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RESUMO 

O câncer de próstata (CP) é a neoplasia maligna urológica mais comum e a segunda principal 

causa de mortalidade de homens associada ao câncer no mundo. O tratamento é iniciado por 

meio de intervenções cirúrgicas que abrangem a prostatectomia radical, tratamentos 

radioterápicos, terapias envolvendo privação androgênica e as imunoterapias. A quimioterapia 

também é bastante utilizada e recentes estudos demonstraram um controle notável do 

crescimento do CP utilizando docetaxel (DTX). No entanto, o DTX apresenta efeitos colaterais 

associados à toxicidade, tanto do fármaco como da formulação, Taxotere®. Em consequência 

disso, o desenvolvimento de sistemas nanotecnológicos de liberação de fármacos, como 

lipossomas, tem sido promissor para o tratamento do CP, em virtude das múltiplas 

características favoráveis desses nanosistemas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade. 

Uma abordagem atrativa é a modificação superficial dos lipossomas com ligantes específicos 

dos receptores regulados nas superfícies de células tumorais, como os receptores de transferrina, 

que podem ser superexpressos em células tumorais de próstata. O atual trabalho visou 

desenvolver, caracterizar e avaliar a citotoxicidade in vitro de lipossomas funcionalizados com 

transferrina para veiculação do DTX no tratamento do CP. Os lipossomas foram obtidos por 

meio da técnica clássica da hidratação do filme lipídico e foram constituídos pela mistura de 

fosfatidilcolina de soja (SPC): colesterol (Col) : DSPE-PEG (2000)-Maleimida e 

SPC:Col:DSPE-PEG (2000)-Maleimida:DTX, nas proporções molares 10:2:0.78 e 

10:2:0.78:0.52, respectivamente. As caracterizações foram realizadas a partir das formulações 

vazias e com DTX antes e após o processo de funcionalização. Foram realizadas análises do 

diâmetro médio da partícula, índice de polidispersidade (IPD) e potencial zeta (PZ) empregando 

o equipamento Dinamic Light Scattering (DLS) e análise morfológica por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET). Os valores do diâmetro médio obtidos se mantiveram 

menores que 100nm, o IPD em 0,400 e o PZ entre -23,06 a -21,2mV. Por meio da MET foi 

possível comprovar a morfologia esférica da vesícula, corroborando o tamanho obtido pela 

técnica de DLS. Foram realizadas análises da concentração por Análise de Rastreamento de 

Nanopartículas (NTA). O processo de funcionalização foi obtido com sucesso e as estruturas 

primárias, secundárias e terciárias da transferrina avaliadas por SDS-PAGE, dicroísmo circular 

e por espectroscopia de fluorescência confirmaram que o processo não alterou a sua integridade. 

A eficiência de funcionalização foi de 31% avaliada pelo ensaio BCA. Para avaliar a eficiência 

de encapsulação e a liberação do DTX a metodologia analítica foi validada por cromatografia 

liquida de alta eficiência. Verificou-se que 69 e 37% de DTX estava encapsulado nos 

lipossomas sem e com funcionalização, respectivamente. O ensaio de liberação foi realizado 

em PBS pH 7,4 com 1,25% de lauril sulfato de sódio utilizando membranas de diálise de 

celulose de peso molecular 12-14kDa para o fármaco livre, sistemas funcionalizados (B) e não 

funcionalizados (D) contendo docetaxel. A difusão do fármaco livre através da membrana foi 

superior a 60% após 72 horas de estudo, demonstrando que a liberação do DTX não foi limitada 

pela membrana de diálise. No caso dos lipossomas, a liberação de DTX foi de 51,70% e 31,97% 

para os lipossomas não funcionalizados e funcionalizados, respectivamente. Os ensaios de 

citotoxicidade in vitro e uptake celular em linhagens PC-3 e PNT2 sugerem que os lipossomas 

vazios e vazios funcionalizados não são tóxicos às linhagens testadas; no entanto, os lipossomas 

carregados com DTX apresentaram elevada toxicidade em ambas as linhagens. Através do 

ensaio de microscopia confocal e citometria de fluxo foi possível comprovar que os lipossomas 

funcionalizados apresentaram uptake pronunciado em linhagem PC3. Pode-se comprovar 

também a interação desses sistemas com os TfR’s superexpressos na superfície celular através 

da QCM-D. Os resultados obtidos evidenciam que os lipossomas funcionalizados com 

transferrina são uma estratégia promissora para entrega de docetaxel, porém estudos adicionais 

em modelo celular tridimensional e in vivo são necessários. 

