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RESUMO. Lipossomas (LP) sdo sistemas coloidais capazes de compartimentalizar farmacos com o objeti-
vo de melhorar a atividade biolégica, diminuir a toxicidade potencial e obter efeito prolongado. Nesse tra-
balho foi discutido o papel de varios tipos de lipossomas em encapsular moléculas capazes de provocar al-
guma resposta imunologica (farmacos, antigenos, DNA). O efeito do tipo dos lipossomas e aspectos sobre a
formacio dos mesmos também foram discutidos. Parametros que interferem na liberacio dos farmacos a
partir da estrutura dos lipossomas foram analisados. A verificacao detalhada da literatura mostrou que,
dependendo da polaridade das moléculas e da carga superficial das estruturas dos lipossomas o sistema
pode ser usado eficientemente para aperfeicoar o efeito terapéutico por meio do controle da velocidade ou
do mecanismo de liberacdo de firmacos e substincias imunogénicas.

SUMMARY. “Biotechnological Strategies for Controlled Delivery of Antigens and Vaccines Adjuvant Through
Liposomes”. Liposomes (LP) are colloidal systems with ability to compartmentalize therapeutic molecules in or-
der to improve biological activity, decreases the potential toxicity, and to obtain prolonged effect. In this work it
was discussed the role of the various liposomes types to encapsulate drug molecules able to provoke some im-
munological response (drugs, antigens and DNA). The effect of the liposomes and the parameters about the for-
mation of the structures are also analyzed. Detailed literature review shows that, depending on the molecules po-
larity and the superficial charge of the liposome structures, the system may be efficiently used to optimize the

therapeutic effects by means of the release control or through a drug delivery mechanism.

INTRODUCAO

A resposta imunolégica ¢ um dos mais im-
portantes mecanismos adaptativos do organis-
mo, pois permite a sobrevivéncia em ambientes
adversos. A reacao do organismo contra os anti-
genos se processa em duas frentes: a imunidade
humoral, mediada por anticorpos; e a imunida-
de celular, mediada por células.

A interacao antigeno-anticorpo ocorre em Si-
tios especificos localizados na molécula do anti-
geno, denominados determinantes antigénicos
ou epitopos. A natureza dessa interacio depen-
de da degradabilidade, complexidade, tamanho,
acessibilidade e configuracio espacial da molé-
cula. Em geral, os antigenos possuem elevada
massa molecular (> 10 kDa), porém ha compos-
tos chamados haptenos, de baixo peso molecu-

lar que, combinados com proteinas transporta-
doras, desencadeiam uma resposta imune .

O organismo possui barreiras naturais, ines-
pecificas, como a da pele (queratina, lipidios e
acidos graxos), a saliva, o acido cloridrico do
estbmago, o pH da vagina, a cera do ouvido ex-
terno, secrecdes das mucosas e do trato respira-
torio, cilios do epitélio respiratorio, peristaltis-
mo, flora normal, entre outros 2. Se estas barrei-
ras falharem, o sistema imunolégico é, entdo,
ativado. Nos tecidos, existem células que libe-
ram substancias vasoativas capazes de induzir a
inflamacao, cujo conjunto de alteracoes que tem
como sintomas principais a hiperemia, inchaco,
aumento da temperatura local e dor. Essas
substincias atraem células de defesa, como neu-
trofilos e macréfagos, para a area afetada. A va-
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sodilatacao aumenta a temperatura local, esti-
mulando a migracio de células de defesa. Algu-
mas das substancias liberadas no local da infla-
maciao podem alcancar o centro termorregula-
dor localizado no hipotalamo, originando a fe-
bre. Por diapedese, neutrdfilos e mondcitos siao
atraidos até o local da inflamacgido, passando a
fagocitar os agentes invasores. A diapedese e a
fagocitose fazem dos neutroéfilos a linha de defe-
sa do organismo no combate as infeccoes 2. A
inflamacao determina o acimulo de fibrina, que
envolve o agente invasor 2. Caso essa resposta
inflamatéria nao seja eficaz, o sistema imunolo-
gico passa a depender de mecanismos mais es-
pecificos e sofisticados, dos quais tomam parte
varios tipos de células, sendo chamado de res-
posta imune especifica 3.

