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RESUMO

A importancia farmacolégica dos gangliosidios tem crescido nos ultimos
anos devido & identificacdo desses compostos como antigenos, produzindo
anticorpos antigangliosidios que podem estar envolvidos em algumas doengas
autoimunes ou neuropatias. Os estudos na literatura dos gangliosidios
abrangem desde suas propriedades e fungdes nas membranas neuronais
assim como a sua farmacologia no sistema nervoso central, quando injetados
na forma pura em animais e humanos. Entretanto, o estudo de seus efeitos no
sistema imunolégico, quando associados aos lipossomas, ainda & escasso, ©

que motivou o desenvolvimento dessa pesquisa.

Este trabalho compreendeu a preparacdo e caracterizacdo de lipossomas
multilamelares  compostos de  dipalmitoilfosfatidilcolina,  colesterol,
dihexadecilfosfato e gangliosidios, monossialogangliosidic {GM1) e Mist
(mistura de GM1 21%, dissialogangliosidio (GD1a) 40%, dissialogangliosidio
(GD1b) 16%, trissialogangliosidic (GT1b) 19%) e avaliacdo do efeito
imunologico destes lipossomas quando injetados em camundongos. Os
animais testados foram camundongos do tipo Balb/c, os quais receberam seis
doses de lipossomas a cada duas semanas, perfazendo um total de doze
semanas. Apos este periodo os animais foram sacrificados e seus soros
submetidos a testes ELISA para avaliacdo da producdo de anticorpos
antigangliosidios, classes IgM e igG. Em termos de significancia estatistica os
lipossomas livres de gangliosidios e os associados & Mist nao apresentaram
imunogenicidade e alguns soros de animais tratados com lipossomas
associados ao GM1 apresentaram algumas classes de imunoglobulinas.
Porém, em termos de avaliagcdo para diagnostico de anticorpos, todas as
formulacdes foram consideradas nao imunogénicas quando considerada as

unidades arbitrarias.

Palavras chave: lipossomas, gangliosidios, anticorpos antigangliosidios
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ABSTRACT

The pharmacological importance of gangliosides has increased in the last
few years due to the identification of these compounds as antigens, producing
antiganglioside antibodies, which may be involved in autoimmune diseases or
neuropathy. Studies in ganglioside literature encompass their properties and
functions in the neuronal membranes as well as their pharmacology in the central
nervous system upon injection in pure ganglioside form in animals and humans.
However, as associated to the liposomes, the studies of their effects on the

immunological system are still scarce, which motivated the development of this

research.

This work includes the preparation and characterization of multilameliar
liposomes consisting of dipalmitoyl phosphatidyl choline, cholesterol,
dihexadecyiphosphate and gangliosides, monosialogangtlioside (GM1) and Mist
(mixture of GM1 21%, disialoganglioside (GD1a) 40%, disialoganglioside (GD1b)
16%, trisialoganglioside (GT1b) 19%) and evaluation of immunoiogic effect of
these liposomes as administered in mice. The animals tested were Balb/c mice,
which were treated with six liposome doses at 2 week-intervals during twelve
weeks. After this period the animals were sacrificed and their sera were assayed
by ELISA tests in order to evaluate the production of antiganglioside antibodies of
IgM and IgG classes. With respect to the statistical significance, the liposomes
without gangliosides and the ones associated to the Mist were non immunogenic
and some of animal sera, which were treated with iiposomes associated to the
GM1, showed some Immunoglobulin classes. However, in terms of evaluation of
the antibody diagnostic, all of liposome formulations were considered non
immunogenic in regard to the arbitrary units.

Key words: liposomes, gangliosides, antiganglioside antibodies.
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Capitulo 1 — Introducéo 1

Capitulo 1

INTRODUGCAO

Os ganglicsidios sdo componentes normais da membrana celular da
maioria dos tipos de células, com concentragdes maiores nas células do sistema
nervoso (Teftamanti & Riboni, 1994). Funcionam como receptores ou co-
receptores para agentes bioativos tais como citocinas, horménios e toxinas.
Considera-se que eles estao envolvidos em processos celulares tais como,
diferenciacdo, morfogénese, reconhecimento celular, interagées célula-célula e
controle do crescimento (Bergelson, 1995).