Palavras-chave: Lipossomas; Funcionalização; Docetaxel; Câncer de Próstata. 



 
 

ABSTRACT 

Prostate cancer (PC) is the most common urological malignancy and the second leading cause 

of cancer-related mortality in men worldwide. Treatment is initiated through surgical 

interventions that include radical prostatectomy, radiotherapy treatments, androgen deprivation 

therapies and immunotherapies. Chemotherapy is also widely used and recent studies have 

shown remarkable control of CP growth using docetaxel (DTX). However, DTX has side 

effects associated with the toxicity of both the drug and the formulation Taxotere®. As a result, 

the development of nanotechnological drug delivery systems, such as liposomes, has been 

promising for the treatment of CP, due to the multiple favorable characteristics of these 

nanosystems, such as biocompatibility and biodegradability. An attractive approach is the 

superficial modification of liposomes with receptor-specific ligands regulated on tumor cell 

surfaces, such as transferrin receptors, which can be overexpressed in prostate tumor cells. The 

present work aimed to develop, characterize and evaluate the in vitro cytotoxicity of transferrin-

functionalized liposomes for DTX delivery in the treatment of CP. The liposomes were obtained 

by the classical technique of hydration of the lipid film and consisted of soybean 

phosphatidylcholine (SPC): cholesterol (Col): DSPE-PEG (2000) -Maleimide and SPC: Col: 

DSPE-PEG (2000) mixture. ) -Maleimide: DTX, in the molar ratios 10: 2: 0.78 and 10: 2: 0.78: 

0.52, respectively. The characterizations were performed from the empty formulations and with 

DTX before and after the functionalization process. Particle average diameter, polydispersity 

index (IPD) and zeta potential (PZ) analyzes were performed using the Dinamic Light 

Scattering (DLS) and morphological analysis by transmission electron microscopy (MET). The 

average diameter values obtained remained below 100nm, the IPD at 0.400 and the PZ between 

-23.06 to -21.2mV. Through MET it was possible to prove the spherical morphology of the gall 

bladder, corroborating the size obtained by the DLS technique. Concentration analyzes were 

performed by Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). The functionalization process was 

successfully obtained and the primary, secondary and tertiary transferrin structures evaluated 

by SDS-PAGE, circular dichroism and fluorescence spectroscopy confirmed that the process 

did not alter its integrity. Functionalization efficiency was 31% evaluated by the BCA assay. 

To evaluate the encapsulation efficiency and DTX release the analytical methodology was 

validated by high performance liquid chromatography. 69 and 37% of DTX were found to be 

encapsulated in liposomes without and with functionalization, respectively. The release assay 

was performed in PBS pH 7.4 with 1.25% sodium lauryl sulfate using 12-14kDa molecular 

weight cellulose dialysis membranes for free drug, functionalized (B) and non-functionalized 

(D) systems. containing docetaxel. Free drug diffusion across the membrane was greater than 

60% after 72 hours of study, demonstrating that DTX release was not limited by the dialysis 

membrane. In the case of liposomes, DTX release was 51.70% and 31.97% for non-

functionalized and functionalized liposomes, respectively. In vitro cytotoxicity and cell uptake 

assays in PC-3 and PNT2 strains suggest that empty and functionalized empty liposomes are 

not toxic to the strains tested; however, DTX-loaded liposomes showed high toxicity in both 

strains. Through the confocal microscopy and flow cytometry assay it was possible to prove 

that the functionalized liposomes presented pronounced uptake in PC3 strain. The interaction 

of these systems with the overexpressed TfRs on the cell surface through QCM-D can also be 

proven. The results obtained show that transferrin-functionalized liposomes are a promising 

strategy for the delivery of docetaxel, however additional studies in three-dimensional and in 

vivo cell models are necessary. 