A resposta imune especifica, como a pro-
ducio de anticorpos contra determinado agente
infeccioso, € conhecida como resposta imune
adaptativa humoral e celular. A resposta imune
celular é realizada pelos linfécitos T e consiste
na destruicao de células que apresentam molé-
culas estranhas em sua superficie, incluindo
bactérias, células tumorais e células infectadas
por virus 3. A resposta imune humoral depende
de glicoproteinas circulantes (imunoglobulinas -
Ig) e de outras substincias chamadas anticorpos.
Estas moléculas neutralizam substincias estran-
has e auxiliam na destruicio de células invaso-
ras. Os linfécitos B participam deste tipo de res-
posta, produzindo as imunoglobulinas. Ambas as
respostas podem ocorrer juntas. Tanto o linfécito
T como o B sido originados a partir de células-
tronco hematopoiéticas, que se diferenciam em
linfécitos. Em seguida, os linfécitos formados
passam por diferenciacao, sendo que os linfoci-
tos T completam a sua matura¢ao no timo, sen-
do responsaveis pela imunidade celular, e os lin-
focitos B, destinados a produzir anticorpos, sio
responsdveis pela imunidade humoral 4.

Na resposta humoral, o antigeno é apresen-
tado aos linfocitos T auxiliares e estes induzem
a ativacao dos linfécitos B, que se transformam
em plasmdcitos, passando a secretar anticorpos
especificos para o antigeno (imunoglobulinas).
Estes anticorpos reconhecem e opsonizam o an-
tigeno, que entdo é reconhecido e fagocitado
pelos macréfagos ou PMN (neutrdfilos polimor-
fonucleares). Neste tipo de resposta, a apresen-
tacdo do antigeno aos linfocitos dispensa a pre-
senca das células apresentadoras de antigenos
(APCs) 5.

Na imunidade celular, a inducao de uma res-
posta contra um antigeno protéico envolve a in-
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teracao do antigeno com as APCs, que degra-
dam parcialmente o antigeno. Baseada nas inte-
racoes entre os diferentes tipos de moléculas
(classe T ou II) do complexo principal de histo-
compatibilidade (MHC) e as APCs, os antigenos
protéicos podem ser processados e apresenta-
dos pelas classes I ou II do MHC. Estas molécu-
las das classes I e II sio proteinas de membrana
altamente polimorficas, que se ligam e transpor-
tam fragmentos de peptideos ou proteinas intei-
ras para a superficie das APCs. O complexo
MHC-peptideo interage com os linfécitos T
CD8* ou CD4*. As proteinas enddgenas da célu-
la sio apresentadas via classe I do MHC en-
quanto que os antigenos exégenos nio podem
ser apresentados por esta classe por nao conse-
guirem atingir o citosol celular. Assim sendo, a
maioria dos antigenos soltveis, por serem pro-
cessados e apresentados pelas moléculas de
classe II do MHC, desencadeiam resposta imu-
nolégica muito ruim de linfocitos T citotéxicos
restritos ao complexo maior de histocompatibili-
dade (MHC) classe I, a menos que eles sejam
introduzidos artificialmente no citoplasma atra-
vés da associacdo covalente ou nao-covalente
com carreadores lipidicos, conjugados com esfe-
ras de latex ou encapsulados em lipossomas 5.