A maioria dos estudos dos gangliosidios na literatura abrange suas
propriedades e fungdes nas membranas neuronais (Tettamanti & Riboni, 1994).
Recentemente o interesse pelo seu estudo tem crescido devido a identificacao
destes compostos como antigenos, produzindo anticorpos antigangliosidios, os
quais tém sido detectados em pacientes com doengas autoimunes (Mizutamari et
al., 1998). Desde a sua identificagdo como antigenos em pacientes com
neuropatias tem crescido o interesse pelo estudo do papel patologico dos
anticorpos anti gangliosidios.

Suas acdes farmacoldgicas tém sido demonstradas em células do sistema
nervoso central e tecidos, em testes in vifro e in vivo em animais sadios e
principalmente com lesbes cerebrais de diferentes naturezas (Peppeu et al,
1994). Acredita-se que misturas de gangliosidios livres de proteinas, originadas
do cérebro bovino, ndo séo capazes de produzir efeitos colaterais mediados pelo
sistema imunolégico quando administradas parenteralmente (Asbury, 1984). No
entanto, os efeitos colaterais dos gangliosidios usados terapeuticamente ainda
nao estao totalmente elucidados.

A associacao de gangliosidios a veiculos carreadores representa uma
forma alternativa para sua apresentacdo ao sistema imunolégico, bem como uma

alternativa para contornar possiveis efeitos colaterais da substancia ativa.



Capitulo 1~ Introducao 2

Dentre os veiculos carreadores, os lipossomas (vesiculas lipidicas)
constituem opcdes relevantes em aplicagdes, onde a encapsulagdo e / ou a
associagdo de compostos a sua superficie sdo requeridos tanto como forma
alternativa de apresentagao de antigenos como para a liberagdo controlada de
compostos terapéuticos. O sucesso dos lipossomas em aplicagées médico-
farmacéuticas, ressaltado em inUmeros trabalhos desde a década de 60, esta
diretamente associado as suas caracteristicas fisico-quimicas, biocompatibilidade,
baixa toxicidade e imunogenicidade reduzida ou inexistente, além de apresentar
uma composicao semelhante & da membrana ceiular (Lasic, 1993). Vérios
estudos sobre a interagao de lipossomas vazios com o sistema imunolégico foram
realizados na década de 90.

A associagao de gangliosidio tipo GM1 a lipossomas foi muito estudada,
com © objetivo de prolongar o tempo de meia vida dos lipossomas na corrente
sanguinea (Marjan & Allen, 1996). No entanto, os estudos dos efeitos dos
gangliosidios associados a lipossomas, quando usados para fins terapéuticos,
ainda sdo0 escassos na literatura e envolvem praticamente os trabalhos de Masso6
et al. (1996) que tiveram como objetivo a avaliacdo da resposta imune humoral em
camundongos tratados com o gangliosidio GD3 associado a lipossomas.

A importancia farmacolégica dos gangliosidios, a ndo imunogenicidade
dos lipossomas e a escassez de dados sobre os efeitos dos lipossomas
associados a gangliosidios no sistema imunolégico motivaram o desenvolvimento
deste trabalho, cujo objetivo principal foi avaliar a produ¢io de anticorpos dos
isotipos IgM e 1gG, decorrentes da administragdo em camundongos sadios, de
gangliosidios GM1 e uma mistura desses compostos com varios comprimentos de
cadeia, associados a lipossomas. A abordagem do assunto foi feita em duas
grandes etapas: preparagdo e caracterizacdo de lipossomas multilamelares
compostos de dipaimitoilfosfatidilcolina, colesterol, dihexadecilfosfato e
gangliosidios, a saber: monossialogangliosidio (GM1) e Mist (mistura de GM1
21%, dissialogangliosidic (GD1a) 40%, dissialogangliosidio (GD1b) 16%,
trissialogangliosidio (GT1b) 19%)) e avaliagdo do efeito imunolGgico destes

lipossomas quando injetados em camundongos.



Capitulo 1 — Infrodugéo 3

Os gangliosidios GM1 e Mist usados neste trabalho sao empregados em
tratamentos clinicos com o objetivo de recuperar lesées de diferentes ordens no
sistema nervoso central.

