). 

Podem ser citadas ainda duas outras maneiras diferentes de direcionar 

fármacos para células específicas, uma compreendendo um fator de crescimento 

(EGF) e outra compreendendo um nutriente (ferro). Lipossomas biofuncionalizados 

direcionados ao EGFR (receptor para o fator de crescimento epidermal) também 

carregados com doxorubicina causaram citotoxicidade diferenciada em linhagem 

celular de câncer de mama que superexpressa o receptor (HWANG e col., 2010). No 

segundo caso, há o seguinte exemplo: a conjugação de nanopartículas à transferrina 

resultou em aumento da captura por linhagem celular in vitro, da retenção 

intracelular do paclitaxel e do efeito antiproliferativo em células MCF7 (SAHOO e 

LABHASETWAR, 2005). A transferrina é uma glicoproteína transportadora ligada ao 

ferro, um nutriente vital para os organismos vivos que é capturado pelas células por 

endocitose mediada por receptor (QIAN e col., 2002). Esses são alguns dos 

exemplos mais comuns de ligantes utilizados em nanotecnologia objetivando o 

reconhecimento de biomarcadores, para que seja atingida maior especificidade de 

entrega intracelular de fármacos e haja menor toxicidade: ácido fólico, fator de 

crescimento epidermal e transferrina (XU e col., 2012). 

  

2.4 TERAPIA DO CÂNCER 

O câncer é uma causa importante de mortalidade, comum em todas as partes 

do globo (mais de dez milhões de pessoas são diagnosticadas com a doença 

anualmente), e caracteriza-se pelo surgimento de células anormais que proliferam e 

se espalham de forma descontrolada. Inicialmente os cânceres começam como 

doenças localizadas, mas possuem a tendência de se espalhar para sítios distantes 

do tumor (metástase). É importante salientar que o câncer é passível de prevenção 

e frequentemente curável em países de alta renda, mas pode significar uma 

sentença de morte em muitos países de baixa e média renda. O diagnóstico em 

estágio inicial, antes que as células tumorais causem metástase, pode proporcionar 

ao paciente a possibilidade de recuperação plena (BHARALI e MOUSA, 2010; 

MISRA e col., 2010; SLOAN e GELBAND, 2007; WHO, 2005). 
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O envelhecimento rápido das populações é um importante fator para as 

tendências globais de câncer, assim como a dieta, o tabagismo, outras substâncias 

de abuso, e agentes infecciosos. Além desses aspectos relacionados ao estilo de 

vida, outras possíveis causas são fatores biológicos ou genéticos e fatores 

ocupacionais (ADAMI e col., 2001; KANAVOS, 2006; PARKIN e col., 2001). 

Os tipos de câncer variam ao redor do mundo de acordo com o ambiente, a 

geografia e o padrão de vida. O cigarro tornou o câncer de pulmão o mais comum no 

mundo. Os cânceres de fígado e estômago e a maioria dos casos de câncer de colo 

do útero são causados por agentes infecciosos: a bactéria Helicobacter pylori, os 

vírus da hepatite B e C e o HPV, respectivamente (MISRA e col., 2010; SLOAN e 

GELBAND, 2007). 

Diversos estudos mostram a relação do câncer de mama com os fatores de 

risco tabagismo, uso de hormônios pós-menopausa, menarca precoce, idade tardia 

da primeira gravidez e menopausa tardia. Tudo isso reflete o padrão hormonal com 

exposição a altos níveis de estrógenos endógenos, em particular o estradiol. Os 

possíveis efeitos de contraceptivos orais provocam muita preocupação, 

principalmente as combinações de progesteronas e estrógenos. Também podem ter 

influência no surgimento da doença a dieta, a falta de atividade física e o ganho de 

peso (ADAMI e col., 2001; COLDITZ, 2005; PARKIN e col., 2001). 