Keywords: Liposomes; Functionalization; Docetaxel; Prostate cancer. 

 

 



22 
 

1.INTRODUÇÃO 

1.1. Câncer de próstata 

O câncer de próstata é a neoplasia maligna urológica mais comum e a segunda 

principal causa de mortalidade de homens associada ao câncer no mundo (MORI et al., 2007; 

GUO et al., 2016). Na última estimativa mundial, foram registrados aproximadamente 1,3 

milhão de novos casos por ano e 360 mil mortes para o câncer de próstata, sendo que países 

como Austrália, Nova Zelândia e países do Norte e Oeste Europeu, e América do Norte 

possuem as maiores taxas de incidência (IARC, 2018).  

No Brasil, sua incidência está abaixo apenas do câncer de pele não-melanoma. 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer no último ano, a estimativa de câncer de próstata seria 

de 68.220 mil novos casos entre 2018 e 2019 no Brasil. Além disso, vale ressaltar que as regiões 

do país com maiores índices são as regiões sul, sudeste e centro-oeste, sendo respectivamente 

96,85; 69,83 e 66,75 a cada 100 mil homens (INCA, 2018) 

 

1.1.1. Biologia do câncer de próstata 

A próstata humana é uma glândula localizada entre a bexiga e o reto, originada de 

células epiteliais endodérmicas e mesodérmicas. O papel fundamental da próstata é produzir o 

líquido prostático, o qual protege os espermatozoides, possibilitando a reprodução e fecundação 

(INCA, 2018). O desenvolvimento e manutenção de suas funções são regulados por um sistema 

complexo envolvendo células, hormônios, receptores, genes e proteínas (CARRIÓN-SALIP et 

al., 2012).  

Os hormônios androgênicos são os principais responsáveis pela homeostase da 

próstata normal ao regular a expressão de genes específicos, entretanto exercem função 

importante no processo inicial de formação e manutenção do tumor de próstata (RAMÍREZ-

BALDERRAMA et al., 2013).  

Neste sentindo, o surgimento do câncer de próstata está relacionado a diversos fatores, 

o envelhecimento é apontado como principal fator de risco para o surgimento do câncer de 

próstata, pois à medida que o indivíduo atinge uma certa idade (~ 70 anos) ocorre aumento do 

tamanho da próstata. No entanto, homens na faixa dos 30 e 40 anos podem apresentar sintomas 

(MAITLAND, 2013). Os demais fatores de risco são a origem étnica e herança genética e 

fatores extrínsecos relacionados à dieta, consumo de álcool, tabagismo, exposição à radiação 

ultravioleta (UV) e doenças sexualmente transmissíveis (SIEGEL et al., 2015; 

KRIZHANOVSKY et al., 2008). 
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O câncer de próstata é uma doença heterogênea devido à complexidade de suas 

características biológicas, hormonais e moleculares, as quais possibilitam o processo de 

progressão tumoral (RUSSELL; KINGSLEY,2003). Em fase inicial, a doença é assintomática 

ou os indivíduos apresentam alterações do volume e ritmo urinário relacionados à hiperplasia 

prostática benigna (LIU et al., 2017). 

A acentuada incidência de morbidade e mortalidade associadas ao câncer de próstata 

estão relacionadas à sua alta possibilidade de metástase, o que enfatiza a importância de um 

diagnóstico preciso e precoce. Dentre os métodos de diagnóstico que possibilitam a descoberta 

da doença em estágio inicial incluem o exame de toque retal e o teste sanguíneo do antígeno 

prostático específico (PSA). No entanto, em caso de toque anormal e PSA elevado, o paciente 

deve ser submetido a uma ultrassonografia transretal com biópsia da próstata. Desta forma, o 

diagnóstico de confirmação do câncer é feito pelo estudo histopatológico do tecido obtido pela 

biópsia da próstata, permitindo a escolha da melhor estratégia terapêutica de acordo com idade 

do paciente e estágio da doença (SIEGEL et al., 2015; MORI et al., 2007; TANNOCK et al., 

2004).  