O sucesso dos lipossomas como vetores
imunoloégicos foi primeiramente atribuido a sua
capacidade de seqlestrar antigenos e libera-los
lentamente. Os lipossomas também se asseme-
lham as estruturas que o sistema imunolégico
modifica para proteger-se contra virus, bactéria
e outros microrganismos. A eficiéncia da vaci-
nag¢ido com lipossomas também depende da sua
semelhanca, promovendo a interacao das APCs
e a conversiao do antigeno lipossomal em estru-
turas que estimulem os linfocitos T. Além disso,
a incorporacao de agentes imunogénicos na su-
perficie dos lipossomas permite uma inducido
mais intensa das respostas CTL (linfécitos T cito-
toxicos) ©.

Os macrofagos sao as principais APCs res-
ponsaveis pelo processamento e apresentacio
de particulas de antigeno, incluindo os antige-
nos lipossomais. As células dendriticas também
estdo envolvidas na inducao das respostas CTL
pelos antigenos encapsulados em lipossomas.

Com o avan¢o da biologia molecular e dos
estudos da terapia génica, as pesquisas envol-
vendo a utilizacio dos lipossomas como carrea-
dores de antigenos foram intensificadas 78. Com
o mapeamento do genoma humano, aproxima-
damente 10.000 fendtipos variantes jd sio con-
hecidos, e a maioria destes sio desencadeado-



res de doencas incuraveis. Diante disso, a apli-
cacdo clinica da terapia génica pode tornar-se
uma ferramenta estratégica no processo de cura
das desordens de origem genética. A terapia gé-
nica pode ser definida como sendo um procedi-
mento terapéutico em que seqliéncias nucleoti-
dicas sao introduzidas ou modificadas em célu-
las ou tecidos humanos. Geralmente estas se-
quéncias nucleotidicas introduzidas sao molécu-
las de cDNA de genes normais que irdo repor a
funcionalidade de genes correspondentes que
se encontram alterados nas células ou tecidos
submetidos ao tratamento 9. Virios experimen-
tos baseados na tecnologia da transferéncia gé-
nica ja estdo sendo realizados com a aplicacdo
de vacinas de imunizacio génica 0. A imuni-
zacdo génica mimetiza uma infecciao natural do
organismo, com a apresentacao antigénica via
moléculas do MHC das classes I e II, com ati-
vacio dos linfocitos T CD4+, CD8+ e producio
de anticorpos 1112,

Dentre as desordens investigadas estao a de-
ficiéncia da desaminase da adenosina, fibrose
cistica, hemofilia, doenca de Gaucher entre ou-
tras. Estudos pré-clinicos envolvendo a terapia
génica no combate as doencas autoimunes 13,
alergias 14 e na regeneracio de tecidos e de
transplantes celulares 1516 tém sido descritos. A
tecnologia de transferéncia génica ja € utilizada
no estudo e na producao de vacinas contra va-
rias doencas infecciosas, tais como a AIDS, ma-
laria 1718 esquistossomose, leishmaniose, tuber-
culose 12, hepatite A, B e C V9, influenza, Yersi
nia pestis, La crosse e ebola 20.

Para que a terapia génica tenha sucesso, €
necessario que a introduc¢ido do gene reparador
produza uma proteina “terapéutica” que corrija
a alteracio no tempo estimado, na concentracao
e local corretos. Os vetores virais utilizados na
transferéncia génica sao primeiramente inativa-
dos quanto a sua capacidade de replicacao,
conservando apenas a sua capacidade de in-
feccio, mas mesmo assim, podendo provocar
efeitos indesejaveis como a ativacao oncogénica
por mutagénese de insercao, levando a doencas
auto-imunes e cancer. Além disso, os virus siao
incapazes de abrigar moléculas grandes de DNA
exogeno (plasmideos contendo gene terapéuti-
co ou fragmentos de DNA).

Os lipossomas tém sido uma alternativa para
o transporte destas moléculas grandes. Este sis-
tema permite, por exemplo, aplicar a estratégia
do RNA-antisense que promove uma ‘down-re
gulation” ou mesmo a supressio de certos ge-
nes “doentes” 2. Entretanto, a eficiéncia da
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transferéncia génica quando se utiliza os lipos-
somas € menor se comparada com a transferén-
cia génica obtida pelos vetores virais, dai a ne-
cessidade das modificacdes na estrutura dos li-
possomas com o intuito de aperfeicoar a trans-
feréncia génica.