O câncer de mama pode inclusive acometer mulheres em idade jovem, 

resultando em perda da qualidade de vida. O risco aumenta com a idade, mas a taxa 

de aumento é reduzida aproximadamente aos 50 anos. A razão para isso é o início 

da menopausa, com o ambiente hormonal bastante diferente, caracterizado pela 

diminuição dos níveis de estrógenos. É importante considerar que existe variação 

entre diferentes populações, de país para país (HORTOBAGYI e col., 2005; PARKIN 

e col., 2001). 

O câncer de próstata, por sua vez, é um problema de saúde pública 

emergente. É uma doença de idosos, pois mais de três quartos dos casos ocorrem 

em homens com mais de 65 anos. Apesar de ser comum em todo o mundo, não se 

caracteriza por alta mortalidade, o que significa que muitos homens convivem muito 

tempo com a doença após o diagnóstico de câncer de próstata (PARKIN e col., 

2001; QUINN e BABB, 2002). 

O desenvolvimento do câncer de próstata requer a presença de hormônios 

masculinos e há o possível papel do metabolismo andrógeno endógeno. As 
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variações inter-étnicas em incidência e mortalidade sugerem que há determinantes 

genéticos importantes e que a prevalência de genes relevantes difere entre as 

populações (PARKIN e col., 2001). Tratamentos comuns incluem monitoramento, 

cirurgia para remover a próstata, radioterapia e privação de andrógenos. Ainda é 

bastante relevante a ocorrência de castração em virtude da resistência do câncer de 

próstata. Todos os tratamentos causam efeitos adversos (urinários, intestinais e 

sexuais) que ocorrem logo após a terapia, com variações em relação à frequência, 

duração e severidade (DELIE e col., 2012; WILT e col., 2008). 

A cirurgia foi a primeira forma de tratamento dos vários tipos de câncer e 

continua sendo uma alternativa importante. Hoje, para tumores sólidos, a sobrevida 

é normalmente dependente da remoção cirúrgica do tumor primário (e uma parte do 

tecido normal) e dos linfonodos regionais, frequentemente em combinação com 

outras modalidades de tratamento. A radioterapia refere-se à aplicação de radiação 

ionizante (raios X e gama, ou partículas radioativas). Pode aliviar sintomas em 

pacientes com câncer incurável, sendo usada isoladamente, em conjunto com 

cirurgia, quimioterapia ou ambas. O tratamento quimioterápico em combinação 

frequentemente inclui três ou quatro fármacos, dados em esquema que pode durar 

meses. Outras modalidades emergentes de tratamento são a imunoterapia, a 

fototerapia, além das terapias térmica e gênica. Embora essas alternativas de 

tratamento tenham conseguido muitos avanços, a terapia do câncer ainda está longe 

do ideal (MI e col., 2012; MOHANTY e col., 2011; SLOAN e GELBAND, 2007). 

O uso clínico da maioria dos quimioterápicos convencionais é problemático e 

limitado devido à liberação inadequada de concentrações terapêuticas do fármaco 

no tecido tumoral alvo ou devido aos efeitos tóxicos severos em órgãos saudáveis 

(ANDRESEN e col., 2005; BROZ e col., 2005; CHANG e col., 2009; MASSING e 

FUXIUS, 2000). As razões para isso compreendem uma série de problemas 

farmacocinéticos, além da resistência ao tratamento. 

A resistência a fármacos é um dos maiores obstáculos que limitam a eficácia 

terapêutica de agentes quimioterápicos. Na clínica, ela é definida como a falta de 

redução do tamanho do tumor ou a reincidência após resposta positiva inicial ao 

tratamento. Pode ser causada por barreiras fisiológicas (mecanismos não-celulares) 

ou alterações bioquímicas das células tumorais (mecanismos celulares). Dentre os 

mecanismos não-celulares, pode-se citar o exemplo do ambiente ácido em tumores, 

que resulta em resistência a fármacos básicos através da neutralização. Há também 
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a diferença entre a alta pressão intersticial e a baixa pressão microvascular, que 

