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RESUMO 

 

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu anteriormente micelas poliméricas de 

diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol (DSPE-PEG2000) carreadoras de PTX que 

apresentaram características físico-químicas e biológicas promissoras para aplicação em 

tratamento de câncer. A fim de dar continuidade ao estudo desses sistemas, o desenvolvimento 

de micelas poliméricas mistas surgiu como uma abordagem interessante para possivelmente 

melhorar algumas propriedades e superar limitações observadas para o sistema de micelas 

convencionais. O objetivo deste estudo foi obter e caracterizar, sob o aspecto físico-químico, 

formulações de micelas mistas contendo DSPE-PEG2000 e poli-Ɛ-caprolactona-polietilenoglicol 

(PCL5000-PEG5000) nas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1, respectivamente, com características 

adequadas para carrear PTX. As formulações apresentaram diâmetro médio de 10,7 ± 1,4 nm e 

potencial zeta médio de -4,2 ± 1,7 mV, as maiores eficiências de encapsulação foram obtidas 

para as formulações contendo 1,0 mg/mL de PTX (> 82%). Os resultados obtidos por SAXS 

sugeriram que variações na razão molar do copolímero e na concentração de PTX impactaram 

parâmetros da organização estrutural dos sistemas mistos como número de agregação, 

densidade das cadeias de PEG e tamanhos do raio do núcleo e raio da casca. Essas alterações 

apontaram para a obtenção de ganho na capacidade carreadora do sistema misto (máximo 1 

mg/mL de PTX) com relação àquele de DSPE-PEG2000 (máximo 0,6 mg/mL de PTX). As 

técnicas de análise térmica permitiram estudar efeitos da presença do PCL5000-PEG5000 no 

sistema micelar misto, para o qual foi observada diminuição da entalpia requerida para fusão e 

impacto nos fenômenos de decomposição. Além disso, foi observado incremento no teor de 

fármaco retido após sete dias em ambiente aquoso com relação ao sistema convencional, 

todavia, verificou-se que a inserção do copolímero não representou efeito importante de ganho 

de estabilidade ao longo de 60 dias. O estudo de liberação in vitro mostrou um perfil controlado 

com liberação de cerca de 60% de PTX em 48 horas em meio aquoso contendo salicilato de 

sódio. Não foi possível observar diferença no perfil de liberação da formulação de micelas 

mistas contendo 0,5% de PCL5000-PEG5000 com relação à formulação de DSPE-PEG2000, além 

disso, a formulação similar à comercial Taxol® apresentou o perfil de liberação mais lento. 

Finalmente, os resultados obtidos sugeriram o sistema micelar misto enquanto um carreador 

promissor para PTX, que mostrou, inclusive, melhoria em algumas características físico-

químicas com relação ao sistema micelar convencional. 

 

Palavras-chave: micelas poliméricas mistas; paclitaxel; DSPE-PEG; PCL-PEG; SAXS. 



 
 

ABSTRACT 

 

Our research group developed previously distearoylphosphatidylethanolamine- 

polyethyleneglycol (DSPE-PEG2000) polymeric micelles carrying PTX which showed 

promising physicochemical and biological characteristics for aplication in cancer treatment.  

Aiming to continuing studying these systems, the development of mixed polymeric micelles 

emerged as an interesting approach to possibly improve some of its properties and overcome 

limitations observed for the conventional micelle formulation. The objective of this study was 

to obtain and characterize, under the physicochemical aspect, mixed micelle formulations 

containing DSPE-PEG2000 and poly-Ɛ-caprolactone-polyethylene glycol (PCL5000-PEG5000) in 

molar ratios of 99.5:0.5 and 99:1, respectively, with appropiate characteristics for carrying 

PTX. The mixed micelles exhibited a mean diameter of 10,7 ± 1,4 nm and a zeta potential of -

4,2 ± 1,7 mV, the highest loading efficiencies were obtained for formulations containing 1.0 

mg/mL of PTX (> 82%). The results obtained by SAXS suggested that variations in the 

copolymer molar ratio and PTX concentration impacted structural organization parameters such 

as aggregation number, density of PEG chains and sizes of core and shell radius. These 

alterations indicated improvement in the mixed micelle loading capacity (maximum 1 mg/mL 

of PTX) when compared with the DSPE-PEG2000 formulation (maximum 0.6 mg/mL of PTX). 