LIPOSSOMAS

Substancias farmacologicamente ativas, como
por exemplo, farmacos, antigenos e DNA quan-
do veiculadas em formas farmacéuticas conven-
cionais, geralmente nao conseguem atingir con-
centracao apreciavel no tecido alvo no organis-
mo, porque entre o local de aplicagiao e as célu-
las se interpdem uma série de barreiras fisicas,
quimicas e biologicas que sempre contraria a
obtencao do efeito desejado, na maioria das ve-
zes sendo o reflexo da dificuldade dessas
substincias em transpor essas barreiras. Assim,
os genes, proteinas e antigenos nio conseguem
ser reconhecidos de maneira efetiva e se ligar a
célula alvo diminuindo a resposta imune fazen-
do dessas substiancias ideais candidatas para a
tecnologia de direcionamento 22.23,

Vacinas e oligonucleotideos “antisense” tém
sido encapsulados em lipossomas (Fig. 1) na
tentativa de direcionar o firmaco para o cito-
plasma e nucleo das células alvo. O uso dos li-
possomas com essa finalidade foi dificultado,
inicialmente, pelo fato de que os lipossomas sao
rapidamente removidos da corrente circulatoria
e intensamente capturados no figado pelos ma-
crofagos 24.25. No final dos anos 1980 e inicio de
90, foi amplamente demonstrando que a pre-
senca de ligantes na superficie dos lipossomas,
como cadeias polioxietileno, diminufa parcial-
mente a remog¢do dos lipossomas, prevenindo a
captura no figado e no baco, quando eles eram
injetados via endovenosa 2+27. A remocdo des-
ses lipossomas da corrente circulatoria depende
do tamanho, carga de superficie e estabilidade.
Em geral, os lipossomas grandes nao modifica-
dos sao removidos mais rapidamente que os li-
possomas pequenos, neutros ou positivamente
carregados.

A captura reduzida desses lipossomas, estéri-
camente impedidos, contendo cadeias de polie-
tilenoglicol na superficie, ¢ devido a reducdo da
opsonizacao das estruturas pelas proteinas plas-
maticas, tornando possivel que eles escapem do
reconhecimento pelo figado e pelo baco 2830, o
que proporciona maior tempo de circulacao.
Além disso, a reduzida agregacio desses lipos-
somas no sangue também € responsdvel pelo
aumento do tempo de circulacao 3032, Liposso-
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Figura 1. Lipossoma convencional.

mas estéricamente impedidos ou lipossomas fur-
tivos possuem cerca de 100 nm de didmetro e
quando administrados por via endovenosa sao
direcionados passivamente para o citoplasma
das células alvo 3932 no interior do espaco extra-
celular.

Os imunolipossomas aumentam o acumulo
de farmacos nos tecidos e 6rgdo alvos. Uma vez
que esses lipossomas apresentam em sua super-
ficie marcadores que aumentam capacidade de
reconhecimento e ligacio das estruturas com as
células de interesse. Imunoglobulinas (Ig) das
classes da IgG sao amplamente utilizadas para o
direcionamento de firmacos imunoativos visto
que as mesmas nao afetam a integridade do li-
possoma ou as propriedades dos anticorpos. Os
anticorpos podem se ligar na superficie do li-
possoma por ligacio covalente ou por incorpo-
racio do tipo hidrofébica na bicamada lipidica,
obtendo-se assim o controle de liberagcao 23-25,