Os lipossomas foram do tipo multilamelares compostos de
dipalmitolifosfatifilcolina e colesterol, contendo 20 %mol de gangliosidio e
quantidades variaveis de dihexadecilfosfato.

Os animais usados foram camundongos do tipo Balb/c, os quais
receberam 6 doses de lipossomas a cada duas semanas, perfazendo um total de
doze semanas. Apds esse periodo os animais foram sacrificados, e seus soros
submetidos a testes ELISA para avaliacdo da producdo de anticorpos

antigangliosidios.

A relevancia deste trabatho reside na contribuicdo para as aplicacbes
terapéuticas dos gangliosidios associados a lipossomas, através da avaliacao da

produgao de anticorpos antigangliosidios em animais sadios.
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Capitulo 2

OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo a preparacdo e caracterizagdo de
lipossomas multilamelares compostos de dipalmitoilfosfatidilcolina, colesteral,
dihexadecilfosfato e gangliosidios, monossialogangliosidio (GM1) e Sinaxial®
(Mistura de GM1 21%, dissialogangliosidio (GD1a) 40%, dissialogangliosidio
(GD1b) 16%, trissialogangliosidio (GT1b) 19%) e avalia¢do do efeito imunologico
desses lipossomas quando injetados em camundongos Balb/c.

O trabalho foi composto de duas grandes etapas, cujos aspectos
estudados estao apresentados no diagrama abaixo:

+ Condicoes de processo para a

preparacao dos lipossomas

- «» Caracterizacio de lipossomas
Preparacao e
caracterizagdo de -raio hidrodindmico e distribuicdo
lipossomas MLV’'S de tamanhos
com gangliosidios [::1'> -integridade da bicamada
associados ,

-temperatura de transigao de fase

—

-estrutura dos lipossomas

-morfologia dos lipossomas

*
0.0

V

administragdo dos lipossomas em

L camundongos Balb/c
Avaliagao dos

efeitos no sistema
imunologico sorolégicos para avaliagdo da

sacrificio dos animais e testes

»,
Q‘O

producao de anticorpos

antigangliosidios (IgM e igG)
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Capitulo 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 - Lipossomas cbndeito, estrutura e classificagido

Conceito - Os lipossomas sdo vesiculas esféricas ccnstituidaé
predominantemente de lipidios anfifilicos, os quéis sdo rcaracterizados pela
presenca de grupos hidrofilicos e hidrofobicos. Esses lipidios quando dispersos
em agua organizam-se espontaneamente em agregados, de modo a ndo exporem
seus grupos hidrofébicos ao meio aquoso, formando uma bicamada gue isocla um
compartimento aquoso interno envolvido pela porgdo hidrofilica, conforme Figura
3.1c. Entretanto, nem todos os lipidios anfifilicos formam lipossomas em meio
aquoso, podendo originar outros diferentes agregados lipidicos, tais como micelas
e outras estruturas. A formagdo dessas diferentes estruturas depende das
interagbes entre as moléculas, das interacdes com a agua e da relagdo entre as
areas das regides hidrofilica e hidrofébica da molécula.

A formacdo de micelas é favorecida quando a area da cabeca polar é
maior que da cadeia acila (Figura 3.1a). Na formagdo das bicamadas ha a
combinacdo de duas monocamadas lipidicas formando uma folha de duas
dimensfes, onde as caudas hidrofébicas de cada monocamada interagem
expulsando a agua do seu interior. Esta estrutura de agregados lipidicos ocorre
principalmente quando as areas das porgbes hidrofobicas e hidrofilicas séo
similares (Figura 3.1b).

Bicamada

Unidades
Individuais
conicas

Cavidade

Unidades individuais 90008

cilindricas

(2 Micela ssférica ®)  Sicamada lipidics {¢}  Lipossoma

Figura 3.1 - Agregados de lipidios anfifilicos formados em meio aquoso. a) micela
esférica; b) bicamada; ¢) lipossoma. Figura adaptada de Lehninger et al. (1993).