Thermal analysis techniques allowed to study the effect of the PCL5000-PEG5000 presence in the 

mixed micellar system, a decrease in melting enthalpy value and a impact on decomposition 

phenomena was observed. Compared to the conventional micelle formulation, an increase in 

the amount of drug retained after seven days was observed in an aqueous environment, 

however, it was found that the copolymer insertion did not represent an important effect of 

stability improvement over 60 days. The in vitro release study showed a sustained profile with 

a release of about 60% PTX in 48 hours in a aqueous medium containing sodium salicylate. It 

was not possible to observe difference in the release profile of the mixed micelle formulation 

containing 0.5% PCL5000-PEG5000 when compared to the DSPE-PEG2000 formulation, in 

addition, the formulation similar to Taxol® presented the slower release profile. Finally, these 

findings suggested that the mixed polymeric micelle system is a promising PTX carrier, which 

showed improved physicochemical characteristics when compared to the conventional micellar 

system. 

 

 

Keywords: mixed polymeric micelles; paclitaxel; DSPE-PEG; PCL-PEG; SAXS. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O câncer é um dos maiores problemas de saúde pública no mundo e está entre as 

principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade), sendo considerado uma 

barreira ao incremento da expectativa de vida humana. Dentre as principais causas para o 

aumento da sua incidência e mortalidade destacam-se o crescimento populacional bem como 

as mudanças na distribuição e na prevalência de fatores de risco associados (HYUNA et al., 

2021). 

Dentre os variados tipos, o câncer de mama em mulheres é aquele com maior incidência, 

cerca de 2,3 milhões de novos casos segundo estimativa mundial de 2020 representando 11,7% 

do total de novos casos e 24,5% do total dentre os 10 tipos mais comuns de neoplasias 

acometidas em mulheres, podendo alcançar até 29,7% (exceto câncer de pele não melanoma) 

segundo estimativa do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o Brasil no triênio 2020-2022 

(HYUNA et al., 2021; INCA, 2022). 

Até 2040 estima-se um crescimento de 41,1% no número de novos casos de câncer de 

mama em mulheres no mundo, o que reforça a necessidade do desenvolvimento e 

aprimoramento das mais diversas abordagens para prevenção e tratamento da doença (IARC, 

2020). 

A escolha do tratamento do câncer de mama está geralmente relacionada à fase em que 

a doença é diagnosticada e pode incluir abordagens como cirurgia, radioterapia, quimioterapia 

e/ou hormonioterapia (INCA, 2022). 

No caso da quimioterapia, devido ao seu mecanismo de ação, o Paclitaxel (PTX) é um 

dos fármacos mais empregados (ZHU & CHEN, 2019). Entretanto, é conhecido que a 

formulação mais utilizada contendo esse fármaco disponível comercialmente, o Taxol®, 

apresenta efeitos adversos associados como reações anafilactóides e neurotoxicidade, o que tem 

sido relacionado à presença do solvente Cremophor EL (GELDERBLOM et al., 2001). 

Com o objetivo de melhorar a segurança e eficácia desse fármaco, estudos vêm sendo 

conduzidos utilizando formulações nanoestruturadas contendo o PTX (KIM et al., 2001; 

HAMAHUCHI et al., 2005; PILLAI, 2014; ZHANG et al., 2014; ODA et al., 2020b).  

Diversas nanoformulações encontram-se disponíveis no mercado ou estão em fase 

avançada de estudo clínico na forma de nanopartículas conjugadas, micelas poliméricas e 

lipossomas (BERNABEU et al., 2017). 

Pode-se citar como exemplo o medicamento Abraxane®, que consiste em uma 

nanopartícula de albumina ligada ao PTX, e que já teve o seu uso aprovado para tratamento de 
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câncer de mama metastático pela FDA (Administração de Alimentos e Medicamentos, do inglês 

Food and Drug Administraion) e pela EMA (Agência Europeia de Medicamentos, do inglês 

European Medicines Agency). Outro exemplo é o Genexol®-PM, que consiste em micelas 

poliméricas de metoxi-(polietilenoglicol-poli(D, L-ácido lático) (mPEG-PDLLA) com 

aprovação para comercialização na Coréia do Sul, Índia, Vietnam, Filipinas e Indonésia 

(BERNABEU et al., 2017). 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um sistema de micelas poliméricas 

compostas por diestearoilfosfatidiletanolamina associada ao polietilenoglicol (DSPE-PEG2000) 

carreadoras de PTX (0,6 mg/mL) e radiomarcadas com tecnécio-99m, o qual apresentou 

características físico-químicas e biológicas promissoras para uma plataforma teranóstica 

anticâncer, com um grande potencial para acumular no tecido tumoral e reduzida neuropatia 

periférica (ODA et al., 2018; ODA et al., 2020b).  