A literatura mostra que os lipossomas catio-
nicos sao os mais utilizados em imunologia,
constituindo o método fisico mais freqiente-
mente utilizado de transferéncia genética. Geral-
mente a estrutura envolve um composto anfifili-
co positivamente carregado como, por exemplo,
cloreto de [2,3-bis (oleoil) propil] trimetilamonio
(DOTMA); 2,3-dioleoyloxy-N-[(sperminecarbo-
xamino)etil]-N,N dimetil-1- propanaminium
(DOSPA); ou o cloreto de N-(hidroxietil) N-dite-
tradeciloxipropanol) NN - dimetilaménio (DM-
RIE) associados a um lipidio auxiliar formalmen-
te neutro, sendo o dioleoilfosfatidiletanolamina
(DOPE) o mais comumente utilizado. Os lipi-
dios catidnicos interagem eletrostaticamente
com a molécula aniénica do DNA, promovendo
a encapsulacio do 4dcido nucleico. Os liposso-
mas assim produzidos possuem um amplo es-
pectro de infectividade celular 3436,

622

O complexo DNA-lipossoma, com carga ex-
terna positiva, liga-se mais facilmente a superfi-
cie celular com carga negativa por efeito eletros-
tatico e € interiorizado em um endossoma. In-
tracelularmente, o endossoma é desestabilizado
pelo fato dos lipossomas liberarem DNA para
fins de transcricao (Fig. 2). As vantagens da uti-
lizacao de lipossomas na terapia genética sao a
relativa simplicidade da tecnologia, a capacida-
de de submeter a transfec¢do a uma ampla va-
riedade de células tumorais in vitro, e o baixo
potencial de reacdes imunoldgicas e de conta-
minacao do virus auxiliador. Entre as desvanta-
gens, encontra-se a eficiéncia de transfeccao va-
riavel, toxicidade direta dos lipossomas sobre as
células alvo e baixa eficiéncia de transfeccao 37.
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Figura 2. Os complexos formados entre lipides ou
fosfolipides e DNA constituem lipossomas 37.

Importantes abordagens na transferéncia ge-
nética mediada por lipossomas em estudos so-
bre terapia genética contra o cancer. Os liposso-
mas foram testados na transferéncia de genes da
citocina para células tumorais i vitro como te-
rapia com vacina de tumor geneticamente modi-
ficado contra o melanoma metastatico 3839, Tam-
bém foram utilizados para transferir o gene
HLA-B7 para nodulos tumorais de melanoma in
vivo através da injecio direta de DNA comple-
xado com lipossomas. A transferéncia, mediada
por lipossomas, do gene IL-2 para células tumo-
rais in vitro com o objetivo de desenvolver uma
vacina de células tumorais geneticamente modi-
ficadas prolonga a sobrevida num modelo de
camundongo de cancer de bexiga 39. A literatura
relata, também, a transferéncia, mediada por li-
possomas, de genes supressores de tumores pa-
ra o epitélio de células de transicio de camun-
dongos. Entretanto, a eficacia da transferéncia
genética foi baixa e variavel, possivelmente de-
vido a presenca de glicoaminoglicanas revestin-
do o epitélio das células de transi¢ao. Os glicoa-
minoglicanas sao inibidores importantes da
transferéncia genética mediada por lipossomas.



Dessa maneira, tentou-se melhorar a transferén-
cia genética no epitélio de células de transicao
in vivo, removendo a camada de glicoaminogli-
canas mediante técnicas quimicas, mas com
pouco sucesso 7.

