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RESUMO

O direcionamento e acimulo de drogas em tumores € um dos grandes desa-
fios das quimioterapias. Os principais beneficios desta estratégia terapéutica seriam
0 aumento da poténcia farmacoterapéutica e a diminuicdo dos efeitos colaterais.
Dentre as possibilidades envolvendo o direcionamento dos quimioterapicos, estdo
0 uso de enzimas, anticorpos, lipossomas e microemulsdes. O presente trabalho
objetiva mostrar as possibilidades da utilizacdo dos receptores da lipoproteina de
baixa densidade (LDLr) como alvo para o direcionamento de quimioterapicos. Esta
hipdtese vem sendo estudada desde meados do século passado e é fruto da desco-
berta da importancia dos LDLr em tumores com crescimento descontrolado. Esta
é a principal via de fornecimento de colesterol para a producdo de membranas para
as células tumorais que apresentam uma maior expressao de LDLr.
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ABSTRACT

Drug targeting and accumulation in tumors are great challenges of chemo-
therapy. The main benefits of this therapeutical strategy would be the increase of
the pharmacotherapeutical potency and the reduction of collateral effects. Amongst
the possibilities involving chemotherapic targeting are the use of enzymes, anti-
bodies, liposomes and microemulsions. The aim of the present study is to show
the possibilities of the use of low density lipoprotein receptors (LDLr) as a target
for chemotherapics. This hypothesis has been studied since the middle of the last
century and it derives from the discovery of the importance of LDLr in tumors
with uncontrolled growth. This is the main way used by tumor cells to supply the
cholesterol needed in the production of membranes, because these cells present a
more expressive amount of LDLr.
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Introducéo

A terapia seletiva no tratamento do cancer,
através de veiculos capazes de direcionar drogas
anti-neoplasicas ao alvo, vem sendo objeto de varios
estudos. Até hoje, ndo ha nenhuma substancia que
seja completamente seletiva para células malignas,
sendo que os quimioterapicos utilizados séo toxicos,
de modo dependente da dose (ROTHENBERG et
al.,2003).

Os efeitos colaterais dos quimioterapicos
estimulam as pesquisas de veiculos para entrega
seletiva de farmacos aos tumores. As pesquisas
envolvem o uso de enzimas, anticorpos, lipossomas
e microemulsdes (VAN BERKEL, 1993).

Dentre os veiculos que podem ser utilizados
com este propésito, a lipoproteina de baixa den-
sidade (LDL), que é um constituinte normal do
sangue, além de ser a principal transportadora de
colesterol para todos os tecidos, vem sendo estuda-
da. O colesterol, um dos principais constituintes da
membrana celular, é obtido pela célula por sintese
celular ou via captacdo de LDL. Ha evidéncias que
varios tipos de células neoplasicas possuem maior
captacdo de LDL: medida da captacdo de LDL pelos
tumores; diminuigdo da LDL plasmatica em pacien-
tes com cancer; aumento do nimero de receptores
para LDL (LDL-R) em células tumorais. Devido a
estes aspectos, ha mais de duas décadas estuda-se
a possibilidade de veicular drogas através da LDL
ou de substancias que atuem similarmente a ela
(FIRESTONE, 1993).

LDL

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é a
principal transportadora de colesterol na circulagéo,
carregando cerca de 2/3 do colesterol total (BRO-
WN et al., 1981). As particulas de LDL possuem
um didmetro médio de 22nm e sdo constituidas de
aproximadamente 170 moléculas de triglicerideos e
1600 moléculas de colesterol esterificado, com 700
moléculas de fosfolipidios na monocamada que a
reveste, contendo apenas uma apolipoproteina, a
apoB-100 e 600 moléculas de colesterol livre, sen-

do um tergo no interior da vesicula e o restante no
envoltorio. (HEVONOJA et al., 2000).

A ApoB-100 é uma das maiores proteinas
monomeéricas conhecidas, contendo aproxima-
damente 4536 aminoéacidos. As apolipoproteinas
possuem distribui¢cdo dindmica entre diferentes
lipoproteinas, isto €, uma mesma molécula pode ser
translocada para diferentes complexos lipoprotéicos
na circulacdo sanguinea. A apo B-100 e Apo B-48,
devido provavelmente ao seu grau de interacao
com os componentes lipidicos das lipoproteinas,
ndo apresentam esta propriedade de translocacéo
(HEVONOJA et al., 2000).