pode impedir o extravasamento de fármacos. Dentre os mecanismos celulares, 

podem ser citados a atividade alterada de sistemas enzimáticos específicos (por 

exemplo, atividade de topoisomerase), a regulação alterada da apoptose e o 

aumento do efluxo em células malignas. Entre esses mecanismos, mudanças na 

bomba de efluxo de fármacos são as mais conhecidas e investigadas. A 

glicoproteína-P (Pgp) é uma glicoproteína transmembrana de 170 kD que funciona 

como bomba de efluxo para remover fármacos para fora das células, reduzindo sua 

concentração intracelular. A bomba Pgp geralmente reconhece os fármacos 

substrato e os bombeia para fora da célula assim que atravessam a membrana 

plasmática (WANG e col., 2008).  

Como nem todas as células tumorais expressam transportadores que 

desempenham a função de bomba de efluxo, a quimioterapia elimina apenas as 

células sensíveis que apresentam pouca ou nenhuma expressão de transportadores, 

restando uma pequena população de células resistentes ao(s) fármaco(s) com alta 

expressão de transportadores. Com a recorrência do tumor, a quimioterapia pode 

falhar por causa das células resistentes residuais que dominam a população tumoral 

(PEER e col., 2007). 

Infelizmente, os problemas mencionados não compreendem apenas 

quimioterápicos já em uso, mas também novos e promissores compostos citostáticos 

que por essas razões não chegarão à prática clínica. Isso é uma perda dramática 

para os pacientes com câncer e também para a indústria farmacêutica (MASSING e 

FUXIUS, 2000). 

Assim, um dos mais importantes objetivos do tratamento do câncer é liberar 

quantidades suficientes de um fármaco em tumores de forma vetorizada, enquanto o 

dano a outros tecidos é minimizado. Além disso, é essencial superar os mecanismos 

de resistência a fármacos desenvolvidos pelas células tumorais na tentativa de 

garantir sua sobrevivência (CHANG e col., 2009; WANG e col., 2008). O esboço 

dessas ideias surgiu ainda no século passado, quando o pesquisador Paul Ehrlich 

criou o conceito “magic bullet” (algo como “projétil mágico”), que deve consistir em 

um sistema com uma parte que reconhece e se liga ao alvo terapêutico e uma 

segunda parte que exerce o efeito desejado nesse alvo (KOSHKARYEV e col., 

2013). A encapsulação em nanopartículas, por atingir esses objetivos, é uma 

estratégia racional, que otimiza a terapia com taxanos, por exemplo. As vantagens 
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atingidas em relação ao fármaco livre resultam em aumento do índice terapêutico, 

que leva em consideração a diminuição da toxicidade, mais notadamente a redução 

de efeitos colaterais (ALLEN e CULLIS, 2013; PARK e col., 2004). 

Ainda na década de 90 do século XX, Sharma e Sharma (1997) apontaram 

para essa dificuldade na formulação dos quimioterápicos, cuja baixa solubilidade em 

água pode causar a necessidade da elaboração de formulações que empregam 

tensoativos ou cossolventes orgânicos tóxicos. Isso leva à necessidade do 

desenvolvimento de novos sistemas de liberação, isentos desse tipo de veículo 

tóxico. 

A pesquisa em sistemas de liberação de fármacos ocasionou o 

desenvolvimento de lipossomas de longa circulação que se acumulam no tecido 

tumoral. Para que isso aconteça, quatro requisitos básicos precisam ser atendidos: 

(i) circulação sanguínea prolongada, (ii) alta carga de fármaco nas partículas, (iii) 

tamanho pequeno o suficiente para que os lipossomas extravasem durante sua 

passagem através dos vasos altamente permeáveis dos tumores, (iv) liberação 

controlada do fármaco e absorção pelas células tumorais com perfil de liberação 

compatível à farmacodinâmica do princípio ativo (ANDRESEN e col., 2005; 

GABIZON e col., 1998). 