O transporte e cedéncia intracelular de genes
e oligonucleotideos sao, atualmente, considera-
dos como uma estratégia terapéutica promissora
para o tratamento do cancro, doencas infeccio-
sas e doengas congénitas, uma vez que as tera-
pias convencionais revelam-se pouco eficazes 40.
Contudo, a incorporacao de diestearoilfosfatidi-
letanolamina - polietilenoglicol (DSPE-PEG) na
bicamada de lipossomas sensiveis ao pH, con-
tendo por DOPE e hemissuccinato de colesterol
(CHEMS), resulta na estabilizacio estérica dos li-
possomas, permitindo que eles permanecam
maior tempo na circulagio sanguinea e propor-
cionando um padrao de distribui¢ao caracteristi-
co dos lipossomas do tipo “stealth®”, diferente
dos lipossomas convencionais. Adicionalmente,
demonstrou-se que os lipossomas “stealth” sen-
siveis ao pH sdo, particularmente, eficazes em
mediar a cedéncia intracelular de susbstiancias
presentes em seus conteddos aquosos, compa-
rativamente aos lipossomas nio sensiveis ao
pH. O potencial dos lipossomas sensiveis ao
pH, estabilizados ou nio estéricamente, para o
transporte e direcionamento intracelular de ma-
terial genético ficou bem demonstrado através
da potenciacao do efeito anti-HIV-1 de oligonu-
cleotideos “antisense”, observado em macrofa-
gos humanos infectados com o virus, quando
encapsulados em lipossomas 41. Além disso, es-
ses lipossomas sao capazes de proteger os frag-
mentos de DNA da acio de enzimas destrutivas
presentes nos fluidos biolégicos 42.

Proteinas soliveis encapsuladas em liposso-
mas pH-sensiveis podem desencadear forte res-
posta primaria de linfécitos T citotoxicos (CTL).
Este tipo de lipossoma ¢ formado principalmen-
te por DOPE (dioleoilfosfatidiletanolamina) e de
um anfifilico acido. Em vesiculas acidas, tais co-
mo os endossomos, o anfifilico estrutural acido
do lipossomas € protonado, o que leva a deses-
tabilizacio dos lipossomas e liberacio do anti-
geno encapsulado ou a fusao com a membrana
celular 7.

Lipossomas WRAIR (Walter Reed liposomes)
constitui um veiculo eficiente para o direciona-
mento de proteinas e peptideos como as APCs
via moléculas da classe I do MHC. Além do
DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcoli-
na), DMPG (2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidil-
glicerol e CHOL (colesterol), o lipossoma
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WRAIR contém o lipidio A ou o seu derivado
monofosforil (MLP), funcionando como um ad-
juvante intrinseco. O lipideo A é freqiientemen-
te requerido como um adjuvante para a inducao
dos CTLs contra os antigenos lipossomais. Este
adjuvante induz forte resposta inflamatéria com
predominancia de macréfagos contendo mate-
rial lipidico fagocitado e devido a isso é utiliza-
do com sucesso na proteina recombinante da
maldria, pois apresenta uma excelente inducdo
de resposta aos CTLs 17.

O outro tipo de lipossoma que tem sido utili-
zado na drea de imunologia €é o lipossoma imu-
nomagnético o qual libera a substancia ativa
através da acao de um campo magnético. Esse
tipo de lipossoma é composto por firmaco e
material magnético, geralmente o ferro, como
por exemplo, o 6xido de ferro que vai se locali-
zar no compartimento aquoso do lipossoma
2343 A vantagem € o aumento da concentracao
local de farmaco na célula alvo, resultando nu-
ma melhoria significativa da eficicia terapéutica
234445 Esta técnica, nao invasiva, pode propor-
cionar o controle de problemas de toxicidade, e
permitir a monitoracio e vetorizacio de
substincias. Entre as desvantagens, encontram-
se o elevado custo do sensor magnético e do
ambiente blindado visto que a interferéncia de
ruido ambiental influencia na eficacia terapéuti-
ca 16,

Atualmente, lipossomas fusogénicos também
tem sido atrativos para no desenvolvimento de
vacinas, principalmente para a tuberculose, he-
patite B e terapia genética. O método mais fre-
quentemente utilizado para a transferéncia ge-
nética, geralmente envolve um lipossoma con-
vencional e o Sendai virus, inativado, que con-
tém glicoproteinas em sua membrana, como por
exemplo as proteinas F e HANA (hemaglutinina
e a neuramidase). A bicamada do lipossoma
convencional funde-se com o Sendai virus. O
complexo lipossoma-virus liga-se na membrana
celular através da proteina de superficie (HA-
NA), em seguida funde-se com a célula através
da proteina F e ocorre a desestabilizacio do
complexo liberando o seu contetido dentro do
citoplasma celular. Esse tipo de lipossoma pode
veicular oligonucleotideos, peptideos, materiais
genéticos e antigenos 4748 contendo todas essas
substancias.