 

1.2. Tratamento Convencional 

O tratamento é iniciado por meio de intervenções cirúrgicas que abrangem a 

prostatectomia radical, seguido de vigilância ativa a fim de monitorar os níveis de PSA e 

biópsias prostáticas. O tratamento convencional também envolve radioterapia e terapia 

envolvendo privação androgênica (PAUL; BREUL, 2000; INCA,2018). 

A terapia de privação androgênica (ADT, do inglês androgen deprivation therapy) é 

bastante utilizada principalmente em pacientes cujos tumores não são adequados para 

intervenção cirúrgica ou em associação a radioterapia. A ADT tem por objetivos reduzir os 

níveis de andrógenos (hormônios masculinos) ou impedir que eles entrem em células de câncer 

de próstata, as quais são descritas como dependentes de andrógenos para seu crescimento. Com 

a hormonioterapia, o tumor de próstata entra em período de remissão temporária, mas 

posteriormente o câncer pode se tornar resistente a ADT (LOCKE et al.,2008). O tratamento, 

além de não curar o câncer de próstata, provoca efeitos adversos como desenvolvimento de 

osteoporose, disfunção sexual, ginecomastia, anemia e alterações na composição corporal, 

dentre outros (ZHOU et al., 2015; ROLIM et al., 2014; CHOU et al., 2011). 

O câncer de próstata pode também ser tratado com a quimioterapia, a qual pode 

melhorar os resultados globais dos pacientes que apresentam a doença em fase de metástase. 
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São encontrados na literatura estudos que demonstraram um controle notável do crescimento 

do câncer de próstata utilizando docetaxel (DTX) (LIU et al., 2012; WANG et al., 2017). 

 

1.3. Docetaxel 

O DTX, cuja estrutura química está representada na figura 1, pertence à classe dos 

anticancerígenos taxanos, obtido de forma semi – sintética através do composto natural 10-

desacetilbacatina III, um componente não citotóxico obtido das folhas da planta Taxus baccata, 

pode ser encontrado na forma de pó cristalino a esbranquiçado e massa molecular 807, 89 

g/mol. 

As características físico-quimicas do DTX confirmam seu caráter lipofílico, pois 

apresenta 10, 96 de pKa, log P 2,4 e solubilidade em água 0,0127 mg/mL. Neste contexto, a 

alta lipofilicidade e insolubilidade em água prejudica seu perfil farmacocinético, no entanto, 

em comparação com seu análogo paclitaxel (PTX), o DTX apresenta rápida absorção, menor 

toxicidade e solubilidade em água em consequência de pequenas diferenças na estrutura 

química em duas posições o grupo tert-butoxi C-13 em vez do grupo fenil benzamida. e o grupo 

hidroxila C-10 substituindo o grupo acetila (SILVA et al., 2018; PUBCHEM, 2019). 

O mecanismo de ação do DTX envolve inibição da proliferação celular a partir do 

bloqueio mitótico sustentado durante a metáfase/anáfase do ciclo celular, o que promove a 

polimerização de microtúbulos estáveis e impede a divisão celular (PEREIRA et al., 2016).  

O DTX foi aprovado em 2004 pelo FDA (Food and Drug Administration) e pela 

Agência Europeia de Medicina para representar o tratamento de primeira linha para câncer de 

próstata avançado (LIU et al., 2012). Também é utilizado no tratamento de diversos tipos de 

câncer, como de mama localmente avançado ou metastático, pulmão, gástrico, entre outros 

(ENGELS et al., 2007).  

A formulação comercial do DTX apresenta o tensoativo não iônico Tween® 80 

(polisorbato 80) e 13% de etanol. Berthold e colaboradores (2008) e Abdel-Rahman (2019) 

descreveram em seu estudo que o uso de docetaxel em pacientes com câncer de próstata com 

resistência hormonal não foi positivo, pois uma parcela significativa dos pacientes apresentou 

efeitos colaterais envolvendo neutropenia, toxicidade musculoesquelética e reações de 

hipersensibilidade (BERTHOLD et al., 2008; ABDEL-RAHMAN, 2019).  Em consequência 

das reações adversas relacionadas ao tensoativo presente na formulação comercial do DTX seu 

clínico se tornou limitado. Neste sentido, o desenvolvimento de nanoformulações, como por 

exemplo nanopartículas poliméricas ou lipídicas, micelas, dendrímeros, nanoemulsões e 
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lipossomas para transportar o DTX de forma eficiente até as células tumorais tem sido bastante 

estimulado (LIU et al., 2012; ELOY et al., 2014; TAN et al., 2012; MANJAPPA et al., 2013). 