Além das grandes vantagens e possibilidades oferecidas pelas nanopartículas 

no sentido de tratar o câncer, observa-se ainda que há crescente interesse na 

associação entre agentes citotóxicos e antiangiogênicos, através da coencapsulação 

de fármacos em um mesmo sistema de liberação. Essa combinação pode permitir, 

como foi mencionado, reversão da reincidência tumoral e diminuição de efeitos 

colaterais. Além dessas vantagens, torna-se facilitado o controle das propriedades 

farmacocinéticas dos princípios ativos contidos em um único sistema em 

comparação com as formulações em que os fármacos são veiculados de forma 

individualizada, conforme tem sido feito nas terapias convencionais. 

Nesse contexto, a utilização de sistemas nanocarreadores com superfície 

modificada capazes de ser especificamente reconhecidos, particularmente por 

células tumorais, torna-se interessante. Através dessa estratégia, a internalização de 

fármacos nas células-alvo pode ser significativamente aumentada. A nanoestrutura 

desenvolvida terá a estrutura representada na Figura 8.  

 



 

Figura 8. Lipossomas multifuncionais de longa circulação,
ao receptor folato. Legenda: DSPE
fosfatidiletanolamina-polietileneglicol
 

 
Assim, neste trabalho foi planejado o desenvolvimento de lipossomas sítio 

específicos, decorados com o ligante ácido fólico, 

coencapsulados, com vistas à aplicação terapêutica em 

que superexpressam o receptor específico para endocitose dessa vitamina.

 

multifuncionais de longa circulação, carregados com Imatinibe e Paclitaxel e direcionados 
ao receptor folato. Legenda: DSPE-PEG: Disteroil fosfatidiletanolamina-polietileneglicol

neglicol-ácido fólico. Fonte: o autor. 

Assim, neste trabalho foi planejado o desenvolvimento de lipossomas sítio 

específicos, decorados com o ligante ácido fólico, contendo imatinibe e paclitaxel 

com vistas à aplicação terapêutica em casos de tumores sólidos 

que superexpressam o receptor específico para endocitose dessa vitamina.
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carregados com Imatinibe e Paclitaxel e direcionados 
polietileneglicol, DSPE-PEG-FA: Disteroil 

 

Assim, neste trabalho foi planejado o desenvolvimento de lipossomas sítio 

contendo imatinibe e paclitaxel 

casos de tumores sólidos 

que superexpressam o receptor específico para endocitose dessa vitamina. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Preparar lipossomas peguilados alvo-específicos decorados com ácido fólico, 

direcionados ao receptor de superfície celular folato, contendo imatinibe e paclitaxel 

isoladamente ou coencapsulados e avaliar a atividade antiproliferativa e a expressão 

de VEGF em células tumorais de câncer de mama e câncer de próstata com alta 

expressão de receptores folato após a exposição in vitro aos nanossistemas 

desenvolvidos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

� Preparar e caracterizar lipossomas convencionais e peguilados brancos e 

contendo imatinibe ou paclitaxel ou ambos coencapsulados; 

� Desenvolver e validar método analítico para quantificação simultânea dos 

dois fármacos em questão; 

� Estudar a estabilidade das formulações obtidas; 

� Avaliar o processo de liofilização para os lipossomas utilizando manitol, 

sacarose ou trealose como crioprotetor; 

� Desenvolver um método de síntese da âncora ligada ao ácido fólico para 

vetorização DSPE-PEG(2000)-AF e caracterizar o produto obtido; 

� Preparar e caracterizar lipossomas alvo-específicos; 

� Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro em células de câncer de mama 

(MCF7) e câncer de próstata (PC3) com alta expressão de receptores folato; 

� Investigar a expressão do gene que codifica a produção de VEGF através da 

técnica de reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) in vitro, nas linhagens 

MCF7 e PC3, após incubação com as formulações desenvolvidas. 
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6 CONCLUSÕES 

� O procedimento de síntese da âncora lipídica com ácido fólico ligado à 

sua extremidade foi bem sucedido. Isso pôde ser comprovado por ensaio de 

identificação (FT-IR), por ressonância magnética nuclear (RMN 1H) e por 

Espectrometria de massas com ionização de eletrospray (IES-EM); 