A literatura mostra a aplicacao in vivo do li-
possoma fusogénico que pode encapsular protei-
nas antigénicas e ser utilizado como vacina, pois
a proteina sendo liberada somente no citoplasma
pode induzir resposta humoral e celular 47. Des-
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sa maneira, Kita e colaboradores 12 desenvolve-
ram duas vacinas génicas contra a tuberculose
humana, utilizando em uma delas a tecnologia
do lipossoma fusogénico. Os resultados prelimi-
nares mostraram que as vacinas induziram res-
posta imunolégica 100 vezes maior do que a va-
cina convencional. Tanto a mucosa oral como a
nasal produzem grande quantidade de IgA, e a
producao de vacinas contendo antigenos na for-
ma lipossomal para administra¢do oral ou nasal
foi investigada, uma vez que a presenca de IgA
em altas concentra¢des induz resposta imune
humoral e celular eficientes 51. A eficiéncia da
transfeccao foi aperfeicoada com a utilizacao
deste tipo de estrutura 52,

Neste contexto, lipossomas fusogénicos po-
dem ser utilizados na libera¢io de macromolé-
culas (polissacarideos, proteinas, DNA, entre ou-
tras) em células de mamiferos 47. O lipossoma
fusogénico € formado pela fusao de um liposso-
ma convencional ja com a macromolécula incor-
porada no virus Sendai inativado. Este virus
pertence ao género paramyxoviridae e tem co-
mo caracteristica de interesse a capacidade de
fundir-se com a membrana do lipossomal e com
membranas celulares 53. Ap6s a fusao com o li-
possoma convencional, o lipossoma fusogénico
introduz o conteido lipossomal no citoplasma
celular 47,

A técnica de preparacao do lipossoma fu-
sogénico baseia-se na desidratacido-reidratacao.
Ap6s a reidratacido ocorre a fusido da bicamada
do lipossoma com o Sendai virus em pH neutro
por 2 h a 37 °C. Em seguida, faz-se a purifi-
cacao através da centrifugacao do gradiente de
sucrose a 77.000 x g por 2 h a 4 °C com a finali-
dade de retirar o resto da capa protéica ficando
somente a proteina de ligacdo e de fusao. O ta-
manho final dos lipossomas fusogénicos obtidos
pela técnica de espalhamento de luz (“light scat
tering”) € na faixa de 380nm. A vantagem dessa
técnica é o aumento da eficiéncia de antigenos
e, portanto a melhora da resposta imunoldgica.
As desvantagens sao o elevado custo e a dificul-
dade na técnica de preparo 47,48,

Outra técnica atualmente utilizada na drea de
imunologia € a microencapsulacio de liposso-
mas (MCV) a qual permite reprodutibilidade,
formacao de estruturas homogéneas e aumento
na eficiéncia de encapsulacio de antigenos,
peptideos e proteinas hidrofobicas. O método
de preparacao consiste na obtencio de uma
emulsio A/O misturando-se a fase oleosa que
sao o fosfolipidio (geralmente lecitinas), o sol-
vente organico (geralmente cloroférmio) e a fa-
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se aquosa (agua), com homogeneizacao por agi-
tacao a 7000 rpm por 10min. Em seguida, adi-
ciona-se mais 4gua na emulsao A/O homogenei-
za-se a 450 rpm, a 45 °C e obtém-se a emulsio
multipla A/O/A. A homogeneizacio é mantida
até evaporacio total do solvente, com formacao
da bicamada lipidica e obtendo os lipossomas
em suspensao ¥.