 

Figura 1: Estrutura química do DTX (GALLETI et al., 2007). 

 

1.4. Nanotecnologia Farmacêutica 

A incorporação do DTX em sistemas de liberação nanoestruturados de fármacos tem 

por objetivo principal melhor suas aplicações clínicas. Isto porque esses sistemas melhoram a 

farmacocinética e biodisponibilidade, o que possibilita o acúmulo passivo no tumor pelo 

aumento do efeito de permeabilidade e retenção (EPR). Além disso, os nanosistemas podem ter 

a superfície modificada com ligantes que tem como alvo receptores de células cancerígenas, o 

que permite o direcionamento do fármaco ao alvo, com potencial melhora da eficácia 

terapêutica (ELOY et al., 2014). 

A nanotecnologia é uma estratégia que possibilitou diversas mudanças no 

desenvolvimento de terapias, solucionando problemas como redução da toxicidade e aumento 

da eficácia de dosagens convencionalmente utilizadas, além disso podem proteger o princípio 

encapsulado de degradação (AHMAD et al., 2012).  

Com o uso da nanotecnologia farmacêutica se tornou possível o desenvolvimento de 

sistemas de entrega que auxiliam na liberação de fármacos lipofílicos sem alterar a estrutura da 

molécula (NOBLE et al., 2014). Por sua vez, as diferentes estruturas em escala nanométrica 

atualmente desenvolvidas demonstraram ser superiores aos sistemas de administração 

convencionais, como por exemplo lipossomas, nanoemulsão, nanocápsulas, nanopartículas 

lipídicas sólidas, dentre outras (CHEN et al., 2011).  

 

1.5. Lipossomas 

Os lipossomas foram descobertos por Alec Bangham na década de 1960, o qual 

observou que fosfolipídeos em soluções aquosas podem formar estruturas fechadas em 

bicamadas lipídicas concêntricas simples ou múltiplas que encapsulam um compartimento 

aquoso. Após uma investigação envolvendo difusão de íons através de membranas lipídicas 
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artificiais que Bangham e colaboradores (1965) difundiram a respeito dos sistemas mais tarde 

caracterizados como lipossomas (BOZZUTO et al., 2015; BATISTA; CARVALHO; 

MAGALHAES, 2007; GIBIS et al., 2013; BANGHAM; WATKINS; STANDISH, 1965).  

Os lipossomas são vesículas lipídicas pode variar de alguns nanômetros a vários 

micrômetros e possuem a capacidade de veicular tantos agentes lipofílicos (membrana lipídica) 

quanto hidrofílicos (núcleo aquoso) (Figura 2) (TAN et al.,2012). Estes sistemas podem ser 

obtidos por diferentes técnicas e são classificados de acordo com seu tamanho, são formadas 

vesículas multilamelares (MLV), vesículas unilamelares pequenas (SUV) e vesículas 

unilamelares grandes (LUV), as quais podem apresentar tamanho de até 5 μm, de 20 a 100 nm 

e 100-250 nm, respectivamente ( PANDEY;RANI; AGARWAL, 2016).  

Neste contexto, os lipossomas são divididos nas seguintes categorias: convencional, 

polimórficos, de circulação prolongada e sítio-específicos (BATISTA; CARVALHO; 

MAGALHAES, 2007). Vários métodos estão descritos na literatura para obtenção dos mais 

diversos tipos de lipossomas, envolvendo processos mecânicos e químicos, os quais definem o 

tamanho de partícula (ÇAĞDAŞ et al., 2014).  