Capitulo 3 — Reviséio Bibliografica _ 6

Estrutura ~ Os compostos anfifilicos que contém duas cadeias longas de
hidrocarbonetos tal como fosfoiipidi'os tendem a formar bicamadas. Na Figur a 3.2
estdo representadas as férmulas estruturais moleculares dos fosfolipidios mais
comumente usados em estudos animais e clinicos com lipossomas. Esta classe
de lipidios & caracterizada pela presenga de um grupc fosfatidil (cauda) e um
segundo grupo (cabeca polar), o qual define o tipo de fosfbiipidéo, podendo ser:
fosfatidilcolina  (PC), fosfatidiletanolamina  (PE), fosfatidilserina  (PS),
fosfatidilglicerol (PG), écido fosfatidico (PA) e fosfatidilinositol (P1).

Porgdo fosfatidil Cabeca polar Abreviagio do nome comum
hlée + Fosfatidil
0~ Hy~C Hz-i;d—Me colina PrC
Me
+
O"CHZ—CHZ—NH3 etanolamina PE
+
. _ANH
0 0-CH 3 serina PS
o)
O~pP—
D“ (l} OwCHZ-—(I:H—-(!: Hp glicerol PG
OH OH
0-H acido PA
OH
)
inositol Pl
OH

Figura 3.2 - Formulas estruturais moleculares de fosfolipidios de fosfatidil. Figura
adaptada de New, 1990,

A fosfatidilcolina (PC) tem sido ¢ lipidio estrutural mais utilizado como
componente dos lipossomas para aplicagdes farmacéuticas, sendo a rigidez e a
permeabilidade das bicamadas dependentes do tipo e da pureza da PC como,
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também, dos outros lipidios adicionais, como o colesterol que tende a modificar a
rigidez das bicamadas. O comprimento da cadeia alquila e o grau de insaturacgéo
interferem diretamente na rigidez das bicamadas lipidicas (Storm & Crommelin,
1998).

Conforme relatado por New (1990), devido as bicamadas dos lipossomas
serem constituidas de fosfolipidios, os quais s&o também os constituintes lipidicos
principais das membranas celulares, pode-se utiliza-las como modelos de
membranas celulares e, também, como veicuios para aplicagbées nas areas
médicas com diferentes propdsitos. Os fosfolipidios s@o derivados de fontes
naturais e sintéticas.

Classificacdo - Os lipossomas podem ser classificados quanto as suas
propriedades estruturais ou quanto ao método de preparacdo. Crommelin &
Schreier (1994) apresentam a classificacao dos lipossomas baseada em sua
estrutura e método de preparacao (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Classificagao dos lipossomas quanto a estrutura e o método de
preparacao. Tabela adaptada de Crommelin & Schreier (1994).

(a) Baseado nos parametros estruturais

MLV Vesiculas grandes multilamelares ("Multilamellar Large Vesicles™ >0,5 pm
oLV Vesiculas oligolamelares (“Oligolamellar Vesicles™ 0,1 — 1um
uv Vesiculas unilamelares (“Unilamellar Vesicles”) todas as faixas de tamanhos
SUv Vesiculas unilamelares pequenas, (*“Small Unilameillar Vesicles”) 20-100 nm
MUV Vesiculas unilamelares tamanho meédic ("Medium size Unilamellar Vesicles”)
LUV Vesiculas unilamelares grandes (*Large Unilamellar Vesicles™ >100 nm
GUvV Vesiculas unilamelares gigantes

{“Giant Unilamellar Vesicles”) didmetros >1 ym
MVV Vesiculas multivesiculares (*Multivesicular Vesicles”) >1 uym

{b) Baseado no método de preparagdo dos lipossomas

REV Vesiculas simples ou oligolamelares obtidas pelo método de evaporagio de fase-
reversa (“Reverse-phase Evaporation™)

MLV-REV Vesiculas muitilamelares obtidas pelo método de fase reversa

SPLV Vesiculas plurilamelares estaveis (“Stable Plurilamellar Vesicles”)

FATMLV MLV obtida pelo método de congelamento — descongelamento
("Frozen and Thawed MLV™)

VET Vesiculas preparadas pelo método de extrusdo

DRV Vesiculas obtidas pelo métedo de desidratacdo-reidratacio (“Dehydration-
Rehydration Vesicles”)
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De acordo com a Tabela 3.1 as vesiculas podem variar quanto ao
tamanho, numero e posicac das lamelas de acordo com os lipidios e os métodos
de preparacdo empregados. A variagao do nimero de lamelas desde SUV até
GUV define o tamanho das vesiculas, embora os limites de cada faixa de tamanho
nao sejam rigorosamente seguidos.

