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RESUMO

O presente trabalho investiga o perfil de cinética de liberagdo in vitro e atividade
antitumoral in vivo dos lipossomas contendo lectina de Cratylia mollis (Cra). Os
lipossomas foram preparados de acordo com o método de formagao de filmes finos. Um
estudo prévio foi realizado para avaliar o efeito das condi¢cdes de preparacdo dos
lipossomas na atividade hemaglutinante da Cra. A caracterizacdo fisico-quimica e
estabilidade a longo-prazo de lipossomas contendo Cra foram também realizados. Os
lipossomas selecionados foram compostos de fosfatidilcolina , colesterol e estearilamina
na propor¢do molar de 7:2:1. Os ensaios da cinética in vitro da Cra encapsulada em
lipossomas foram realizados pela técnica de ultrafiltracdo-ultracentrifugacdo. A
atividade antitumoral de Cra-lipossomas foi investigada contra o Sarcoma-180. Os
animais foram tratados com lipossomas contendo Cra e as andlises histopatologicas do
tumor, figado e rins foram avaliados apds o tratamento. Os resultados demonstraram
que lipossomas contendo Cra conseguiram uma taxa de encapsulagcdo de 84% e uma
inibi¢do do tumor de 71%. A anélise histopatoldgica revelou que a encapsulacao da Cra
em lipossomas protege o figado e os rins do infiltrado linfocitario e reduz as areas de
necrose nos tumores tratados. A encapsulacdo da Cra-lectina em lipossomas ¢, portanto,
oferecida como uma possibilidade para reduzir a toxicidade tecidual e aumentar a

atividade antitumoral da proteina.



ABSTRACT

The present work investigates the in vitro kinetic profile and the in vivo
antitumoral activity of liposomes containing Cratylia mollis lectin (Cra). Liposomes
were prepared according to the thin film formed method. A previous study was
undertaken to evaluate the effect of liposomes preparation conditions on Cra
hemmaglutinating activity. Physicochemical characterization and long-term stability of
Cra-loaded liposomes were also carried out. Liposomes selected were composed of
phosphatidylcholine , cholesterol and stearylamine in the molar ratio of 7:2:1. In vitro
kinetics assays of encapsulated Cra were performed by ultrafiltration-ultracentrifugation
technique. Cra antitumoral activity was investigated against Sarcoma-180. Animals
were treated with Cra-loaded liposomes and histopatological analysis of tumor, liver
and kidneys were carried out after treatment. Results demonstrated that Cra-loaded
liposomes achieve 84% encapsulation ratio and 71% tumor inhibition. Histopathological
analysis revealed that encapsulation of Cra into liposomes protects liver and kidney
from limphocitary infiltration and reduces necrosis areas on treated tumors.
Encapsulation of Cra lectin into liposomes is, therefore, offered as an issue to reduce

tissue toxicity and improve antitumoral activity of such protein.



INTRODUCAO

1. FOSFOLIPIDIO

Os fosfolipidios sdo substancias organicas oleosas ou gordurosas, insoliveis em
agua, extraidas das células e tecidos por solventes nao polares como o cloroférmio ou o
éter. Os fosfolipidios mais abundantes sdo as gorduras ou triacilglicerois, que sdo os
principais combustiveis da maioria dos organismos e as formas mais importantes de
armazenamento de energia quimica (Lehninger et al., 2000).

Existem varias classes de fosfolipidios (Tabela 1) e cada uma possui fungdes
biologicas especificas, entretanto o interesse deste estudo se volta para uma outra classe
de fosfolipidios: os fosfolipidios polares, que sdo os principais componentes das
membranas celulares (Fattal ez al., 1993).

Tabela 1 — Principais fosfolipidios, agrupados de acordo com a estrutura quimica
(Fattal et al., 1993).

Triacilglicerois

Ceras

Fosfoglicerideos
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilcolina
Fosfatidilserina
Fosfatidilinositol
Cardiolipina

Esfingofosfolipidios
Esfingomielina
Cerebrosideos
Gangliosideos

Esterois e seus Esteres de Acidos Graxos

Os fosfolipidios polares sdo anfipaticos (molécula que possui uma porgao
hidrofobica e uma porg¢ao hidrofilica) onde em sistemas aquosos eles espontaneamente
se dispersam formando micelas, na qual a orientacdo de suas regides hidrofobica e

hidrofilica direciona seu posicionamento nas bicamadas de membrana.

1.2. Sistemas Fosfolipidio-Agua

Em presenca da 4gua um grande numero de anfifilicos se organiza
espontaneamente, entre eles estdo os glicerofosfolipidio, esfingofosfolipidios e esterois
(Lehninger et al., 2000). Quando dispersos em agua, estes fosfolipidios formam
agregados microscopicos, as moléculas dispdem-se juntas, com as porgdes hidrofobicas
em contato umas com as outras, ¢ seus grupos hidrofilicos interagindo com a agua

circundante. Esta conformag¢do reduz a quantidade de superficie hidrofobica exposta a



agua. As interagdes hidrofobicas entre as moléculas lipidicas fornecem uma forga
termodindmica para a formacdo e manutengdo das vesiculas (Lehninger et al., 2000).
Dependendo de condicdes precisas e da natureza dos fosfolipidios utilizados trés tipos
de agregados lipidicos podem se formar quando fosfolipidios anfifilicos sao misturados
com agua, sao eles:

> Micelas = fosfolipidio polares quando em sistemas aquosos espontaneamente se
dispersam formando micelas, onde as caudas hidrocarbonadas dos fosfolipidios ficam
protegidos do ambiente aquoso e as cabecas hidrofilicas, eletricamente carregadas, sao
expostas na superficie voltadas para o meio aquoso (Fig. 1) (Lehninger et al., 2000).
Tais micelas podem conter milhares de moléculas de fosfolipidios. Os fosfolipidios
polares também se espalham espontaneamente na superficie das solugdes aquosas
formando uma monocamada. Neste sistema, as caudas hidrocarbonadas sdo expostas ao
ar, evitando desta forma a agua, e as cabecas hidrofilicas se estendem na fase polar

aquosa.

Bicamada

Figura 1 — Estruturas lipidicas: micelas, bicamadas e lipossomas

(http://www.cu.lu/labext/rcms/cppe/membrane/manalipi.html).

> Bicamadas = os fosfolipidios polares também formam, rdpida e espontaneamente,
bicamadas muito finas que separam dois compartimentos aquosos (Fig. 1). Nestas
estruturas, as caudas hidrocarbonadas das moléculas dos fosfolipidios se estendem para
o interior das duas superficies, formando uma base interna hidrocarbonada, ¢ as cabecas
hidrofilicas se voltam para fora, estendendo-se para as fases aquosas. As bicamadas de
fosfolipidio tém cerca de 6 a 7 nm de espessura, dependendo da natureza dos acidos
graxos nos fosfolipidio. Elas sdo fluidas, ndo-rigidas e muito flexiveis. As bicamadas de
fosfolipidio podem também ser formadas em pequenas aberturas separando dois

compartimentos aquosos (Lehninger ef al., 2000).



> Lipossomas = no laboratdrio, tais bicamadas sdao facilmente formadas, agitando-se
com alta freqiiéncia os fosfolipidios em suspensdes aquosas, um processo que resulta na
formacao dos lipossomas (Fig. 1), vesiculas fechadas, formadas por uma bicamada
continua de fosfolipidios (Lehninger et al., 2000).

Tais bicamadas e os lipossomas tém sido estudados intensamente, pois suas
propriedades sao muito semelhantes aquelas das membranas naturais. Por exemplo, as
bicamadas de fosfolipidios e as membranas naturais possuem alta resisténcia elétrica;
elas permitem que a agua passe facilmente, mas nao permitem a passagem de cations ou
anions.

As bicamadas sao estruturas mais rigidas que as micelas, embora ambos sejam
sistemas altamente dindmicos, havendo constantes intercimbios entre oS monOmeros
fosfolipidicos em solugdo e aqueles que fazem parte da estrutura. Esta rigidez pode ser
avaliada pelo tempo de troca de mondmeros entre os agregados e a solucao, que ¢ da
ordem de mili-segundos para micelas e varias horas para bicamadas de fosfolipidio
(Ridout et al., 1988).

1.3. Fosfolipidio e Membrana Plasmatica

A partir dos resultados quimicos, das evidéncias da microscopia eletronica e da
semelhanga nas propriedades das membranas naturais com as bicamadas de
fosfolipidios sintéticos, Singer e Nicholson (1972) postularam uma teoria unificadora da
estrutura de membrana chamada de modelo do mosaico fluido (Fig. 2). De acordo com
o modelo de mosaico-fluido de Singer e Nicholson, a matriz da membrana biologica ¢
uma bicamada de glicofosfolipidios na qual proteinas estdo incorporadas em sua

superficie ou em seu interior (Singer e Nicholson, 1972).
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Figura 2 — Membrana Plasmatica (Mosaico Fluido) (http://ntri.tamuk.edu/homepage-

ntri/lectures/protein/membranes.html).

A membrana age como uma barreira semipermeavel. Esta permeabilidade
passiva depende do grau de organizacao da bicamada, o qual depende do comprimento
da cadeia hidrocarbonada dos fosfolipidios, posicdo e niimero de duplas ligagdes,

quantidade de colesterol, proteinas e temperatura (Fendler, 1982). O modelo de mosaico



fluido propde que as proteinas integrais da membrana possuam grupos de aminoacidos
hidrofobicos na sua superficie, o que forgaria tais proteinas a se “dissolverem” na
por¢ao hidrofébica central da bicamada. Por outro lado, o modelo propde que as
proteinas periféricas ou extrinsecas das membranas tenham essencialmente os seus
grupos hidrofilicos na sua superficie, ligados por atracao eletrostatica as cabegas polares
eletricamente carregadas dos fosfolipidios da bicamada. As proteinas integrais da
membrana, que incluem as enzimas e os sistemas de transporte, sao inativas a menos
que sejam colocadas dentro da base hidrofobica da bicamada, o que produz a

conformagao tridimensional apropriada para a sua atividade (Fendler, 1982).