 

 

Figura 2. Estrutura do lipossoma convencional (esquerda) e peguilado (direita). Fonte: Adaptado de Ahmed et al., 

(2016). 
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1.5.1. Características físico – químicas e constituição 

A composição predominante dos lipossomas são fosfolipídios e colesterol, e as 

características químicas que estes lipídeos apresentam determinarão o desempenho desses 

sistemas (GARG; RATH; GOYAL, 2015). A fosfatidilcolina é o fosfolipídio habitualmente 

utilizado na obtenção dos lipossomas, podendo ser natural (proveniente de ovos ou soja) e 

sintética. No entanto, Jin Li e colaboradores (2015) descrevem em seu trabalho que a 

fosfatidilcolina natural é menos estável em comparação com as sintéticas, resultado da presença 

de ácidos graxos poliinsaturados (JIN LI et al., 2015) 

A fosfatidilcolina estruturalmente apresenta em sua composição um grupo fosfato 

polar e por cadeias de hidrocarbonetos (parte hidrofóbica), os quais formam a parte exterior e 

interior dos lipossomas, respectivamente. Alternativamente, um grupo funcional na porção 

polar da fosfatidilcolina, como por exemplo 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina 

(DSPE), pode ser adicionado para possibilitar a ligação de polímeros como o PEG 

(polietilenoglicol) (MARQUES-GALLEGO; KROON 2014; JING LI et al. 2015). 

Neste contexto, os lipossomas peguilados apresentam maior estabilidade e tempo de 

circulação em relação aos lipossomas convencionais (CUI et al., 2015). A escolha do 

fosfolipídio adequado é realizada através da avaliação da sua temperatura de transição de fase 

(Tc), este importante parâmetro define qual temperatura necessária para que o lipídeo se 

converta em fase de gel em cristalina liquida desordenada. Diante disso, os fosfolipídios que 

possuem Tc mais altas conferem maior grau de estabilidade as bicamadas (ELOY et al., 2014). 

A temperatura de transição de fase (Tc) dos fosfolipídios também é um critério 

importante para a escolha de fosfolipídios para a preparação de lipossomos (LAOUINI et al., 

2012; BOZZUTO & MOLINARI, 2015; JING LI et al., 2015). O colesterol pode ser 

acrescentado na formulação lipossomal. Sua inserção confere menor fluidez e deformação da 

membrana, diante disso possibilita a redução do extravasamento do fármaco encapsulado e 

permeabilidade, resultando na elevação da Tc e o aumento da estabilidade (BATISTA; 

CARVALHO; MAGALHAES, 2007).  

Portanto, esses sistemas apresentam múltiplas características favoráveis, como 

biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de elevada variabilidade de carga superficial e 

fluidez da membrana, o desenvolvimento de lipossomas encapsulando fármacos antitumorais 

tem atraído atenção das indústrias farmacêuticas, principalmente quando apresentam tamanho 

na faixa de 100 nm para aplicação em modelos sofisticados de sistemas de liberação de 

fármacos, pois reduzem o reconhecimento das opsoninas e aumentam o tempo de tempo de 
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circulação e liberação prolongada (PATIL et al., 2014; BATISTA; CARVALHO; 

MAGALHAES, 2007). 

Neste sentido, existe disponível no mercado uma formulação lipossômica peguilada 

de doxorrubicina (Doxil®), apresenta estabilidade comprovada superior a 18 meses em solução 

aquosa, aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) e disponível comercialmente 

desde 1995, representa uma alternativa terapêutica para diversos tipos de cânceres em humanos 

(LI et al., 2015; CUI et al.,2015; BARENHOLZ,2012; ÇAĞDAŞ et al., 2014). 

De acordo com Pereira e colaboradores (2016) a utilização de lipossomas para 

veiculação do DTX pode ser uma estratégia viável para o tratamento do câncer de próstata, pois 

avaliaram seu efeito em esferoides da linhagem de câncer de próstata (PC-3) em comparação 

com a formulação comercial do DTX. O grupo desenvolveu lipossomas contendo o 

fosfatidilcolina, colesterol e PEG, observou-se que a taxa morte celular nas células tratadas com 

DTX encapsulado em lipossomas foi superior ao DTX livre (PEREIRA et al., 2016). Kobayashi 

et al. (2013) também desenvolveram lipossomas catiônicos carregados com docetaxel e 

induziram tumor de próstata em modelo animal, como resultado observaram que houve a 

supressão de proliferação celular e destruição óssea (KOBAYASHI et al., 2013). 