Embora existam atualmente varios tipos de lipossomas em
desenvolvimento e avalia¢go em organismos vives, Storm & Crommelin (1998)
apresentaram uma classificacdo dos lipossomas com relagao as caracteristicas de
interacao com sistemas biologicos. A Figura 3.3 ilustra esquematicamente estes
lipossomas: convencional, “Stealth” (estabil}zadds estericamente), direcionados ou
“targeted” e catidnico. Neles as interacdes sao modificadas através da presenca
de cargas ou modifica¢des de superficie dos lipossomas.

Convencional

"Targeted"

Figura 3.3 — Representacio esquematica dos tipos de lipossomas baseados na

interagdo com o0s sistemas biolégicos. Figura adaptada de Storm & Crommelin,
1998.
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Os lipossomas convencionais sao tipicamente constituidos de fosfolipidios
(neutros e / ou carregados) e / ou colesterol e pertencem a uma familia de
vesiculas cuja estrutura € formada por um compartimento aquoso cercado pelas
bicamadas lipidicas. Baseado no trabalho de revisdo apresentado por Storm &
Crommelin (1998), verifica-se que estes lipossomas, quando administrados in vivo,
apresentam um baixo tempo de circulagdo na corrente sanguinea, tendendo a se
acumular rapidamente nas células fagocitarias do sistema fagocitico mononuclear
(MPS), também conhecido como sistema reticulo endotelial (RES). Devido a
abundancia de macréfagos e a elevada irrigacdo sanguinea do figado e bago, ha
um grande acumulo das vesiculas nesses érgaos.

Com a tendéncia de distribui¢do dos lipossomas convencionais no MPS, o
uso destes lipossomas tem sido direcionado preferencialmente para aplicagdes
que tém como alve os macréfagos do MPS, tais como: liberacdo de agentes
antimicrobiais em macréfagos infectados, liberagao de imunomoduladores para
destruicdo de células neoplasicas, para aumentar a resisténcia contra
microorganismos infecciosos e, também, para entrega de antigenos.

Com a baixa estabilidade dos lipossomas convencionais na corrente
sanguinea e a necessidade de seu direcionamento para outros érgaos que nao os
do MPS, no final dos anos 80 novos tipos de lipossomas capazes de permanecer
por maiores periodos de tempo na corrente sanguinea, foram estudados. Esses
lipossomas, designados como de longo tempo de circulagdo, apreseniam
modifica¢des na superficie das vesiculas com a incorporagao de glicolipidios, GM1
e polietilenoglicol (PEG). Com a inclusdo do gangliosidio GM1 na bicamada de
fosfolipidio hd& um prolongamento no tempo de circulagido dos lipossomas na
corrente sanguinea escondendo, assirﬁ, as vesiculas das células do MPS, dando
origem ao termo lipossomas “Stealth” ou furtivo. Apesar dos bons resultados
obtidos para as aplicacbes terapéuticas com estas vesiculas, a extracdo do GM1
via fonte natural (cérebro bovino) ou sintética, tornou a preparacdo desses
lipossomas de alto custo, levando ao surgimento de uma segunda geragao de
formulacbes de lipossomas de longa duragao, a qual é obtida através da ligacéo
covalente de um polimero hidrofilico de polietilenoglicol (PEG) nas bicamadas
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lipidicas. Essas vesiculas modificadas s&o conhecidas como “Stealth’” ou
lipossomas estericamente estabilizados e sua estabilizacdo estérica resulta da
concentragdo dos grupos de PEG altamente hidratados na superficie dos
lipossomas, criando uma barreira contra as interagdes com moléculas e
componentes celulares do meio biolégico. Neste caso, o tempo de meia vida na
corrente sanguinea de humanos pode ser prolongade em relagdo aos
convencionais e tem sido muito utilizadas atualmente (Marjan & Allen, 1896).

Muitos exemplos de aplicacdo de lipossomas do tipo “Stealth® para
encapsulamento de drogas sao apresentados na literatura, tais como:
doxorrubicina (Vaage & Barbera, 1995), vincristina (Uster, 1995), citosina
arabinosideo (Alien, 1995).