2. LIPOSSOMAS

Atribui-se a Weissman (1965) o termo lipossoma (do grego lipos = gordura +
soma = corpo), muito embora, € com a antecedéncia de apenas alguns meses, Bangham
ja os tivesse produzido experimentalmente (Prista, ef al., 1995). O Dr. Alec Bangham,
no inicio dos anos 60, em Cambridge, estudou a hidratacao de filmes lipidicos
depositados nas paredes de um frasco de vidro, e observou que moléculas lipidicas se
organizavam em bicamadas de maneira a formar estruturas vesiculares, com um
compartimento aquoso no seu interior. Tais estruturas microscopicas foram
denominadas de lipossomas (Lasic, 1989).

A importancia de lipossomas como modelo de membranas bioldgicas deriva do
fato de que eles sdo constituidos por elementos capazes de formar bicamada idéntica a
membrana natural. A similaridade entre lipossomas e membranas biologicas pode ser
aumentada por modificagdes quimicas na membrana dos lipossomas, possibilitando sua
exploracdo em areas como direcionamento de farmacos (Gregoriadis, 1973; Chonn e
Cullis, 1998) ou modulagdo imune in vivo e in vitro (Meyenburg et al., 2000). A
habilidade de imitar a conduta das membranas biologicas pelo mesmo caminho torna os
lipossomas seguros e eficazes como veiculos para aplicagdo terapéutica (Forssen e
Willis, 1998). O maior interesse de lipossomas como carreadores de medicamentos ou
substancias biologicamente ativas, consiste na capacidade de incorporacdo tanto de
agentes lipofilicos, na membrana fosfolipidica (Iwamoto e Sunamoto, 1982), quanto
compostos hidrofilicos, na cavidade aquosa (Brandl e Gregoriadis, 1994) ou espagos
interlamelares.

Lipossomas sdo pequenas vesiculas esféricas com diametros variando de alguns
nandmetros a poucos micrometros (sempre > 25nm), constituidos principalmente por
fosfolipidio e outros componentes da membrana celular, os quais, quando em presenca
da agua, originam camadas moleculares duplas que, por sua vez, formam estruturas
mono ou policompartimentais (Prista et al., 1995).



Uma defini¢ao mais detalhada distingue entre vesiculas grandes e pequenas no
que se pode chamar de classificagdo dos lipossomas (Puisieux, 1983; Scarpa et al,
1998).
> Lipossomas Multilamelares (MLV — Multilamellar Vesicles) = sao lipossomas
formados por varias bicamadas concéntricas, intercaladas por compartimentos aquosos.
Seu diametro ¢ variavel de acordo com o niumero de lamelas, podendo ir de 400 a 3500
nm.
> Lipossomas Grandes Unilamelares (LUV — Large Unilamellar Vesicles) = sao
também constituidos por apenas uma bicamada, mas com uma grande cavidade aquosa.
Seu diametro varia de 200 a 1000 nm.
> Lipossomas Pequenos Unilamelares (SUV — Small Unilamellar Vesicles) = sao os
menores lipossomas possiveis de serem obtidos, constituidos por apenas uma bicamada
como membrana € um pequeno compartimento aquoso. Seu didmetro varia de 20 a 50

nm.

Tabela 2 — Classificagdo de Lipossomas: diametros médios e volume susceptivel de

microencapsulagdo (Lasic, 1989)

Tipos de Lipossomas Didmetro Volume Encapsulado
(nm) (nl/mg de fosfolipidio)
SUv 20-50 0,5
LUV 200 - 1000 13,7
MLV 400-3500 4,1

Weiner et al. (1989) ainda descrevem outros trés tipos de lipossomas:
> Lipossomas obtidos por evaporacdo em fase reversa (Reverse Phase Evaporation:
REV) = sdo lipossomas do tipo LUV, com diametro médio de 500 nm.
> Lipossomas obtidos por extrusao em uma célula de pressdo “French Pressure Cell”
(French Pressure Vesicles: FPV) = sdo lipossomas do tipo SUV, com diametro médio
de 50 nm.
> Lipossomas obtidos por injecdo de éter (Ether Injection Vesicles: EIV) = sdo
também do tipo SUV, com diametro médio de 20 nm.
2.1. Aplicagdes

Nas ultimas décadas, numerosos estudos demonstraram que a distribui¢ao de um
farmaco no organismo pode ser modificada pelo uso de vetores medicamentosos
coloidais ou particulas poliméricas. Estes carreadores protegem certos principios ativos
labeis da degradagdo e/ou inativagdo pelo suco gastrico, melhoram a biodisponibilidade
por aumento da penetragdo celular de substancias hidréfilas e proporcionam a liberagao

de farmacos no sitio de acdao desejado (6rgdo, tecido ou célula), eliminando ou



minimizando os efeitos colaterais que normalmente acompanham a terapéutica
convencional (New, 1990; Lasic, 1992; Vidal, 1993). A compreensdo dos processos
fisicos e quimicos e dos parametros que determinam a estabilidade e o comportamento
das bicamadas fosfolipidicas ¢ de fundamental importancia no estudo dos mecanismos
biologicos, suas disfungdes e ainda no processo de evolugdo da vida. As propriedades
fisico-quimicas tém demonstrado afetar significantemente a estabilidade e
farmacocinética de lipossomas (Senior, 1987).

Além de seu papel na compreensdo das bases quimicas e fisicas da vida, os
lipossomas sdo importantes em varias e diferentes areas da ciéncia e tecnologia. Em
pesquisa basica, biofisica e em fisico-quimica os lipossomas sdo usados como sistemas
modelo para o estudo de biomembranas e suas propriedades tais como permeabilidade
em funcdo da composicdo quimica da membrana, presenca de varias moléculas/ions,
fusdo de membranas/células, etc. (Lasic, 1992). Lipossomas t€ém sido usados como
veiculos para estabilizagdo de farmacos, vencendo barreiras para a captagao celular e
tecidual, e para direcionamento de seus contetidos para sitios especificos in vivo
(Forssen e Willis, 1998). Em bioquimica, os lipossomas possibilitam aos cientistas
reconstituir e investigar proteinas de membrana em um ambiente bem definido que
mimetiza fielmente o natural (Lasic, 1992).

Lipossomas sdao também usados como suporte para catalisadores, especialmente
particulas semicondutoras e em aplicagdes tais como fotoconversdo da energia solar
(Lasic, 1992). Muitas sao as aplicacdes clinicas dos lipossomas, pretendendo-se em
geral atingir especificamente um alvo terapéutico, seja ele 6rgao, tecido ou célula, o que
pode permitir redugdo posoldgica e diminuigdo mais ou menos acentuada da toxicidade.
Assim, empregam-se lipossomas para veicular agentes citostaticos, anti-viricos,
antiparasitarios, horménios diversos, antifungicos, enzimas, vacinas e, até, material
genético (Gregoriadis, 1990; Antimisiaris, 1993; Prista ef al., 1995). Os lipossomas tém
sido considerados uma enorme promessa para serem usados como carreadores
farmacéuticos in vivo € o caminho a ser seguido ¢ a pratica clinica (Torchilin et al.,
2001).

Lipossomas também tém sua utilidade nas industrias alimenticia e cosmética,
tornando possivel transformar moléculas ndo hidrossoluveis em formulagdes a base de
agua com lipossomas. No campo das aplicagdes farmacéuticas varios produtos estao sob
investigacao, incluindo imunomoduladores, agentes diagnosticos e terapéuticos para
cancer, antibidticos, produtos oftalmicos, antiasmaticos, antifingicos, vacinas,
promotores do crescimento capilar e protetores gastricos (Lasic, 1992). Substancias
eminentemente toxicas, como a anfotericina B e a nistatina (antifingicos), derivadas do
antimonio pentavalente (antiparasitdrios usados, por exemplo, no tratamento da

Leishmaniose), doxorrubicina e daunorrubicina (citostaticos cardiotoxicos), vidarabina



(anti-viral com certa especificidade para o virus da hepatite B), tém sido utilizados em
lipossomas, ao lado de antibioticos, como a gentamicina e a ampicilina (terapéutica
celular localizada), produtos de radiocontraste, como '''Indio, ¢ muramiltripeptideo
(ativador de macrofagos tumoricidas, etc.) (Prista et al., 1995).

Os sistemas coloidais de liberagdo controlada de drogas oferecem diversas
vantagens com relagdo as formas de dosagens convencionais: devido ao reduzido
tamanho das particulas, as preparacdes coloidais prestam-se a administragdo parenteral
e podem ser tuteis para liberacao controlada do principio ativo em 6rgaos especificos ou
sitios alvos do organismo. O direcionamento da substancia biologicamente ativa ao sitio
de acdo desejado podera nao somente melhorar a eficiéncia terapéutica, como também
permitir a reducao da quantidade de droga a ser administrada para obtencao da resposta
(Magenhein e Benita, 1991; Schuber e Frisch, 1993). As vantagens da encapsulagdao em
lipossomas podem ser classificadas em quatro categorias:

> Solubilizagao do farmaco;

> Liberagao controlada;

> Captura pelo sistema reticulo endotelial;

> Vetorizagao a sitios especificos.

As principais desvantagens do ponto de vista farmacoldgico sdo um possivel
extravasamento, remog¢ao pelas células do sistema reticulo endotelial (no caso de a
captura nao ser favoravel), degradacdo no trato gastro intestinal, ¢ do ponto de vista
tecnologico estabilidade, reprodutibilidade e produgao em larga escala (Lasic, 1992).