 

Figure 3. Estruturas químicas dos lipídeos que constituem os lipossomas. a) fosfatidilcolina, b) colesterol e c) 1,2-

distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-polietilenoglicol (DSPE -PEG). Fonte:  Adaptado de Pandey et al., 

(2016).  

 

1.6. Transferrina 

Na literatura, os receptores de transferrina (TfR) são bem estudados na terapia do 

câncer, pois são superexpressos por células tumorais principalmente por sua função da 

homeostase de ferro e na proliferação celular. Segundo Shen e colaboradores (2018), as células 

tumorais de próstata apresentaram elevados níveis de expressão de TfR (SHEN et al.,2018). 

As transferrinas são uma classe de proteínas compostas por uma única cadeia de 

polipeptídios em torno de 670 a 700 aminoácidos e peso molecular 80kDa (LI; QIAN, 2002). 
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Sua estrutura possui dois lobos denominados N e C (Figura 4), pois apresentam amino e 

carboxil terminal, respectivamente (CHENG et al., 2004; BAKER; LINDLEY, 1992; VICENT;  

LOVE (2012).  

Esta proteína é responsável por transportar o ferro para o interior celular. O processo 

se inicia com a ligação do ferro (Fe 3+) em cada um dos lobos formando a holo-transferrina 

(holo-Tf), em seguida o processo de entrega a célula ocorre pelo receptor expresso na superfície 

celular por endocitose (BARNUM-HUCKINS; ADRIAN, 2000; TORTORELLA;  

KARAGIANNIS, 2014; DEGREGORIO-ROCASOLANO et al., 2017). Finalmente, o ferro é 

liberado dentro da célula e a conformação das proteínas se altera para apo-transferrina (apo-

Tf), os subdomínios de cada lobo se fechando ou abrindo com uma forte torção até que a 

transferrina chegue na superfície celular e circule até encontrar uma nova molécula de ferro 

livre para que o processo reinicie (CHENG et al., 2005; ANDREWS, 2000). 

 

 

 

Figura 4. Estrutura da transferrina. O lobo C (azul) contém Fe3+ (HoloTf) e lobo N (verde) (apoTf). Fonte: Li & 

Qian, (2002). 

 

Diante disso, estudos demonstram que existe potencial para utilização da transferrina 

tanto no diagnostico como na terapia de doenças em virtude da sua capacidade de ligação a íons 

metálicos além do ferro e ainda assim ser reconhecido pelo receptor da transferrina (LI; QIAN, 

2002; WALLY et al., 2007). Esta característica das células biologicamente mais agressivas 

apresentarem altos níveis de expressão de TfR tornou este receptor como alvo para os sistemas 

de administração de drogas na terapia antitumoral (ZHAI et al., 2010; YANG et al., 2015).  

1.7. Processo de funcionalização de lipossomas com transferrina 

Os lipossomas, além das diversas vantagens apresentadas, podem ser modificados com 

ligantes para entrega a locais específicos, como membranas celulares cancerígenas, receptores 
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citoplasmáticos ou nucleares. Uma abordagem atrativa para liberação dos fármacos celular e 

intracelular é a modificação superficial dos lipossomas (Figura 5 e 6) com ligantes específicos 

dos receptores regulados nas superfícies de células tumorais, tais como integrinas, receptores 

de fator de crescimento, transportadores de glicose, receptores de folato, receptores de 

transferrina, entre outros (SRIRAMAN et al.,2016). Portanto, uma das principais vantagens da 

funcionalização seria o aumento dos efeitos terapêuticos e diminuição dos efeitos colaterais 

(GUO et al., 2016; YANG et al., 2015; DANIELS et al.,2012). 

 

 

 

Figura 5: Esquema representando o processo de tiolação da transferrina, conjugação transferrina tiolada com 

lipossomas contendo DSPE-PEG (2000) – maleímida.  Fonte: Derycke;  Witte (2002). 