Os lipossomas do tipo “targeted” sdo também chamados de
imunolipossomas por possuirem anticorpos ou fragmentos especificos de
anticorpos na sua superficie. Embora essas vesiculas tenham sido pesquisadas
para varias aplicagbes terapéuticas, o seu foco basico tem sido a liberacao de
agentes anti-cancerigenos em tumores.

Os tipos mais recentes dentro dessa mesma classificagdo, quanto as
aplicacdes in vivo, sdo os lipossomas catidnicos, os quais tém sido estudados
como vetores para melhorar o transporte de materiais genéticos em organismos
vivos. Os componentes lipidios catidnicos interagem com o DNA carregado
negativamente, neutralizando-o e promovendo a sua condensagéo em estruturas
mais compactas. Os complexos resultantes, lipidio-DNA protegem o DNA melhor
que quando encapsulados em lipossomas, promovendo a internalizacéo celular e
possibilitando a expressao do plasmideo condensado.

3.2 - Interagoes de lipossomas in vivo

Os lipossomas podem interagir de diferentes maneiras com as células. O
estudo dessas interacdes é de grande interesse nas investigacoes e aplicagbes
dos lipossomas em liberacao de drogas e imunoterapia, além de fornecer

informagbes sobre as interacdes célula-célula, pois as bicamadas sao bons
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modelos de membranas celulares (New, 1990; Lasic, 1993). Estes autores
apresentam uma classificacdo para as diferentes formas de interagdo dos
lipossomas com as células, como:

a) Troca de lipidios ou proteinas com as membranas celulares

A transferéncia de lipidios ocorre por dois processos separados: por
transferéncia associada a proteinas, via solubilidade molecular na fase
aquosa ou por colisbes.

Devido a similaridade dos lipossomas com a bicamada fosfolipidica das
membranas celulares, os lipidos que fazem a transferéncia das proteinas
com a membrana celular, também reconhecem lipossomas e realizam
uma transferéncia lipidica. A troca de lipidios, incluindo o colesterol pode
ocorrer, também, na auséncia de atividade enzimatica. Durante a troca de
lipidios os lipossomas e seus conteddos praticamente ndo se misturam,
exceto em casos nos quais os lipossomas contém drogas lipofilicas, as
quais podem ser transferidas para as lipoproteinas do plasma. Este

mecanismo de transferéncia ainda € pouco entendido.
b) Adsorcao ou ligacdo dos lipossomas as ceélulas

Os lipossomas adsorvem em superficies de diversas células, podendo
leva-las a outras interacbes. Podem permanecer ligados as superficies
celulares até que sejam degradados por mecanismos, Ccomo
reconhecimento pelos macrofagos e captura, degradagédo por lipases e
outras enzimas, desintegragao fisica.

¢} Internalizacao por endocitose ou fagocitose

O mecanismo mais simples para distribuicdo de conteldo de lipossomas
em células € a endocitose. Existem poucas espécies de células envolvidas
nesta internaliza¢@o as quais sao, em geral, derivadas da medula 6ssea e
fagocitam principalmente vesiculas grandes. Essas células fagocitam os
lipossomas no endossoma (vacuolos formados pela invaginacdo das
membranas do plasma) os quais apresentam um pH de 5,0 - 5,5. Os

endossomas, a seguir, sao fundidos com os lisossomas formando um
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lisossoma secundario onde os lipossomas serdo degradados sob pHs de
aproximadamente 4,5. Durante o processo de ruptura dos lipossomas no
lisossoma os conteddos do compariimento agquoso séo liberados e
permanecem nos lisossomas até que sofram a exocitose ou se
desprendam no conteudo celular.

d) Fusao da bicamada lipidica com a membrana celuiar

Essa forma de interagio & proveniente da aproximacgéo dos lipossomas e
membranas celulares que leva a fusio, dando origem a uma mistura de
lipidios lipossdémicos € da membrana celular com liberagdo do contetdo
lipossomal no citoplasma. Esse modelo de interagdo é mais raro de ser

encontrado e & largamente controlado por proteinas de membranas tanto
de células como de virus.

As diferentes interacGes entre os lipossomas e as células variam com o
tipo de lipidio empregado, a preparagéo da vesicula e o tipo de célula

envolvida, com a presenca de receptores especificos e de muitos outros
fatores.