Os fosfolipidios estdo presentes nas membranas € sdo ativos em interfaces
aquosas, diminuindo a tensdo superficial de superficies aquosas, possuindo
caracteristica estrutural unica com distintas regides hidrofobica e hidrofilica
(anfipaticas). Estruturalmente as duas regides sdo apenas uma pequena das propriedades
unicas das duas regides que sdao distintamente separadas (Hair, 1971). Devido as
caracteristicas dos seus constituintes as membranas dos lipossomas sdo membranas
semipermeaveis, assim como as membranas celulares, através dos quais a difusdo de
moléculas e ions varia consideravelmente. Prétons e ions hidroxila cruzam a membrana
com certa rapidez, possivelmente como resultado da transferéncia de pontes de
hidrogénio entre as moléculas de agua, enquanto que, ions sodio e potassio atravessam a
membrana muito lentamente, assim como anions cloreto e nitrito. Para moléculas com
alta solubilidade em ambos os meios organico e aquoso, uma membrana fosfolipidica
representa uma barreira bastante t€nue, por outro lado, solutos polares como a glicose, €
compostos de alto peso molecular passam através da membrana muito lentamente.

Uma diferenga na concentracao de soluto entre os dois lados da membrana pode
gerar uma pressao osmotica a qual levard ao acaimulo de moléculas de agua (por ser a

espécie de difusao mais réapida) em um dos lados. Podendo em alguns casos, quando a



concentracao do tampao for inferior a concentragdo intra-lipossomal, a pressao gerada
ser suficiente para romper a membrana completamente, levando a perda total de seu
conteudo na fase externa, apos o que os fragmentos da bicamada voltam a se unir

formando novas vesiculas (New, 1990).

2.3. Métodos de Preparacio

O ponto chave a ser alcangado na preparacdo de lipossomas ¢ formar
espontaneamente membranas como resultado de interagdes desfavoraveis entre
fosfolipidio e agua. No entanto, a énfase na fabricagdo de lipossomas nao ¢ a formagao
de membranas de modo aleatério, mas obter membranas que formem vesiculas de
estrutura e tamanho corretos, e encapsular fairmacos ou substancias biologicamente
ativas com alta eficiéncia (New, 1990). Os métodos de preparacdo dos lipossomas sao
numerosos ¢ levam a formacao de varios tipos de vesiculas que diferem entre si pelo
tamanho, estrutura e capacidade de encapsulacdo. De acordo com o método utilizado ¢
possivel obter vesiculas do tipo multi ou unilamelares (Fattal et al., 1993).

Em seu artigo de revisao sobre o mecanismo de formagao das vesiculas, Lasic
(1988) ressalta a influéncia da energia sobre a formacao dos varios tipos de vesiculas.
Devido a pequena energia necessaria, MLV formam-se espontaneamente quando o
filme fosfolipidico ¢ hidratado em excesso de dgua ou tampao. Entretanto, LUV e SUV
possuem maior energia livre, e, portanto deve haver a dissipagdo de alguma forma de
energia no sistema para obté-los.

Todos os métodos de preparagao dos lipossomas envolvem algumas etapas
semelhantes (Lasic, 1992) (Fig. 3) que sdo:

1. Dissolugao dos fosfolipidios em um solvente organico;

2. Evaporacao do solvente organico;

3. Dispersao dos fosfolipidios secos em uma solucao aquosa;

4. Dissolucdo da substancia a encapsular na solu¢do organica ou na solucgdo
aquosa, em funcao de seu equilibrio hidréfilo/lipofilo;

5. Eliminacao das substancias nao encapsuladas através de técnicas de separagdo:
filtracao em gel, didlise, centrifugacao;

6. Analise do produto final.

As caracteristicas que mais refletem as variagdes decorrentes dos diferentes
métodos sdo aquelas relacionadas a encapsulacdo de substancias pelas vesiculas. A
eficacia de encapsulacao pode ser expressa de varias maneiras (Fattal ef al., 1993):

> A porcentagem ou taxa de encapsulacdo corresponde a propor¢do de soluto
associada aos lipossomas em relacao a quantidade inicialmente encontrada no meio.
> A massa de substancia encapsulada por unidade de massa de fosfolipidio

corresponde a quantidade de soluto encapsulado (pg/mol ou em pg/mg).



> O volume aquoso encapsulado corresponde ao volume ou a massa de fase
aquosa encapsulada por unidade de massa de fosfolipidio (pul/pumol).
Os principais métodos de preparagdes de lipossomas e suas caracteristicas estdo

citados na Tabela 3.

Figura 3 — Etapas comuns a todos os métodos de preparacao de lipossomas (New,
1990).



Tabela 3 — Principais caracteristicas dos diferentes métodos de preparagao de

lipossomas (Fattal et al., 1993, Hauser, 1982).

Método de Estrutura Eficacia de Vantagens Desvantagens
Preparacio Encapsulacio
()
Hidratacéo de MLV 9-27 Simples, rapido Baixas taxas de
filme lipidico encapsulagdo, tamanho
heterogéneo, ndo adaptavel
a producdo industrial.
Extrusao por SUvV 5-25 Simples, reprodutivel, ndo Dificil manutengdo do
“French Pressure agressiva, permite utilizar aparelho, necessita de
Cell” concentragdes elevadas de  preparag@o prévia de MLV,
fosfolipidios, altas taxas de baixos volumes de
encapsulagdo, adaptavel a encapsulagio.
industria
Extrusio por filtros 0,1um: SUV 5-30 Répido e reprodutivel, Necessita da preparagao
de policarbonato tamanho homogéneo, permite prévia de MLV, ttil apenas
0,2 a lum: 15-60 utilizar altas concentragdes de para pequenos volumes.
MLV fosfolipidios, altas taxas de
encapsulagdo, lipossomas de
diferentes tamanho de acordo
com o filtro utilizado.
Microfluidizagao SUv 5-78 Permite obter altas taxas de Dificil manutengdo do
encapsulagdo, adaptavel a aparelho requer a
producdo industrial. preparagdo prévia de MLV.
Injeciio de etanol SUvV 0,5 Tamanho homogéneo, Taxa de encapsulagio
simples, rapido, adaptavel a baixa.
industria.
Evaporacgio de fase LUV 30-68 Volume e taxa de Materiais expostos a ultra-
reversa encapsulagdo elevados. sons e solventes. Técnica
complexa, limite de
solubilidade dos
fosfolipidios na fase
orgdnica, ndo adaptavel a
industria.
Infusio de éter LUV 2 Volume de encapsulagdo Taxa de encapsulagao
elevado, adaptavel a produgdo baixa, materiais expostos a
industrial. solventes e a temperatura
elevadas, tamanho
heterogéneo.
Liofilizagao / MLV 26-72 Taxa de encapsulagdo elevada, Tamanho heterogéneo,
Reidratacao simples e ndo agressivo, necessita a preparacao
adaptavel a producao prévia de SUV.
industrial, permite conservar a
preparacao.

Congelamento / LUV 25-30 Processo simples e rapido. ~ Requer a preparagdo prévia
Descongelamento de SUV, dificil de realizar
(SUV) em presenca de

fosfolipidio neutros, ¢ de
altas concentracdes de ions

ou de cétions divalentes.

Congelamento / MLV 31-89 Taxa de encapsulagdo elevada,  Necessita de preparagdo

Descongelamento processo rapido. previa de SUV
(MLV)
Remocio do LUV 12 Tamanho homogéneo, Taxa de encapsulagio

detergente condigdes de encapsulagdo  geralmente baixa, processo
SUV - brandas. demorado, dificuldades na

eliminagdo do detergente.




2.4, Estabilidade dos Lipossomas

A estabilidade de um produto farmacéutico ¢ definida como a capacidade de
uma formulacdo permanecer dentro de certos limites estabelecidos em relagdo as suas
caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas. Um estudo da estabilidade consiste
genericamente de duas partes:

1. Caracterizar a preparagao;

2. Estabilidade do produto durante o armazenamento.

Em seu trabalho Maierhofer (1988) publicou um protocolo desenvolvido por
Weiner, que visa provar a estabilidade dos lipossomas. Segundo este protocolo,
preparacao deve ser submetida as seguintes situagoes:

Um més a 45°C.

Um més a 4°C.

Seis meses a 37°C.

De 12 a 24 meses a temperatura ambiente.

De 12 a 24 meses a diversos graus de umidade e intensidade de luz.

Dois ou trés ciclos de “congelamento/descongelamento” (5°C < 25°C).

Nk =

Seis a oito ciclos de “aquecimento/resfriamento” (5°C <> 45°C, 48 horas a cada
temperatura).

8. De 24 a 48 horas em um agitador a 60 ciclos/minuto.

Em cada um a destas situagdes, ¢ importante observar os seguintes dados (De
Oliveira Pontes et al., 1999):

1. Observagdes visuais e microscopicas, verificagdo de floculagdes, etc.

2. Perfil de tamanho das particulas.

3. Perfil reologico.

4. Estabilidade quimica.

5

Perda de material encapsulado.

2.5. Utilidade terapéutica dos lipossomas
Os lipossomas tém mostrado um grande potencial como sistemas para a
administracao de farmacos. Uma grande variedade de moléculas, incluindo peptideos e
proteinas, tem sido incorporada a lipossomas, os quais podem ser administrados por
diferentes vias (Weiner et al., 1989). Segundo Maierhofer (1988) a utilizacdo de
lipossomas como transportadores para a liberagdo controlada apresenta as seguintes
vantagens:
1. Os lipossomas podem ser programados para a liberagdo controlada de farmacos

durante um periodo prolongado de tempo.