 

Resultados positivos são encontrados em pesquisas envolvendo sistemas de liberação 

e transferrina para o tratamento de diversos tipos de câncer, ressaltando estudos clínicos em 

fase 2 em desenvolvimento com pacientes com adenocarcinoma gástrico e esofágico utilizando 

lipossomas funcionalizados com transferrina para veiculação dos fármacos 5-fluorouracil, 

leucovorin e oxaliplatina (DANIELS et al., 2012; SHEN et al., 2018; YANG et al., 2015; 

SENZER et al., 2009).  
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Zhai e colaboradores (2010) demonstraram que a associação de lipossomas 

funcionalizados com transferrina e carregados com DTX para o tratamento do câncer epitelial 

foram satisfatórios, em destaque para a absorção celular em células TfR positivo. Além disso, 

o estudo farmacocinético indicou liberação prolongada do fármaco a partir da formulação em 

modelo animal (ZHAI et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Processo de direcionamento ativo de lipossomas. Fonte: Adaptado de Eloy et al., 2014. 

 

Existem relatos na literatura que a estratégia de funcionalização de lipossomas com 

transferrina aumenta a citotoxicidade do DTX em células de câncer cerebral (U-87 MG), que 

são células que superexpressam o receptor de transferrina (JHAVERI et al., 2018). Outro alvo 

potencial para o direcionamento da transferrina são as células tumorais hepáticas. De fato, Li e 

colaboradores (2009) demonstraram em seu trabalho que o uso de lipossomas funcionalizados 

com transferrina para a entrega de doxorrubicina aumentou a captação celular e a citotoxicidade 

in vitro usando uma linhagem celular de carcinoma hepático humano (HepG2) (LI et al., 2009). 

No presente trabalho, um dos principais objetivos foi confirmar a hipótese de que a 

funcionalização de lipossomas com transferrina e carregados com DTX poderia resultar em 

uma captação celular mais seletiva e uma citotoxicidade aumentada na linhagem de células do 

câncer de próstata que superexpressa o TfR (PC3). Embora os lipossomas carregados com DTX 

tenham sido testados em esferoides de PC3 e induzam citotoxicidade mais alta do que os grupos 

tratados com DTX livre (PEREIRA et al., 2016), ao nosso conhecimento, esta é a primeira vez 
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que lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com DTX são investigados para 

câncer de próstata. Para mostrar o efeito da formulação nas células normais (baixa expressão 

de TfR) foi utilizada a linhagem celular epitelial de próstata não maligna (PNT2). 
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6. Conclusões 

Lipossomas carregados com docetaxel funcionalizados com transferrina foram obtidos 

com sucesso através da técnica clássica da hidratação filme lipídico. A eficiência de 

encapsulação do DTX foi de aproximadamente 69 e 37% para os lipossomas com e sem 

funcionalização, respectivamente, e a eficiência de funcionalização utilizando a transferrina foi 

de 31%. 

Os resultados demonstraram que os sistemas obtidos apresentaram tamanho 

nanométrico. As análises de diâmetro médio de partícula, índice de polidispersividade, 

potencial zeta e NTA demonstraram que a presença de docetaxel contribuiu para a redução do 

tamanho da vesícula e estabilidade do sistema. Foi possível comprovar a morfologia esférica 

da vesícula, corroborando com o tamanho obtido pela técnica de dispersão de luz dinâmica por 

meio da microscopia eletrônica de transmissão.  

O método de validação proposto para o DTX demonstrou ser linear, preciso, exato, 

robusto e adequado. Através deste método foi possível determinar o perfil de liberação in vitro 

do DTX. 

Além disso, a técnica de funcionalização utilizada foi adequada e através dos ensaios 

de SDS-PAGE, dicroísmo circular e espectroscopia de fluorescência comprovou-se a 

integridade e estabilidade da transferrina após o processo de conjugação com os lipossomas. 

Adicionalmente, os estudos em cultura celular demonstraram os lipossomas 

funcionalizados são menos tóxicos à célula normal do que os lipossomas não funcionalizados 

no tempo de 48 horas. Além disso, foi possível visualizar o uptake através das técnicas de 

microscopia confocal e citometria de fluxo. Pode-se comprovar a interação desses sistemas com 

os receptores superexpressos na superfície da célula tumoral através da QCM-D. 

Diante disso, conclui-se que os sistemas aqui desenvolvidos apresentaram 

características promissoras para entrega do docetaxel, porém estudos adicionais em modelo 

celular tridimensional e in vivo são necessários. 
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