ALDL é originada da VVLDL (lipoproteina de
muito baixa densidade), que é produzida no figado
e convertida em LDL, através de processo metabo-
lico ocorrido na circulagdo. Possui uma meia-vida
plasmatica de aproximadamente dois dias. Sua
densidade variaentre 1,019 e 1,063 g/ml, possuindo
3 subclasses bem definidas dentro desta variagao
de densidade (RHAINDS et al., 1999).

A remocéo da LDL do plasma é feita princi-
palmente pelo figado, mas também perifericamente,
ocorrendo a captacdo da LDL através da interacdo
com os receptores de LDL (LDL-R). Estes recep-
tores, que tém afinidade tanto por Apo B-100 como
por Apo E, encontram se em regides especificas
da membrana de todos os tipos celulares do nosso
organismo (GOLDSTEIN et al, 1983).

Ap0s a interacdo da lipoproteina com o re-
ceptor, ocorre sua internalizagcdo com a participacao
da clatrina, uma proteina de sustentacdo celular,
formando vesiculas endociticas, cuja fusdo forma
0s endossomos. A diminuic¢ao do pH local promo-
ve a liberacéo do receptor de LDL, que acaba por
voltar a superficie da membrana (GOLDSTEIN et
al., 1980).

A Figura 1 mostra, esquematicamente, 0 me-
tabolismo celular do colesterol e a participacao dos
receptores de LDL.

A concentracdo de colesterol intracelular é o
regulador da afinidade dos receptores B/E por LDL,
assim como da sua expressao. Paralelamente, ha
uma diminuicdo da atividade da enzima 3-hidroxi-
3-metilglutaril-coenzima-A-redutase (HMG CoA),
responsavel pela principal etapa de biossintese do
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colesterol. AHMG CoA redutase faz parte do meca-
nismo que converte endogenamente acetil coenzima
A em colesterol.

A importancia dos receptores de Apo B/E
nas células é demonstrada nos altos niveis de LDL
plasmatico, encontrados em pacientes com hiper-
colesterolemia familiar, nos quais a perda da capa-
cidade de ligagéo dos receptores celulares de Apo
B/E torna-os incapazes de internalizar lipoproteinas
(RALL et al.,1983).

Os niveis de LDL plasmaéticos estdo grande-
mente implicados no desenvolvimento de varios
processos patolégicos, dos quais talvez o mais
conhecido seja a aterosclerose. Uma concentragao
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aumentada de colesterol plasmatico é um fator
de risco para a aterosclerose, o que tem sido bem
caracterizado. H& mais de 80 anos, sabe-se que
alimentando-se animais com dietas com excesso
de colesterol, ha aumento de colesterolemia e
desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas. De
fato, j& em seus estagios iniciais, a aterosclerose é
caracterizada pela presenca, na intima arterial, das
células espumosas, que sdo macréfagos cheios de
colesterol.
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Figural- Representacdo da interacdo da LDL com a célula. O receptor de LDL esta localizado sobre a superficie celular. A
LDL liga-se ao receptor e é conduzida ao citoplasma por vesiculas recobertas formando os endossomos, que se
fundem ao lisossomo. Nos lisossomos, a apoB-100 é degradada em aminoacidos, enquanto o éster de colesterol,
triglicerideos e os fosfolipidios sdo hidrolisados por hidrolases acidas, gerando colesterol livre e &cidos graxos
livres. O colesterol livre resultante atua de forma inibitdria na produgéo de novos receptores de LDL, ativa a enzima
ACAT, responsavel pela esterificagdo e armazenamento do prdprio colesterol, além de inibir a enzima HMGCoA
redutase, principal enzima na sintese endogena de colesterol.

Publ. UEPG Ci. Biol. Saude, Ponta Grossa, v.14, n.1, p. 53-58, mar. 2008



(56

Hipocolesterolemia e cancer

A primeira documentacdo da diminuicéo do
colesterol circulante em pacientes com neoplasias
foi realizada em 1939 por MULLER, quando se ob-
servou que os pacientes com leucemia apresentavam
baixo colesterol. Apos este relato, poucos estudos
foram realizados.