2. Os lipossomas tém um a tendéncia natural a ligar-se a determinados tipos de
tecidos e células.

3. Os lipossomas sao quimicamente similares a outras células que circulam no
sangue, de modo que sdo biologicamente compativeis com outras células e
também faceis de serem metabolizados pelo organismo.

4. Os lipossomas conjugados com anticorpos se ligam as células alvo com maior
avidez que a forma soluvel destes mesmos anticorpos.

5. Os lipossomas se apresentam como um método util para proteger produtos labeis
biologicamente ativos, como proteinas e peptideos, frente a sua inativacdo ou
degradacao no organismo.

Lipossomas conjugados a proteinas sdo muito utilizados como vetores de
farmacos, principalmente por causa do seu potencial uso como sistema de liberagao
controlada de drogas e aplicagdo na area de diagndstico (Kompella e Lee, 2001;
Yamazaki et al, 2000; Bendas et al., 1997). Como exemplo classico de proteinas
conjugadas a lipossomas, temos os anticorpos, muito embora a técnica de conjugacao de
proteinas a lipossomas possa ser aplicada a diversas outras proteinas tais como, proteina
A de Staphylococcus aureus, lectinas de plantas e enzimas (New, 1990).

Grandes esforgos tém sido feitos para desenvolver formulagdes que possuam a
capacidade de manter a estabilidade das proteinas e prolongar sua atividade bioldgica
apos a aplicagao (Meyenburg et al., 2000).

O conceito de uma “capsula magica”, que seria um lipossoma com alta
seletividade pelos tecidos doentes, aumentando excepcionalmente a eficacia do farmaco
e eliminando seus efeitos colaterais ndo parece ser tao simples de alcangar, pelo menos
nao € esta a expectativa para um futuro préximo. Entretanto, sem duvida os lipossomas
aumentam a eficiéncia dos tratamentos em vdrios casos (Lasic, 1989). No entanto,
algumas preparagdes de lipossomas tém um tempo de circulacdo no sangue diminuido
devido a rapida captagdo pelo Sistema Reticulo Endotelial (SRE) (Daleke et al., 1990;
Meyenburg et al., 2000), devido ao reconhecimento dos lipossomas pelo Sistema
Imunolégico e sua remocao da circulagdo através da ligacdo com as opsoninas € agao do
Sistema Complemento, levando a sua captura e posterior lise. Para torna-los “invisiveis”
as células fagocitarias recobre-se os lipossomas com polimeros (Torchilin et al., 2001),
denominados lipossomas Stealth®. Lipossomas deste tipo mostraram-se capazes de
aumentar a meia-vida plasmatica em até 60 vezes, além de possuirem a capacidade de
funcionar como microreservatorios do farmaco na circulagao, possibilitando reduzir a
freqliéncia de doses (Woodle et al., 1992).

Para a administracdo de medicamentos hidrofilicos em lipossomas ¢ conveniente
escolher lipossomas unilamelares, nos quais a cavidade aquosa ¢ significantemente

maior. Para o transporte de farmacos hidrofobicos, que se incluem na parede



fosfolipidica do lipossoma, a presenga de varias membranas (lipossomas
multilamelares) permite administrar a substancia ativa em maior quantidade (Lasic,
1989).

2.5.1. Vias de Administracao

As aplicagdes terapéuticas dos lipossomas utilizam quase todas as vias de
administracao. A via de administragao mais freqliente ¢ a injecdo intravenosa. Podem
também ser administrados pelas vias intraarterial, subcutanea, intramuscular, oral,
topica ou nasal (Lasic, 1992). Infelizmente, os usos clinicos de lipossomas que sdo
normalmente administrados intravenosamente possuem alguns problemas. A interagao
de lipossomas com lipoproteinas de alta densidade tem aumentado a permeabilidade dos
lipossomas que pode levar a uma liberacdo prematura dos solutos encapsulados
(Gregoriadis, 1995; Lasic, 1998).
Tipos de aplicagdes:
> Intravenosa (Maierhofer, 1988);
> Intraperitoneal (Maierhofer, 1988);
> Subcutanea (Devissaguet ef al., 1993);
> Topica (Lasic and Mertin, 1989);
> Oral (Maierhofer, 1988);
> Nasal (Maierhofer, 1988);
> Intramuscular (Arrowsmith, 1984);
> Intralinfatica (Devissaguet and Puiseux, 1993);

> Intra-articular (Devissaguet and Puiseux, 1993).

2.5.2. Interagao Lipossoma-Célula

A interagdo lipossoma-célula depende de variados fatores, como a dimensao,
composi¢do e carga elétrica das vesiculas, tal como das caracteristicas especificas das
células e, ainda, das propriedades fisico-quimicas do farmaco vetorizado. Agrupam-se
em quatro processos o sistema de abordagem dos lipossomas as células (New, 1990):
> Adsor¢do = o lipossoma ¢ fixado na célula (forgas fisicas de atragdo, estabelecimento
de ligagdes entre a membrana das vesiculas e receptores celulares, etc.) libertando
lentamente para o espago extracelular o seu contetdo que vai penetrando na célula.
> Endocitose = processo pelo qual as células interiorizam variados produtos, como os
proprios alimentos que necessitam. S3ao os mondcitos, macrdéfagos e outras células
brancas sangiiineas que promovem a endocitose dos lipossomas, os quais sdo fixados
em estruturas vacuolares, ditas fagossomas, s6 depois disso havendo liberagdo dos
farmacos que veiculam. A captagdo das particulas pelos macrofagos ¢ dependente do

tamanho da vesicula.



> Transferéncia Lipidica = passagem de fosfolipidios através das membranas celulares,
parecendo que no processo intervém uma proteina, ja que este ¢ interrompido pela
presenca de tripsina. Como se compreende, por este processo ndo ha qualquer
transferéncia da parte aquosa lipossomica para a célula, mas em compensagdo a maioria
dos farmacos lip6filos transita livremente.

> Fusdo = neste processo os fosfolipidios dos lipossomas fundem-se a membrana, e
passam a fazer parte da mesma. Admite-se que raramente ocorra in vivo, a nao ser
quando os lipossomas contenham substancias fusogénicas na sua composi¢do, como as

associacdes de fosfolipidio aos polietilenoglicois (New, 1990).

3. LECTINAS

O termo “lectina” (do latim legere, pegar, escolher) foi primeiro empregado por
Boyd e Shapleigh, em 1954, para descrever aglutininas grupo sangiliineo-especificas
encontradas em sementes e outras partes de determinadas plantas. Atualmente, esse
termo se refere a uma classe de proteinas de origem nao imunolédgica, largamente
distribuidas na natureza podendo originar-se de plantas e bactérias que aglutinam
células, precipitam polissacarideos ou glicoconjugados (Liener ef al., 1986) e possuindo
estruturas similares ou distintas (Correia e Coelho, 1995; Tavares et al., 1996), e que
reconhecem carboidratos livres ou ligados a superficies celulares através de sitios de
ligacdo nos quais a hidrofobicidade ¢ a principal for¢a de interacdo (Kennedy et al,
1995).

As lectinas sao multivalentes, possuindo dois ou mais sitios de ligacdo para
acucar promovendo aglutinagdo de células animais e de plantas e precipitacdo de
polissacarideos, glicoproteinas, peptidoglicanos, acido teicdico, glicofosfolipidios, etc.
A especificidade das lectinas ¢ definida pelo monossacarideo ou oligossacarideo que
inibe as reagdes de precipitagao ou aglutinacao induzidas por lectinas (Kompella e Lee,
2001). Varias centenas de lectinas demonstraram, através de analises detalhadas, que
elas sao um grupo grande e heterogéneo de proteinas que diferem fortemente quanto a
especificidade aos carboidratos, estrutura molecular e atividade bioldgica (Van Damme
et al., 1996).

O inicio da pesquisa de lectinas animais pode provavelmente ter se iniciado por
volta de 1860, com a observacdo da coagulacdo sanguinea pelo veneno de cobra
(Yamazaki et al., 2000). Os estudos de lectinas tiveram maior interesse em 1960, pela
verificacdo de que a proteina de Phaseolus vulgaris (PHA — fitohemaglutinina) estimula
linfécitos, resultando em divisdao mitdtica, e da aglutinina de Triticum vulgaris, do
germe de trigo, aglutinar mais intensamente células transformadas do que normais
(Sharon e Lis, 1987).



Com a descoberta de Inbar e Sachs (1969) de que a lectina de Canavalia
ensiformis, Concanavalina A (Con A), também aglutinava preferencialmente células
malignas, € que as lectinas tiveram um impulso na sua aplicagao.

As proteinas vegetais com atividade hemaglutinante foram, logo de inicio,
denominadas de aglutininas, hemaglutininas, fitoaglutininas, fitohemaglutininas (Allen
e Brilliant, 1969), apesar de ter sido proposto por Boyd e Shalpleigh (1954) o termo
“lectina” as proteinas com estruturas diversas e com a caracteristica comum de
seletividade na interagdo de carboidratos. Em animais, as lectinas de membranas
parecem participar na endocitose e na translocagdo intracelular de glicoproteinas
(Ashweel e Harford, 1982), na ligacao de bactérias a células epiteliais (Ashkenazi e
Mirelman, 1984) e na regulacao da migragao e adesao celular (Gabius et al., 1985). Para
as lectinas soluveis de vertebrados, foi proposta uma funcdo comum: a de ligar
gliconjugados presentes em células (Kennedy et al., 1995; Barondes, 1984). A primeira
lectina a ser purificada foi a concanavalina A (Com A), extraida da Canavalia
ensiformis (feijao de porco), que ¢ uma das mais amplamente avaliadas em suas
caracteristicas e aplicagdes (Correia e Coelho, 1995).