A fim de viabilizar a veiculação de maior quantidade do fármaco encapsulado, bem 

como melhorar a estabilidade do sistema desenvolvido por Oda et al. (2020b), o uso de micelas 

poliméricas mistas surge como uma alternativa interessante. As micelas mistas têm se destacado 

devido à promoção do aumento da capacidade de carreamento e estabilidade de fármacos 

hidrofóbicos em função de um incremento da interação entre o fármaco e a parte hidrofóbica 

do sistema micelar (ATTIA et al., 2011). 

Nesse contexto, foram iniciados neste grupo alguns estudos sobre a associação entre o 

DSPE-PEG2000 e o copolímero poli-ɛ-caprolactona acoplado ao polietilenoglicol (PCL5000-

PEG5000). Resultados preliminares interessantes foram sugeridos para a associação mista, que 

foi brevemente estudada em diferentes razões molares (SOUSA, 2017; TEIXEIRA, 2019).  

No estudo de Souza (2017) foi investigada a razão molar polimérica de 90:10 para um 

sistema de micelas mistas contendo DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 e PTX, todavia foi 

observado um efeito relevante de precipitação do copolímero. Dessa forma, foi iniciado por 

Teixeira (2019) um estudo utilizando menores proporções e resultados promissores foram 

observados para as razões molares poliméricas de 99,5:0,5 e 99:1 de DSPE-PEG2000:PCL5000-

PEG5000. 

Entretanto, ainda se fazem necessárias maiores investigações especialmente em termos 

de uma caracterização físico-química mais aprofundada que permita análises mais detalhadas 

acerca da organização desse novo sistema carreador. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi 

obter e caracterizar sob o aspecto físico-químico formulações de micelas mistas de DSPE-

PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1 contendo diferentes 

concentrações de PTX e avaliar a sua potencialidade enquanto um sistema carreador de PTX. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 CÂNCER  

 

O câncer é um termo amplo utilizado para diferentes tipos de doenças cuja característica 

em comum é o crescimento desordenado de células que, devido a uma expansão rápida e 

descontrolada, determina a formação de tumores capazes de se espalhar pelo corpo ao invadir 

tecidos adjacentes ou órgãos a distância. Os diferentes tipos de câncer correspondem aos vários 

tipos de células do corpo que são afetadas (INCA, 2022).  

O processo de formação do câncer é chamado de carcinogênese ou oncogênese e os 

principais estágios de desenvolvimento são a iniciação, a promoção e a progressão. Esse 

processo é ilustrado na Figura 1 a seguir. 

 

Figura 1 – Estágios de desenvolvimento de um tumor. 

 
Fonte: Adaptado de INCA (2022). 

 

No estágio de iniciação as células são expostas aos agentes carcinógenos. Nessa fase, 

ainda não é possível identificar clinicamente a presença de um tumor, entretanto as células se 

encontram geneticamente alteradas e preparadas para a ação de um segundo grupo de agentes 

que atuará no próximo estágio. No estágio de promoção é observado o efeito dos 

oncopromotores sobre as células geneticamente modificadas, que são agentes cancerígenos que 

atuam de forma gradual gerando novas alterações e transformando essas células em células 

malignas. Finalmente, o estágio de progressão é caracterizado pela multiplicação descontrolada 

e irreversível das células alteradas o que evolui para o surgimento das primeiras manifestações 

clínicas da doença. Nesse ponto diz-se que o câncer já está instalado e as células possuem 

autonomia para proliferação, tornando-se invasivas a partir do momento em que situações de 

perda da coesão e obtenção de mobilidade são observadas (INCA, 2022). 

Uma estimativa mundial para o ano de 2020 apontou que ocorreram no mundo 19,3 

milhões de novos casos de câncer (18,1 milhões excluindo-se os casos de câncer de pele não 
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melanoma) e 10 milhões de óbitos (9,9 milhões excluindo os cânceres de pele não melanoma). 