-

A fagocitose & o principal mecanismo de eliminagdo de particulas
estranhas do organismo vivo através do seu engolfamento, ingestao e destruicao
consecutiva. Diversos fatores podem aumentar esta taxa de eliminagao, os quais
séo referenciados principalmente como opsoninas, as quais s&c substancias
capazes de aumentar a fagocitose, sendo os anticorpos e as proteinas do
complemento as principais. E comumente dividida em endocitose (ingestdo de
materiais particulados) e pinocitose (ingestdo de materiais solGveis), sendo a
endocitose a principal responsavel pela captura dos lipossomas nos organismos
vivos. As celulas fagociticas incluem os macréfagos granuldcitos, circulantes
{monécitos fagociticos) e os locais. Os macréfagos locais s80 os mais importantes
na captura dos lipossomas e se localizam no figado (células de Kupfer), tecidos

linfoides (baco, linfonodo), puimao (macrofagos alveolares) e tecidos conjuntivos.

Os macréfagos sdo ativos em processos de inflamagio ou imunidade e

sua funcdo mais simples €& fagocitar particulas estranhas ac organismo em
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circulagdo. Normalmente os macrdfagos sao referidos como sistema reticulo
endotelial (RES) ou como sistema fagocitico mononuclear (MPS) e contém em sua
superficie ligantes seletivos, os quais sdo receptores especificos de agticares para
glicoconjugados, fragmentos cristalizavel (Fc) de subclasses de IgG e,

possivelmente, receptores para lipidios especificos (Lasic,1993).

Os efeitos dos lipossomas na imunopotenciacao para alguns antigenos ja
estad estabelecido; entretanto, o seu mecanismo de ag¢dc para estimular a
producéo de anticorpos ainda ndo se encontra bem elucidado. Acredita-se que os
lipossomas atuam como imunomoduladores com ac¢éo imunoadjuvante ativando
macréfagos, ou atuando sobre outras células do sistema imunolégico como os
linfocitos B {Ghosh & Bachhawat, 1995).

A Figura 3.4 ilustra, de forma geral, a imunomodulagao dos lipossomas no
sistema imunolégico.

lipossomas
sistema
imunolégico
ativagao de
linfécitos B k macréfagos e
linfocitos T
interagio interagas
linfécitos jinfocitos
BxT TxT
resposta produgaoc sem produgac| resposta
imune de de imune
humoral anticorpos anticorpos celular

Figura 3.4 — Esquema geral da imunomodulagdo dos lipossomas no sistema
imunolégico.
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A atuacao dos fipossomas no sistema imunologico pode levar a dois tipos
de respostas, imune humoral ou imune celular. A resposta imune humoral resulta

na produgao de anticorpos e a imune celular sem a producdo de anticorpos.

Os lipossomas podem ser fagocitados pelos macrofages, apresentados e
reconhecidos pelos linfocitos T, os quais mediados pelos linfécitos B e linfécitos T
auxiliares levam a producao de anticorpos ou através das vesiculas que podem
ser reconhecidas pelos linfocitos B e levando, também, a produgao de anticorpos.
Para a resposta imune celular os lipossomas fagocitados séo processados

basicamente pelos linfocitos T citotoxicos e pelas células T auxiliares (Harlow &
Lane, 1988).

O comportamento in vivo dos lipossomas pode ser muito diferente do
comportamento in vifro, pois as opsoninas, as quais nao necessariamente

induzem maiores alteragdes in vifro, podem produzir um aumento da fagocitose
pelos macrofagos.

3.3 - Aplicagoes de lipossomas em imunologia
3.3.1 - Lipossomas associados a antigenos de proteinas ou peptidios

Os antigenos podem ser encapsulados em lipossomas ou associados as
suas superficies. A Figura 3.5 apresenta um esquema geral da atuacao de
lipossoma-antigeno na geracdo de resposta imune. Neste esquema o antigeno
considerado € uma proteina ou peptidio. Conforme estudos apresentados por

Huang et al. (1992) e New (1990) inicialmente os lipossomas s&o absorvidos pelos
macréfagos via endocitose.
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Antigeno - lipossoma

Antigeno - ipossoma
convencional

pH sensivel

Lipossoma fagocitado no

Lipossama fagocitado no
endossoma do 