No Brasil, mais precisamente no estado de Pernambuco, uma lectina tem sido
purificada e parcialmente caracterizada a partir de sementes de uma planta nativa do
Nordeste brasileiro de Cratylia mollis (feijao camaratu) (Fig. 4), que ¢ uma planta
leguminosa nativa da regido semi-arida de Pernambuco, pertencente a familia
Phaseoleae, subfamilia Dioclinae, a qual abrange o género Canavalia, botanicamente
relacionada a Cratylia mollis (Correia e Coelho, 1995). Esta lectina, denominada Cra
lectina, ¢ fortemente inibida por metil a-D-manosideo e conforme, portanto com a
classe de lectinas ligantes de glicose/manose, similar as isoladas da Canavalia
ensiformis (Concanavalina A, Con A) e Lens culinaris (lectina de lentilha) (Lima et al.,
1997). Cra possui forte ligacao para tecidos humanos com cancer, particularmente para

aqueles de glandulas mamarias, ttero e cérebro (Beltrao et al., 1998).
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Figura 4 — Fotografia do feijado Camaratu



Estudos por Cristalografia e Raios-X revelaram duas diferentes formas de cristal
da Cra (Tavares et al., 1996). O modelo do monomero de Cra Iso-1 constituido a partir
de estudos cristalograficos da Cra estao representados na Figura 5.

Cra e Con A diferem em muitos aspectos. Caracteristicas estruturais por
cromatografia liquida de rapida resolugdo de proteinas e por cromatografia liquida de
alta pressao mostrou que estas duas lectinas t€ém diferentes padroes de eluigdes e
diferentes ligagdes especificas para tumores humanos benignos e malignos (Tavares et
al., 1996).

Figura 5 — Modelo de mondmero de Cra Com-1 (azul) e Com A (amarelo)

(http://webenligne.cermav.cnrs.fr/lectines/).

A caracterizacdo fisico-quimica de lectinas ¢ importante para explicar seu
comportamento em diferentes propriedades bioldgicas (Souza et al., 2001). A
estabilidade e integridade estrutural de proteinas oligoméricas sdo determinadas por
suas intera¢des inter e intracadeias. Lectinas de legumes podem servir como um
excelente sistema modelo para estudos de desdobramento de proteinas diméricas e
tetraméricas, e o efeito da oligomerizacdo na sua estabilidade e integridade estrutural.
Lectinas de legumes sdo similares nas suas estruturas primaria, secundaria e tercidria
(Srinivas et al., 2001).

3.2. Classificacao

Em funcdo da capacidade de interagir com carboidratos, as lectinas foram
classificadas em especificas e ndo especificas. A especificidade da lectina ¢ definida em
termos do monossacarideo que apresenta maior acdo inibitoria. Por existirem plantas
que possuem duas ou mais lectinas que diferem na especificidade, Sharon e Lis (1990)
denominaram estas lectinas de isolectinas que sdo definidas como um grupo de
proteinas intimamente relacionadas, resultantes da expressdao de diferentes genes, com

estruturas semelhantes em uma mesma espécie, e apresentam formas moleculares com



mobilidade eletroforética diferente. O termo isoforma foi proposto para lectinas
pertencentes a mesma espécie, cuja heterogeneidade de origem genética nao foi bem
definida (Paiva e Coelho, 1992). Apesar de muitas plantas possuirem uma lectina com
especificidade para um tunico carboidrato, sdo conhecidas plantas que contém duas ou
mais lectinas com especificidade para agucares diferentes, por exemplo: Ulex
europaeus, Bandeiraea simplicifolia, Dioclea lehmani e Sambucus nigra (Van Damme
et al., 1996; Perez, 1998).

3.3. Ocorréncia

As lectinas estdo presentes em diversos organismos, além das plantas, desde
bactérias até vertebrados superiores (Sharon e Lis 1990), na qual sua presenca na
natureza ¢ ampla e crescente, com distribuicdo variada, sendo encontrada nos seres
unicelulares (Yamaguchi, et al., 1998) e nos seres pluricelulares animais (Ye e Ng,
2000) e vegetais (Coelho e da Silva, 2000). Sendo essas proteinas extraidas
principalmente de sementes de leguminosas, muitas familias de plantas ja foram
estudadas e caracterizadas (Bhattacharyya et al., 1990; Rinderle et al., 1990; Sharon e
Lis 1990; Gegg et al., 1992; Yamaguchi et al., 1993). Entre as lectinas de plantas mais
estudadas e caracterizadas estdo incluidos: Phaseolus vulgaris (PHA), Canavalia
ensiformis (com A), Phosphocarpuis tetragonolobus (WBL), Triticum vulgare (WGA)

e Lycopersicon esculentum (lectina do tomate) (Kompella e Lee, 2001).

3.4. Funcao e Papel Fisiologico

As lectinas de plantas recebem atengdo particular devido a sua aplicagao
potencial em uma extensa gama de pesquisas médicas e bioldgicas, ou seja, elas sdo
utilizadas para explorar superficies celulares, ligando-se a porcao carboidrato de
glicoproteinas ou glicofosfolipidios que se projetam da célula (Ueno e Lim, 1991;
Sarkar ef al, 1991). Ainda por sua versatilidade, as lectinas t€ém sido usadas para
tipagem de células vermelhas do sangue (Sakakibara et al., 1985; Khang et al., 1990);
como agentes mitogénicos (Ryder ef al, 1992; Aoki et al., 1993); e para detectar
alteragdes durante transformacdes celulares (Walker, 1985; Remani et al., 1994), além
de receber particular atencao devido a sua potencial aplicagdo em uma ampla faixa de
analises laboratoriais e quimicas (Sarkar et al, 1991; Ryder ef al., 1992), elas possuem
especificidade diferentes a carboidratos e sdao facilmente imobilizadas em suportes
inertes (Delanghe ef al., 1989; Sarkar et al, 1991).

Em plantas, a principal hipotese ¢ de que lectinas serviriam como mediadores de
simbiose entre as plantas e os microrganismos fixadores de nitrogénio e plantas
leguminosas (Dazzo e Truchet, 1983), além de que as lectinas teriam um papel de

defesa contra fitopatdogenos, evitando a invasdao de parasitas microbianos nas plantas



(Mishkind et al., 1982; Broekaert et al., 1989), e protecdo contra predadores, como
insetos e animais, e armazenagem de proteinas (Ponchel e Irache, 1998). Nos
microrganismos, as lectinas fariam a ligacao com a célula hospedeira e atuariam como
determinantes de reconhecimento em processos imunologicos, fagocitose e adesdo
celular (Ponchel e Irache, 1998). Em animais, evidéncias sugerem que lectinas
participem do mecanismo de endocitose e transporte vetorial de intracelular de
glicoproteinas, apoptose, defesa contra microrganismos, na regulagdo da migragcdo e
adesdo celular, na ligacdo de bactérias as células epiteliais e de que as lectinas

funcionem como um tipo de receptor (Ponchel e Irache, 1988).

3.5. Mecanismo de acao

Lectinas s3o proteinas versateis largamente distribuidas, que podem ligar
estruturas de carboidratos presentes em oligossacarideos, glicoproteinas ou
glicoconjugados (Sharon e Lis, 1990). Nas lectinas, os sitios de ligacdo a carboidratos,
promovem o reconhecimento de carboidratos ligante especifico, se combinando a este
de acordo com o modelo chave-fechadura (Kennedy et al., 1995). As lectinas fazem uso
de uma série de diversas interagdes quimicas fracas para produzir reconhecimento
altamente seletivo a seus carboidratos ligados a uma superficie (Sharma e Surolia,
1997). Esta interacao fraca entre a lectina e o carboidrato aumenta tanto a afinidade
como a especificidade através de subsitios e subunidades. Esta ligagdo ao carboidrato ¢

diretamente responsavel pela atividade biologica (Peumans e Van Damme, 1998).

3.6. Aplicacgoes

A aplicacao das lectinas pode ser ampla e variada, como na avaliagdo de
superficies celulares, tipagem sangiiinea (Mo et al., 2000), estimulagdo mitogénica
(Nomura et al., 1998), deteccao de alteracdes durante transformagdes celulares (Kabir,
1998), marcadores de tecidos tumorais (Beltrao et al., 1998), entre muitos outros.

Matrizes de afinidade de lectinas comerciais sdo largamente usadas na
purificagdo de glicoproteinas (Torres e Smith, 1988) ou glicofosfolipidios (Delanghe et
al, 1989) de membrana, e em estudos para caracterizar enzimas (Gioannini et al, 1982)
e receptores (Tsuji et al., 1983). Cuatrecasas e Tell em 1973 relataram que lectinas de
plantas, entre elas a Concanavalina A (Figura 6), seriam capazes de mimetizar o efeito
da insulina em muitos tipos de células através da interagdo direta com residuos de
glicoproteinas nos receptores da insulina (citado por Purrelo ef al., 1983).

A associagdo lectina-carboidrato ¢ o evento primario em muitos Processos

biologicos como a infeccao, diferenciagdo celular, simbiose de bactérias, formagao de



orgdos e¢ metastase (Sharon, 1993). Algumas lectinas sdo capazes de ativar linfocitos,
sendo conhecidas como mitdogenos indutores de proliferacdo. In vitro, a
fitohemaglutinina (PHA) ¢ a Com A s3o mitogénicas para linfocitos T, e o caruru de
cacho (pokeweed mitogen — PWM) estimula tanto células T, como células B, levando a
producao de citocinas e receptores para citocinas, que juntos direcionam os clones
selecionados durante a proliferagdao até a maturacao de células efetoras e de memoria,

participando assim da resposta imune (Roitt et al., 1997).

Figura 6 — Ligacao de carboidratos a molécula da Com A

(http://webenligne.cermav.cnrs.fr/lectines/).