Estudos tém apontado novas e praticas for-
mas de utilizacio dos lipossomas como trans-
portadores de substincias terapéuticas. Trans-
portadores coloidais como os lipossomas, po-
dem ser utilizados para proteger uma substancia
da degradaciao enzimdtica, como por exemplo,
a insulina. Férmulas lipossomais contendo an-
tiinflamatorios nao-esterdides foram testadas co-
mo alternativa para prevenir a toxicidade gas-
trointestinal desses farmacos em decorréncia da
administracao oral 34 5456, Jacquet e colabora-
dores 3¢ demonstraram que a vacina¢ao com o
antigeno recombinante ProDerp p, obtido do
Dermatophagoides pteronyssinus (conhecido
agente causador da asma encontrado na poeira
domeéstica) e complexado aos lipossomas catio-
nicos previne a resposta alérgica em camundon-
gos. Janssen e colaboradores 5 mostraram que
peptideos contendo a seqiiéncia adesiva RGD
(Arg-Gly-Asp), que possuem afinidade pela inte-
grina a,f3, acoplados a lipossomas-PEG (polie-
tilenoglicol) possuem forte afinidade por células
tumorais endoteliais in vitro. Estudos in vivo
mostraram que os lipossomas-PEG-RGD ligam-
se a supetficie das cé€lulas tumorais endoteliais
de maneira especifica, resultado esse promissor
para firmacos que possam ser incorporados a
este tipo de lipossoma e direcionados ao alvo
especifico.

Gowdak et al. 57 descreveram a utilizacao de
lipossomas catidnicos como vetores na trans-
feccio génica em substituicio aos vetores virais,
evitando assim, possiveis efeitos devido ao uso
de vetores virais (inducio de mutagénese asso-
ciada aos retrovirus, perda da integracio dentro
do genoma do hospedeiro, resposta imunol6gi-
ca desencadeada pela exposicio a um vetor
adenoviral). Avaliaram também a eficiéncia da
terapia génica utilizando lipossomas catidnicos
acoplados ao cDNA VEGFq45, codificador para o
VEGF (Fator de Crescimento de Endotélio de
Vaso), na inducio da angiogénese e aumento
do fluxo sanguineo para restabelecer a perfusao
tecidual do musculo esquelético nos membros
isquémicos de coelhas. A administracdo intra-
muscular de VEGF165 complexado com o lipos-
soma catidnico acelerou de maneira significativa



a perfusio tecidual promovendo angiogénese
tardia no tecido isquémico. O uso do gama-in-
terferon concentrado e encapsulado em liposso-
mas para uso topico foi utilizado em ensaios cli-
nicos para tratamento do herpes cutineo 34, da
mesma forma que vacinas génicas contra a he-
patite B também formuladas como lipossomas
para uso topico, sendo que os resultados obti-
dos até o momento mostram que a eficiéncia da
vacina topica € a mesma que a da administrada
por via intramuscular 9.

CONCLUSOES

O futuro dos lipossomas na biotecnologia
para liberacdo controlada de firmacos na drea
de imunologia parece ser promissor. O estudo
de vacinas contendo antigenos encapsulados
em lipossomas, abriu a possibilidade do desen-
cadeamento de respostas imunoldgicas com
producao de anticorpos especificos e com niveis
de resposta adequados com apenas uma Unica
dose injetavel, a qual seria equivalente ao uso
de varias doses, em raziao da liberacao lenta
e/ou programada dos antigenos. Esforcos para
aumentar o indice terapéutico dessas moléculas
tém sido substancialmente direcionados no sen-
tido do desenvolvimento de sistemas de libe-
racao especificos para cada caso. A iotecnologia
dos lipossomas tem proporcionado amplas
oportunidades para novas formulacdes e siste-
mas de liberacao para grande variedade de
substincias dificeis de formular, tais como ge-
nes, RNA, peptideos, proteinas, entre outros.
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