� Foram desenvolvidos lipossomas com diâmetro médio próximo de 100 

nm e baixo índice de polidispersão, com imatinibe e paclitaxel coencapsulados 

nas razões molares 1:26 e 1:27, respectivamente. A peguilação e a adição da 

âncora lipídica não alteraram as características de tamanho ou %EE das 

nanoestruturas; 

� Os lipossomas peguilados mantiveram-se estáveis quando 

armazenados por até 30 dias sob temperatura 4°C, com pouca variação em sua 

distribuição de tamanho e vazamento de ambos os fármacos inferior a 5%; 

� A liofilização das formulações utilizando o açúcar trealose permitiu a 

obtenção de características adequadas em termos de distribuição de tamanho 

após ressuspensão do pó liofilizado, o que não foi conseguido com os 

crioprotetores sacarose e manitol; 

� Na linhagem celular de câncer de mama MCF7, o paclitaxel 

encapsulado em lipossomas é mais citotóxico que o paclitaxel livre. Além disso, 

os lipossomas vetorizados contendo IB e PTX coencapsulados são mais 

citotóxicos que o FLP em todas as condições testadas (p<0,001). A formulação 

LPV IP reduziu mais a viabilidade celular em todas as concentrações no tempo 

24h em comparação com a não-vetorizada LPIP (p<0,05); 

� Na linhagem celular de câncer de próstata PC3, a viabilidade celular foi 

marcadamente reduzida após a exposição aos lipossomas decorados com ácido 

fólico contendo IB e PTX, especificamente nas maiores concentrações testadas, 

1 e 10 µg/mL, em comparação com a formulação não-vetorizada LPIP, tanto em 

24h como em 48h (p<0,01); 

� A expressão gênica do VEGF diminuiu nas linhages MCF7 e PC3 após 

a exposição à formulação lipossomal contendo os fármacos IB e PTX 

coencapsulados, e foi menor ainda quando as células foram expostas a 

vesículas vetorizadas. Também nesse ensaio houve diferença (p<0,05) entre as 

formas vetorizada e não-vetorizada (LPIP) em ambas as linhagens; 
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� Levando em consideração os resultados dos testes in vitro, percebe-se 

que a estratégia de biorreconhecimento aqui empregada, que compreende o 

desenvolvimento de lipossomas direcionados ao receptor folato, superexpresso 

nas linhagens tumorais MCF7 e PC3, aumenta o efeito citotóxico da combinação 

IB + PTX coencapsulados em lipossomas contendo âncora lipídica ligada ao 

ácido fólico e acentua a redução da expressão gênica do fator pró-angiogênico 

VEGF em ambas as linhagens em comparação com a mesma formulação 

lipossomal não-vetorizada. 

� Apresenta-se, diante do que já foi verificado através dos ensaios in 

vitro, perspectiva interessante no sentido da aplicação dos nanossitemas 

desenvolvidos para a criação de novos protocolos in vivo compreendendo o 

tratamento de tumores que reconhecidamente superexpressem o receptor folato. 

Isso serviria para verificar a eficácia dos referidos lipossomas em modelos in 

vivo. 
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ANEXO 1 - Curvas de padronização dos genes β-actina, TBP e VEGF 

Curva de padronização do gene β-actina  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curva de padronização do gene TBP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R2 = 0,9958 

Eficiência da Reação = 0,9215 

CT = -3.525 

R2 = 0.98963 

Eficiência da Reação = 1,0 

CT = -3.30764 
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Curva de padronização do gene VEGF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R2 = 0.9954 

Eficiência da Reação = 0,9941 

CT = -3.336 
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ANEXO 2 - Quantificação dos genes endógenos β-actina (MCF7) e TBP (PC3) e 
do gene VEGF (MCF7 e PC3) 

 

Quantificação de β-actina (gene endógeno, MCF7) 
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Quantificação do VEGF (amostra MCF7) 
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Quantificação do VEGF (amostra PC3) 
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