A rapida expansdo da biotecnologia na pesquisa farmacéutica tem resultado no
desenvolvimento de um enorme numero de novas terapéuticas macromoleculares. O
sucesso da liberacdao destas moléculas dependerda do Sistema de Liberacdo Controlada
que oferecer uma boa protecao assim como uma melhor penetracao celular (Abu-Dahab
et al., 2001). Lipossomas conjugados a proteinas sdo muito utilizados como vetores de
farmacos, principalmente por causa do seu potencial uso como sistema de liberagao
controlada de drogas e aplicagdo na area de diagnostico (Kompella e Lee, 2001;
Yamazaki et al., 2000; Bendas et al., 1997). Como exemplo classico de proteinas
conjugadas a lipossomas, temos 0s anticorpos, muito embora a técnica de conjugagdo de
proteinas a lipossomas possa ser aplicada a diversas outras proteinas tais como, proteina
A de Staphylococcus aureus, lectinas de plantas e enzimas (New, 1990). Chen et al.
(1996) observaram que lectinas de Ulex europaeus I, incorporadas na bicamada
fosfolipidica de lipossomas, favoreceram significantemente a absor¢do pelo trato

gastrointestinal (10,5%) com relacdo a lipossomas sem lectinas (3,2%).



OBJETIVOS

GERAL

1. Utilizar lectina de Cratylia mollis que apresenta uma provavel atividade
antitumoral, na fabricacdo de lipossomas para fins terapéuticos;
2. Determinar a toxicidade e atividade antitumoral em camundongos dos

lipossomas contendo lectina.

ESPECIFICO

1. Obter lipossomas contendo lectina de Cratylia mollis;

2. Estabelecer a estabilidade fisico-quimica dos Cra-lipossomas frente a testes de
envelhecimento acelerado e em longo prazo;

3. Estabelecer a cinética de liberacdo in vitro da lectina encapsulada nos
lipossomas;

4. Determinar a atividade antitumoral dos Cra-lipossomas contra o Sarcoma 180
em camundongos;

5. Analisar a histopatologia do tumor, figado, bago e rins de animais nao-tratados e

tratados com a Cra livre e Cra-lipossomas.
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Abstract

The haemagglutinating (HA) activity of Cratylia mollis lectin (Cra) was evaluated and
the influence of ultrasound and mechanical agitation on its activity was examined. In
vitro release profile and the antitumor activity of Cra loaded-liposomes were also
investigated. Liposomes were obtained according to the lipid thin film method.
Physicochemical characterization and long-term stability of Cra loaded-liposomes were
carried out. In vitro release assays were performed by ultrafiltration-ultracentrifugation
technique. Antitumor activity of Cra loaded-liposomes was investigated against
Sarcoma 180 in Swiss mice. The treatment was intraperitoneally performed (7 mg/kg of
body weight/day) for 7 days. Histopathological analysis of tumor, liver, spleen and
kidneys were carried out after animal treatment. Results showed that Cra HA activity is
affected under ultrasound agitation. However, Cra was successfully encapsulated into
liposomes and the activity of the lectin was preserved despite the use of ultrasounds in
the liposome preparation. Lyophilized Cra loaded-liposomes were produced with 84%
encapsulation ratio (700 pg/ml) and a tumor inhibition of 71% was achieved. The
encapsulation of Cra promoted a decrease on its tissue toxicity and improved its
antitumor activity. Particularly, histopathological analysis revealed that the treatment

with Cra loaded-liposomes prevented Cra cytotoxicity on liver and kidney of animals.



1. Introduction

Lectins are carbohydrate-binding proteins of non-immune origin from
microorganisms, animals or plants. They are multivalent molecules, possessing two or
more sugar-binding sites for agglutinating cells, and for precipitating polysaccharides,
glycoproteins, peptidoglycans, teichoic acids, and glycolipids (Liener and Sharon,
1986). Ordinarily, two approaches have been applied to introduce proteins in therapy. In
the first case, the protein itself presents biological activity and it can be encapsulated
into liposomes (Meyer et al., 1994). Generally, lectins present antitumor activity
possibly mediated by an immunomodulatory action (Wang et al., 1996; Haas et al.,
1999; Karazaki et al., 2001; Timoshenko et al., 2001). On the other hand, proteins,
specifically lectins, could also be binding at the surface of nanodispositives for site-
specific drug targeting (Bendas et al., 1997; Forsen and Willis, 1998; Wirth et al., 1998;
Yamazaki et al., 2000; Kompela and Lee, 2001).

Cratylia mollis lectin (Cra) belongs to the mannose/glucose binding class of lectins
and has been purified and characterized from the seeds of a plant (Camaratu bean)
native to Northeast of Brazil (Correia and Coelho, 1995). It was found to be rather
similar to Concanavalin A (Con A), a well-characterized lectin from Canavalia
ensiformis. Cra showed strong binding to human malignant cancerous tissues,
particularly to those from mammary glands, uterus and brain (Beltrao et al., 1998).
Nevertheless, it presented cytotoxicity against Hep-2 cells and hepatotoxicity
(unpublished data).

Bearing in mind a potential application of Cra in the field of pharmaceutical
nanotechnology, either as an active agent or as a surface binding-molecule for drug
targeting, previous studies on the Cra behavior at the air-water interface were carried
out using surface tension measurements (Baszkin et al., 2000). The ability of Cra to
penetrate into phospholipid monolayers (Lipoid E80™, 80% phosphatidylcholine and
Epikuron 200™, 96.5% phosphatidylcholine) was demonstrated. Kinetics of Cra
interfacial adsorption and lectin-lipid interactions data revealed that Cra is a rather
stable protein, which exhibits typical protein adsorption patterns.

The successful use of new bioactive proteins in medical therapy depends on the
development of drug delivery systems to overcome stability drawbacks related with
these macromolecules. Proteins and peptides intravenous or subcutaneous administered

are rapidly cleared from the circulation, requiring therefore to be frequently injected in



order to maintain therapeutic levels in the blood. Pharmaceutical nanotechnology of
colloidal drug carriers, especially liposomes, are particularly useful for formulating new
drug derived from biotechnology (peptides, proteins, genes and oligonucleotides)
because they can provide drug safekeeping from degradation in biological fluids and
promote their penetration into cells (Barrat, 2000).

Disseminated neoplasic disease and development of drug resistance remain the
major complications of cancer, ultimately leading to treatment failures. The use of
liposomes in cancer therapy has been recommendatory due to their advantage of
extravasations at sites of active tumor growth (Gabius et al., 1994). More recently,
intraperitoneal administration has been shown to prolong the blood circulation of
liposomes caused by their slow absorption from the abdominal cavity. Furthermore, the
slow clearance of liposome from this cavity prolonged the contact between tumor cells
and the encapsulated drug, and promoted an increase in the antitumor activity (Sadzula
et al., 2000).

Based on previous available figures about Cra surface properties and biological
activity, the current study has been undertaken to further investigate the efficacy of Cra
encapsulation into liposomes on its antitumor activity. The influence of liposome
preparation methods on the stability of Cra was considered through the
haemagglutinating (HA) activity assay. Furthermore, the in vitro release profile and the

in vivo antitumor activity of Cra loaded-liposomes against Sarcoma 180 were evaluated.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

Soya phosphatidylcholine (Epikuron 200) was obtained from Lucas Meyer
(Hamburg, Germany). Cholesterol, stearylamine, threalose and bovine serum albumin
(BSA) were purchased from Sigma (Saint Louis, USA). Chloroform, methanol,
potassium phosphate, sodium hydroxide and all analytical grade reagents were
purchased from Merck (Diisseldorf, Germany). Cratylia mollis lectin (Cra) was purified
from seeds of Cratylia mollis Mart. (Camaratu bean) seeds and characterized at the
Glycoprotein Laboratory from the Federal University of Pernambuco, Brazil (Correia

and Coelho, 1995).



2.2. Methods

2.2.1. Evaluation of Cra stability after exposure to ultrasound and mechanical agitation

A preliminary assay was performed to ascertain the effect of ultrasounds and
mechanical agitation on Cra HA activity using glutaraldehyde-treated rabbit
erythrocytes. Cra samples (50 pl) were two fold serially diluted in 0.15 M NaCl, in
microtiter plates. Rabbit erythrocyte suspension (2.5% v/v in 0.15 M NaCl, 50 pl)
previously treated with glutaraldehyde (1%) was added and the titer was read after
45 minutes (Correia and Coelho, 1995). A positive control assay was performed using
carbohydrate binding specific to Cra (glucose or mannose) in microtitre plates. Initially,
100 pul of a solution containing either carbohydrate (200 mM) in 150 mM sodium
chloride was mixed with 100 pul of lectin preparation (7 pg/ml). Then, the inhibition of
the Cra Ha activity was verified at the identical conditions for the determination of Cra

HA activity.

2.2.2. Formulation of Cra-loaded liposomes

Liposomes were obtained according to a reprogrammed version of the Amselen and
co-workers method (1990) based on a lipid film formed by evaporation of solvents from
a phospholipid organic solution. Positive surface charged liposomes were prepared as
following. Initially the lipid constituents, soybean-phosphatidylcholine, cholesterol and
stearylamine (7:2:1, 36 umol Lipids/10 ul buffered solution) were dissolved in
chloroform/methanol 3/1 (v/v) under moderate magnetic agitation (15 min). Then, the
organic solution was submitted to evaporation under reduced pressure (25 min at
40 + 1°C) and agitation at 120 rpm to remove solvents. The dried lipid film was
hydrated through the addition of an aqueous phase (10 ml) consisted of phosphate
buffered solution (pH 7.4) containing 10% (w/v) threalose and Cra at 700 pg/ml, leading
to multilamellar vesicle (MLV) formation. The suspension was then kept under
magnetic agitation (40 min). Large unilamellar vesicles (LUV) were obtained by MLV
ultrasonication at 200 W with 40 cycles/sec during 250 sec. Finally the suspension of

liposomes was lyophilized (FTSS System, USA) using threalose as cryoprotector.