No inicio da década de 80, WHITEHALL,
observando quase 20.000 homens por mais de 7
anos, constatou claramente a diminuicdo dos niveis
circulantes de colesterol em casos de cancer. Hoje,
0 que ¢ de especial importancia € o fato de a dimi-
nuicdo do colesterol circulante ser proporcional a
agressividade e/ou a metastatizacdo do cancer, de
acordo com maiores necessidades de LDL (HO et
al.,1978).

A alta necessidade de LDL, pelas células
malignas, esta relacionada ao rapido crescimento
e divisdo celular. A primeira documentacéo do fato
orcorreu em 1978, quando se observou que células
de leucemia aguda captavam de 3-100 vezes mais
LDL do que celulas normais (KRITCHEVSKY et
al.,1991).

Alguns tumores solidos, como cancer epi-
dermoide cervical, captam 15 vezes mais LDL
do que tecidos adrenais e 50 vezes mais do que
0 tecido ginecologico normal. Muitos tumores
cerebrais captam 2 a 3 vezes mais LDL do que o
tecido cerebral sadio, especialmente meduloblas-
toma, oligodendroglioma e meningioma maligno
(FIRESTONE,1994).

Emulsdes lipidicas

Emulsdes sdo misturas altamente interdisper-
sas de dois liquidos, aquosos ou oleosos, que nao
formam solucbes. Essa extensa fronteira entre os
dominios de aquoso e oleoso é estabilizada por um
terceiro componente, o surfactante. Assim, ha uma
fase dispersa chamada de fase interna e uma fase
continua chamada de fase externa.

Alipoproteina de baixa densidade (LDL) pode
ser considerada a fase interna de uma microemulsao.
Como jareferido, ela possui um ndcleo constituido

por éster de colesterol (45-50% da massa) e trigli-
cérides (3-4%), envolvida por uma monocamada de
fosfolipidios (16-25%) e colesterol ndo esterificado
(5-8%), sendo a fase externa o sangue. ApoB-100 é
praticamente a Unica proteina na LDL e serve como
seu ligante em receptores especificos de membrana
plasméatica (GOLDSTEIN et al., 1983).

O termo microemulséo foi introduzido por
Schulmann, em 1943, e é definido como uma dis-
persdo transparente, fluida, opticamente isotropica
e termodinamicamente estavel de dois liquidos
imisciveis, contendo quantidades apropriadas de
surfactante. Sdo opticamente transparentes, em de-
corréncia do diminuto tamanho dos microdominios
de agua e 6leo (10-200 nm), que ndo espalham luz
visivel.

Do ponto de vista microestrutural, as micro-
emulsdes podem ser encaradas como agregados de
surfactantes (micelas), de agua dispersos em 6leo
(a/0) ou de bleo dispersos em agua (o/a). Mais pre-
cisamente, poderiam ser definidas como micelas
inchadas pela incorporacdo dos demais lipidios.
Em uma micela, as moléculas de surfactante estdo
organizadas em monocamadas com Seus grupos
polares (cabeca), orientadas na direcdo da &gua e
suas caudas na direcdo do 6leo.

MARANHAO et al.(1993) descreveu uma
microemulsdo lipidica sintética (LDE) com deter-
minadas caracteristicas que a tornaram funcional-
mente semelhante a LDL, sendo capaz de incorporar
apoE, proteina através da qual se liga ao receptor de
LDL. Essa emulsdo esta sendo experimentalmente
utilizada para transportar quimioterapicos até deter-
minadas células cancerigenas, uma vez que essas
células apresentam uma maior captacao de LDL, por
possuirem um nimero maior de receptores em rela-
¢ao a células normais (HO et al., 1978; MOSLEY
etal., 1981). Estas células proliferam rapidamente,
necessitando de uma maior demanda para a sintese
de membranas, tanto plasmatica, como a nuclear e
mitocondrial. O aumento de receptores para LDL
em células neoplasicas pode atingir de 3 a 100 ve-
zes 0 numero das células normais. (MARANHAO
etal., 1993).