2.2.3. Physicochemical characterization and stability assessment of Cra-loaded

liposomes

The physicochemical analysis of liposomes was carried out immediately after
preparation and then at regular time intervals. Several features such as macroscopic and
microscopic aspects, morphological examination, pH changes and encapsulation ratio
were analyzed. The mean diameter size of vesicles was determined by light scattering
spectroscopy using a nanosizer (NMD4, Coulter, USA). Morphological properties of
Cra loaded-liposomes were analyzed by scanning electronic microscopy (SEM).

Formulated liposomes were submitted to both accelerated and long-term stability
tests aiming to state the formulation durability. Accelerated stability testing has the aim
of submitting preparations to stressed conditions in order to simulate processes such as
sterilization, transport and storage. Liposomes were subjected to centrifugation
(3500 rpm/min for 1 hour), mechanical stress (150 strokes/min at 37°C during 48 h) and
freeze-thawing cycles (16 h at —18°C £ 1°C and 8 h at 25°C+ 1°C). Long-term stability
of liposome suspensions was examined for samples stored at 4 + 1°C. Physicochemical
properties of preparations were evaluated at 7, 15, 30, 45 and 60 days or until instability
signs.

Lectin was quantified by the Peterson-Lowry colorimetric method (Peterson, 1997)
using UV spectroscopy at 280 nm. This method was chosen to avoid lipid interference
in the protein assay. The BSA was used as a standard protein to derive calibration
curves at concentrations ranging from 10 to 1000 pg/ml.

The encapsulation ratio of lectin into liposomes was determined after ultrafiltration/
ultracentrifugation at 133,570 g using ultrafree® units (Millipore, USA). The Cra
concentration in the supernatant was determined as previously described and the Cra
encapsulation ratio was then calculated on the basis of the total Cra content into the

liposome formulation.
2.2.4. In vitro release profile of Cra loaded-liposomes
In vitro release assays were performed as following: 5 ml of Cra loaded-liposomes

(700 ul/ml) were directly placed into 50 ml of a pH 7.4 phosphate buffered solution

holding sink conditions. Aliquots (I ml) of experimental medium were collected at



predetermined time intervals (5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240 and 360 minutes),
centrifuged (133,570 g) using Ultrafree® filtration units (Millipore, USA) and the Cra
concentration in supernatant was determined as already described. The volume of the
receptor medium was replaced with buffered solution after each sample withdraws.

Kinetic experiments were performed in triplicate.

2.2.5. Antitumor activity of Cra-loaded liposomes

Studies were carried out in Swiss albino male mice aiming to look into the in vivo
antitumor activity of Cra loaded-liposomes against Sarcoma-180. Tumor ascytic cells
were diluted to 5.5 x 10° cells/ml with phosphate-buffered saline and subcutaneously
injected in the inguinal area of mice. Four groups of 10 animals (body weight 20-25 g,
35-40 days old) were randomized treated with i.p. injections of free Cra solution and
Cra loaded-liposomes (7 mg/kg/day for seven days) after 24 hours of inoculation of
tumor cells. The control groups were treated with phosphate-buffered saline (pH 7.4)
and empty liposomes daily for seven days. After the treatment, animals were sacrificed
and solid tumors were excised and weighed. Tumor inhibition was expressed as the
mean of body weights of tumor for the treated animal group (T) in comparison to
untreated control group (C). The tumor inhibition activity was then calculated according
to: % Tumor inhibition = [(C — T)/C] x 100 (Wang et al., 2000). Animal experiments
were performed according to the National Cancer Institute (NCI) protocol (Geran et al.,
1972) with the approval of the Ethic Committee for Animal Experimental Assays of the

Federal University of Pernambuco, Brazil.

2.2.6. Histopathological analysis

Sarcoma 180 and animal organs (liver, spleen and kidneys) were submitted to
histological analysis after treatment. Tissues were preserved in a 10% (v/v) buffered-
formalin solution until paraffin inclusions. Slices of sample tissues (4 pum) were
prepared and a fixation with haematoxylin and eosin staining was developed before

optical microscopy examination (Olympus BH-2, Japan).



3. Results and Discussion

3.1. Stability of Cra after exposure to ultrasound and mechanical agitation

The influence of the exposure time of ultrasonic agitation and mechanical stress
on Cra HA activity, expressed as logarithmic values, was evaluated as shown in Table
1. As depicted, a time-effect response of HA activity after submission of Cra to stressful
conditions such as long ultrasound exposition (= 250 sec) and mechanical agitation
(= 48 h) was observed. A reduction on Cra HA activity after sonication during 250 sec
was verified. However, no further alteration was detected for longer time of ultrasound
exposure. Despite the small numerical difference between HA activity values, it is
worthwhile to bear in mind that each 0.3 log-units corresponds to the double
concentration required to promote the same lectin HA activity.

In the inhibition of HA activity trial, the agglutination of rabbit erythrocytes by
Cra was entirely inhibited by glucose or mannose at the minimum concentration of
200 mM, respectively, showing that the lectin HA activity was blocked due to the
binding of Cra to its specific sugars. Therefore, results showed that HA activity of Cra

in buffered solution is affected under ultrasound exposure.

3.2. Preparation of Cra-loaded liposomes

Optimization studies were performed varying the formulation parameters aiming to
obtain stable liposome preparations containing encapsulated Cra. In order to avoid auto-
oxidation and hydrolysis of phospholipids and to maintain the optimal pH range (from
54 to 7.4) for Cra stability, a pH 7.4 phosphate buffered solution was chosen as
aqueous phase. Several batches of surface positively charged liposomes containing Cra
at different concentrations were developed and evaluated according to their accelerated
and long-term stability.

In the present work, threalose was successful used as cryoprotector. In fact, stable
lyophilized preparation of Cra loaded-liposomes were obtained, which remained
stabilized for over two years. The morphology of lyophilized Cra loaded-liposomes was
analyzed after hydration by SEM. No changes in the shape and particle size were
observed after hydration of lyophilized liposomes. These results corroborated those

ones previously reported by Bendas and colleagues (1997). They investigated the



cryoprotective activity of carbohydrates on freeze-thawed and lyophilized liposomes
and showed that the cryoprotection is due to their ability to directly interact with the
hydration site of phospholipids mimic the presence of water. Additionally, they
speculate the protective ability of sugars is also manifested in preventing the increase of
gel-to-fluid phase transition temperature associated with dehydration of phospholipids.
Cra solution HA activity in solution was affected by ultrasound exposition,
however the entrapment of Cra into liposomes preserved its HA activity despite the
liposome preparation involved a sonication step. A highly efficient Cra encapsulation
(84%) into liposomes was achieved for an initial concentration of 700 pg/ml. The Cra
encapsulation ratio was remarkable considering that Cra loaded-liposomes are surface
positively charged, which generally promoted a low protein encapsulation ratio as
reported previously (Van Slooten et al., 2001). Actually, authors found a very low
association efficiency of 9% for interferon-y with liposomes consisted of egg
phosphatidylcholine and stearylamine. Moreover, our results are in conformity with
those reported by Meyer and colleagues (1994) even though interferon-y loaded-
liposomes are surface negatively charged. In fact, they found 90% encapsulation ratio of
granulocyte colony stimulating factor (rhG-CSF, 4 mg/ml) into liposomes prepared with
a mixture of 30 mM of lipids (dimyristoylphosphatidylglycerol, distearoyl
phosphatidylcholine and cholesterol) by using the method of lipid film hydration

followed by freeze-thaw cycles.

3.3. Physicochemical characterization and stability assessment of Cra-loaded

liposomes

Without exception Cra-loaded liposome formulations presented an initial similar
macroscopic aspect of fluid colloidal yellowish suspension, ranging from opaque to
clear, with a bluish hue reflect. This last property was taken for granted as a preliminary
evidence for the formation of stable nanometric liposomes. This phenomenon was
verified by determining the vesicle size distribution where large unilamellar vesicles
were observed with a mean diameter of 285 + 60 nm. The SEM morphological analysis
showed spherical shaped and well-dispersed vesicles.

Liposome suspensions were submitted to mechanical resistance testing. It was

observed that preparations supplied stability to the transport simulation test by



mechanical agitation. Liposomes remained stabilized without noticed physicochemical
changes after centrifugation or under freeze-thaw cycles. The formulations presented
the same macroscopic aspect and hold stability even after the sixth freeze-thaw cycle.
These results are in agreement with those previously reported (Pontes et al., 1999).
The stability of liposome suspensions stored at 4 £ 1°C was maintained for over
24 months. After this term the suspension of liposomes presented instability signs such
as creaming, lipidic aggregates and loss of protein content. A slight gradual decrease in
pH values was observed from 7.58 to 7.40 over a period of 60 days for liposome
suspension stored at 4°C £ 1°C. This might indicate a slow lipid degradation that
induced fatty acid formation. Pontes and co-workers (1999) have already shown that the
main degradation pathway for a lipidic medium leads to the formation of fatty acids,
interfering in the electrical conductivity and gradually reducing the pH of preparations.
The adjustment of the initial pH minimizes the phospholipid hydrolysis rate.
Although such an issue had usually been used to control pH variation of liposome
suspensions, this was not verified in the case of Cra loaded-liposomes. The phosphate
buffered solution chosen as aqueous phase was not enough to prevent the pH decrease
of liposome suspension under storage conditions. On the contrary, lyophilized Cra
loaded-liposomes presented no pH alterations after redispersion. They also remained

stabilized for over two years and encapsulated Cra preserved its HA activity.

3.4. In vitro release profile of Cra loaded-liposomes

The release of Cra loaded-liposomes is depicted in Fig. 1. Cra release profile was
typecast for the majority of drug kinetics from nanocolloidal systems, which present
two different steps. An initial burst of Cra released (60%) was attaining at the first
15 minutes of the kinetic process. This burst effect was probably due not only to the
presence of non-entrapped Cra (~26 %) in the release medium, but also because of
adsorbed Cra at the surface of liposomes. A fast Cra release from liposomes was then
observed in view of the escaping tendency of the lectin to the incubation medium,
which has low Cra concentration. Therefore, a second stage was succeeding by a

gradual release attaining to 92% within two hours of the release experiment.



3.5. Antitumor activity of Cra loaded-liposomes

In the current work the effect of intraperitoneal administration of Cra loaded-liposomes
on the tumor inhibition of Sarcoma 180-bearing mice was examined (Fig. 2). Tumor
attained a remarkable shrinkage under Cra treatment, which reflect an antitumor action
of the lectin. Measurements of tumor weight for experimental animal groups were
depicted in Fig. 2a. A broad data dispersion was observed, especially in the control
group. This discrepancy can be explained by the individual animal response to the
implanted tumor. However, the treatment with Cra loaded-liposomes promoted a much
uniform response with tumor weights ranging from 0.383 to 0.498 g (S.D. 0.029). A
dramatic shrinkage of Sarcoma 180 (71%) occurred in response to the administration of
Cra loaded-liposomes (Fig. 2b). A 30% improvement on tumor inhibition was achieved
with the encapsulation of Cra into liposomes related to a free Cra solution treatment.
Unexpected, a small tumor inhibition of 2% was verified for the treatment with empty
liposomes. This effect could be credited to some scattering of individual response or
even to the stimulation of the immune animal response by liposomes acting as foreign
bodies. The mice body weight diminishing was more pronounced with the treatment of
Cra-loaded liposomes (Fig. 2¢), which corroborate the Cra antitumor activity.

A potent antitumor activity (88.5%) of the lectin extracted from oyster mushroom
Pleorotus osteratus was observed against Sarcoma 180 after a long treatment with 1.5
mg/kg body weight/day for 20 days (Wang et al., 2000). In contrast, an inhibition of
only 43% of Sarcoma 180 was achieved for the treatment with free Cra solution at a
dose of 7mg/kg body weight/day for 7 days. This lower Cra activity was probably due
to a deficient stimulation of the immunosystem during such a short period of time.

Based on the literature (Gabius et al., 1994; Timoshenko et al., 2001) the
mechanism of the Cra antitumor activity can be speculated as an stimulating effect of
the lectin on the animal immune system. Actually, it was reported that plant lectins such
as Viscum album agglutinin (VAA, Mistletoe lectin) and N,N’-diacetylchitobiose-
binding lectin from Urtica dioica are able to affect the functional activity of cells
supposedly involved in antitumor immunity (Hajto et al, 1998). The VAA
demonstrated to suppress growth and extent of tumor colonization when administered in
small doses, which can also affect levels of cytokines and acute phase reactants in
cancer patients. More recently, it was proved that VAA promoted a significant increase

in the number of macrophages and a reduction on melanoma cells in mice lungs of and



also, CD4" and CDS8" thymocytes were increased (Mengs et al., 1997). In late years,
immune stimulating effects of certain lectins have being the focus of considerable
interest for application in cancer biotherapy (alternative medicine). In vitro, a galactose-
specific lectin from Viscum album has been reported to upregulate the gene expression
and secretion of pro-inflammatory cytokines including interleukin (IL)-1-¢, IL-1-4, IL-
6, IL-12, tumor necrosis factor (TNF)-¢, interferon (IFN)-y and granulocyte
macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) by human leucocytes (Timoshenko et
al., 2001).

In spite of the reduction of Cra haemagglutinating activity after submission to
ultrasound exposition, Cra encapsulated into liposomes might preserve its conformation
and promoted a significant antitumor activity against Sarcoma 180, although, the

precise Cra action mechanism remained somewhat misunderstood at the present time.

3.6. Histopathological Analysis

The histopathological analysis of Sarcoma 180 (Fig. 3) revealed that the treatment
of animals with Cra loaded-liposomes promoted a reduction on the density of tumoral
cells (Fig. 3c). As a consequence, the Cra toxicity was reduced in comparison to the
control group (Fig. 3a) and the treatment with free Cra solution (Fig. 3b). The
occurrence of fibrosis, extensive necrosis areas and an apparent proliferation of tumoral
cells were observed.

A hepatotoxicity of Cra was also revealed as a result of lymphocyte infiltration in
liver of animals treated with free Cra solution (Fig. 4). In contrast, no abnormalities
were observed in liver for the treatment with Cra-loaded liposomes, corroborating the
ability of liposomes to diminish Cra cytotoxicity. In effect, no morphological alterations

were noticed on spleen and kidneys after treatment with Cra loaded-liposomes.

4. Conclusions

Results demonstrated that Cra haemmaglutinating activity was modified under long
time of exposure to ultrasound and mechanical stress. However, the entrapment of Cra
into liposomes was able to preserve HA activity despite the liposome preparation
involved a sonication step. Lyophilized Cra loaded-liposomes were obtained with

spherical shaped vesicles, which maintained their stability over two years when stored



at 4°C. A highly efficient Cra encapsulation into surface positively charged liposomes
was achieved. In sink conditions, the in vitro release profile of Cra loaded-liposomes
was substantially faster, considering that over than 90% of the Cra content was
delivered during the two hours of the release process. However, the encapsulation of
Cra into liposomes promoted an improvement on its in vivo antitumor activity against
Sarcoma 180 in relation to free Cra solution. Furthermore, histopathological analysis
revealed that Cra encapsulation into liposomes promoted a reduction of its toxic effect
on liver, spleen and kidneys. Achievements herein allow hypothesizing that Cra loaded-
liposomes might have antitumor effect by stimulating the immune system of animals
and offer a potential new therapeutic issue to be exploited as an adjuvant agent for

cancer therapy.
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Table 1.
Effects of wultrasonic agitation and mechanical stress on the Cra

haemagglutinating (HA) activity

Ultrasonic agitation Mechanical stress
(Continuous, 200 W power) (150 strokes/min)
Time of
exposure 100 (sec) 250 (sec) 500 (sec) 24 (h) 48 (h)
HA activity
(Log) 3.01 2.71 2.71 3.01 2.71
[Cra] ng/ml 341 6.80 6.80 341 6.80

[Cra] = concentration of Cra corresponding to the haemagglutinating (HA) activity



List of Captions

Figure 1. In vitro release profile of Cra loaded-liposomes (5 ml, 700 pug/ml) in pH 7.4
phosphate buffered solution (50 ml) at 37°C using ultrafiltration/ultracentrifugation

technique.

Figure 2. Evaluation of the effect of free Cratylia mollis lectin (Cra) in solution and Cra
loaded-liposomes on the inhibition of mice-bearing Sarcoma 180 (5x10° inoculated
cells/animal). Animal treatment regimens are performed as following (7 mg/kg/day for
7 days, 10 animals/group): Control received saline solution (group 1), empty liposomes
(group 2), free Cra solution (group 3), and Cra loaded-liposomes (group 4). Cra activity
was assessed on: Tumor weight scattering diagram (a); tumor inhibition in comparison

with the control group (b), and body weight of treated animals (c).

Figure 3. Morphological aspect of Sarcoma 180 after treatments with free Cra solution
and Cra-loaded liposomes, showing a normal proliferation of cells for the control
animal group (a), a decrease on cellular density for the treatment with Cra loaded-
liposomes (b) and the presence of necrosis areas for free Cra solution (¢) (Magnification

400 x). Arrows show necrosis areas.

Figure 4. Histopathological aspect of liver of animals treated with free Cra solution.

Arrows indicate focal lymphocitary infiltration (Magnification 400 x).
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CONCLUSOES

As andlises dos resultados obtidos na realizacdo desta dissertagdo permitem
elaborar as seguintes conclusoes:

1. Os ensaios preliminares demonstraram que a Cra ndo manteve sua estabilidade
avaliada pela atividade hemaglutinante quando submetida a condi¢des agressivas
da preparagdo e caracterizagao de lipossomas (ultra-sons e estresse mecanico).

2. Lipossomas SUV estaveis compostos de 36umol de fosfolipidio [PC, CH e SA
(7:2:1)] contendo Cra encapsulada na concentracdo de 700pg/ml foram obtidos
pelo método de redispersao de filme lipidico seguido de ultra-som.

3. Uma taxa de encapsulacdo de 84% de Cra nos lipossomas foi determinada.

4. Lipossomas contendo Cra apresentaram uma forma esférica e manteve sua
estabilidade por mais de 1 ano quando armazenados a 4°C.

5. O estudo da cinética in vitro permitiu estimar a taxa de liberacdo da Cra das
formulagdes de lipossomas. A liberacdo de lipossomas foi substancialmente
rapida, considerando que mais de 50% de Cra foi liberada durante os primeiros
25 minutos do processo da cinética de liberacdo. Estes sistemas mostram uma
liberagdo de Cra em duas horas.

6. A atividade antitumoral da Cra encapsulada (71%) demonstrou um potencial
inibi¢do do Sarcoma-180 de 28% em relagdo a Cra livre (43%).

7. As andlises histopatologicas observaram uma reducdo dos efeitos toxicos
provocados pela Cra livre quando a mesma foi administrada por um sistema de
liberagdo controlada.

8. A encapsulacao da Cra em lipossomas potencializa a atividade antitumoral e
diminui a toxicidade.

9. Os achados deste estudo sugerem Cra-lipossomas como uma nova possibilidade

terapéutica, devido a sua estabilidade e atividade antitumoral.