Estudos em ratos demonstraram que a cinética
plasmética da LDE se assemelha a LDL, havendo
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Tabelal- Comparacdo entre a LDL e dois de seus analogos sintéticos, a microemulsdo LDE e o
lipossoma de RENSEN (1997).
Principal Diametro Estabilidade Diluigédo Preparacéao Purificacéo
Lipidio (nm) em agua
LDL Colesterol  20-25 Dias Né&o se Metabolismo da Ultracentri-
alteram VLDL fugacgéo
Emulséo Fosfolipide 30-50 Semana/ Formagdo  Sonicacdo Ultracentri-
(LDE) meses micelas fugacgéo
Lipossoma Fosfolipide 15-30 Semana/ N&o se Sonicacao Ultracentri-
(RENSEN) meses alteram fugacdo

evidéncias da captacdo pelos mesmos receptores
que retiram a LDL da circulacio (MARANHAO et
al., 1993). Dando continuidade a experimentac&o,
testou-se LDE em individuos normolipémicos e em
portadores de hipercolesterolemia, observando-se
que a emulsdo era removida lentamente da circu-
lacdo nos pacientes com a patologia, que € carac-
terizada por apresentarem receptores de apo B/E
defeituosos. Em outro estudo, foram analisados
pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA) e
leucemia linfocitica aguda (LLA). ALMA apresenta
namero de receptores de LDL aumentado, enquanto
que na LLA o nimero de receptores continua nor-
mal. Conforme esperado, a LDE foi removida com
velocidade muito maior nos pacientes com LMA.
(MARANHAO et al., 1992, 1994).

Varios grupos trabalham com o mesmo con-
ceito. PONTY et al (1993) demonstraram acimulo
de LDL humana marcada com Tc em tumores im-
plantados (melanoma, B16F10) de camundongos
(C57bl/6). Apos oito dias do implante do tumor, o
acumulo de LDL detectado era maior no tumor do
que no figado ou rim.

Lipossomas

Os primeiros estudos sobre lipossomas datam
do inicio dos anos 60. De maneira simplificada,

B. Microemulsao

podemos descrever 0s lipossomas como vesiculas
formadas por fosfolipidios dispersos em ambiente
aquoso. Ele é composto por uma fina membrana que
circunda um compartimento aquoso, uma membra-
na dupla semelhante a uma membrana celular.

Os lipossomas possuem uma longa histéria de
estudos relacionados a membranas bioldgicas, mas,
recentemente, tem sido avaliado como um sistema
de transporte e liberacéo de drogas, vitaminas e em
cosméticos. Eles tém caracteristicas especificas,
conforme o objetivo de utilizag&o, podendo variar
na composicao lipidica, na carga elétrica e no mé-
todo de preparacao.

Em 1998, VERSLUIS et al. demonstraram a
possibilidade da utilizagdo de lipossomas enriqueci-
dos com apoE, como veiculo para a daunorubicina
atingir o tumor. Rensen et al (1997) demonstraram
melhor eficicia na utilizagdo de lipossomas enri-
quecidos com apoE, associados a quimioterapicos,
do que LDL, associada a quimioterapicos, alem de
constatar uma igual cinética de absorcao e excrecdo
entre o lipossoma enriquecido com apoE e a LDL.
A tabela 1 e a figura 2 mostram uma comparagao
estrutural e funcional entre a LDL natural e uma
emulsdo e um lipossoma com caracteristicas fun-
cionais semelhantes a LDL, por incorporacdo de
apolipoproteinas.

C. Lipossoma

Monocamada

fosfolipidica Dupla camada envoltéria

(Fosfolipides)
Lipidios internos
(Colesterol
esterificado,
triglicerideos)

Ambiente interno aguoso

Figura 2: Esquema estrutural de: A: LDL; B: Microemulsdo; C: Lipossoma.
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Concluséao

As emulsoes e lipossomas citados, utilizados
como analogos da LDL, tém como propdsito mini-
mizar efeitos colaterais de quimioterapicos comuns,
como a mielossupressao, toxicidade renal, hepatica,
neuroldgica, além do possivel desenvolvimento de
neoplasias secundarias, devido ao direcionamento
as células cancerigenas. Sendo assim, o objetivo
desta possivel terapia é a destruicdo seletiva de
células malignas, sem que 6rgaos e tecidos normais
sejam atingidos.

A producdo destas particulas tende a evoluir
para preparacoes ideais, como veiculos de drogas
antineoplasicas, na rotina terapéutica do cancer.
A féacil incorporacdo de substancias lipofilicas a
microemulsdes e lipossomas por incubagédo ou co-
sonicacdo, associada a sua maior captacao pelas
células neoplésicas, pode, em um futuro préximo,
minimizar os indesejaveis efeitos colaterais das
drogas anti-neoplasicas.
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