O câncer de mama em mulheres é o mais incidente no mundo com 2,3 milhões de novos casos 

o que representa 11,7% do total de todos os casos incluindo câncer de pele não melanoma, 

seguido pelo câncer de pulmão com 2,2 milhões de novos casos (11,4% do total) e câncer de 

próstata com 1,4 milhão de novos casos (7,3% do total) (HYUNA et al., 2021). 

O câncer de mama é a neoplasia maligna mais frequente em mulheres em todo o mundo, 

embora também possa acometer homens, porém os casos são mais raros, representando apenas 

1% do total de casos da doença.  Entre mulheres o câncer de mama é a quinta causa de 

mortalidade no mundo com 685 mil mortes em 2020, representando 1 em cada 4 casos de câncer 

e 1 em cada 6 mortes por câncer (HYUNA et al., 2021). No Brasil, em uma estimativa do ano 

de 2020, foram contabilizados cerca de 66,2 mil novos casos de câncer de mama, representando 

29,7% do total de neoplasias em mulheres exceto câncer de pele não melanoma (INCA, 2022). 

Existem diferentes tipos de câncer de mama, o que geralmente está relacionado ao seu 

local de origem e ao grau de invasão para outros tecidos. Segundo a Sociedade Americana do 

Câncer (ACS, do inglês American Cancer Society) o carcinoma ductal, também denominado 

carcinoma intraductal, é um tipo de câncer que afeta as células que revestem os ductos 

condutores e o carcinoma lobular se refere aos casos nos quais os lóbulos ou unidades secretoras 

da mama são afetados pelas células cancerosas (ACS, 2022).   

Quando as células cancerosas ainda não se disseminaram através das paredes dos ductos 

ou lóbulos para tecidos mamários adjacentes tem-se os casos de carcinoma ductal ou lobular in 

situ, uma representação do caso ductal é mostrada na Figura 2 a seguir. 

 

Figura 2 – Representação de carcinoma ductal in situ. 

 
Fonte: Adaptado de National Cancer Institute (2022). 
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Quando ocorre a invasão ou infiltração de células cancerosas para tecidos adjacentes 

tem-se os tipos de câncer denominados invasivos que influenciam o tipo de tratamento e 

prognóstico para o paciente, dentre esses se destacam os casos de câncer de mama triplo 

negativo e câncer de mama inflamatório. No caso do triplo negativo, as células não possuem 

receptores dos hormônios estrogênio e progesterona e não expressam, ou expressam em baixa 

quantidade, a proteína HER2 (fator de crescimento epidérmico humano) o que restringe 

especialmente os tratamentos de base hormonal. Esse tipo representa cerca de 15% dos casos, 

e tende a ser mais agressivo, com sobrevida global mais curta e alta mortalidade nos primeiros 

5 anos após o diagnóstico inicial (COLLIGNON et al., 2016). O câncer de mama do tipo 

inflamatório tem incidência menor, cerca de 1% dos casos, e nesse caso as células cancerosas 

invadem o sistema linfático, causando reação inflamatória intensa na área afetada (ACS, 2022). 

Os altos números de mortalidade para o câncer de mama refletem a severidade da 

doença, que está relacionada ao alto grau de malignidade e ao surgimento de metástases desses 

tumores. Para o câncer de mama em mulheres, especificamente, cerca de 20 a 30% das pacientes 

tem a chance de desenvolver metástases em locais distantes do sítio primário do tumor e 

aproximadamente 90% da mortalidade está associada a complicações metastáticas (CHEN et 

al., 2018).  

A metástase pode permanecer indetectável por longos períodos, o que se caracteriza 

como um fator agravante do quadro do paciente. O câncer sistêmico, assim denominado quando 

ocorre a disseminação e subsequente crescimento de células cancerosas distantes do tumor 

original, ocorre em duas fases: inicialmente tem-se um estágio latente no qual acontece a 

disseminação oculta e posteriormente tem-se a metástase manifestada, que na maioria dos casos 

tem baixa chance de cura (HOSSEINI et al., 2016). 

O tratamento do câncer de mama depende da fase em que a doença se encontra 

(estadiamento) e do tipo do tumor. As abordagens utilizadas podem incluir cirurgia, 

radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e terapia biológica (terapia alvo), que podem ser 

usadas isoladamente ou em combinação (INCA, 2022). 

Para o câncer de mama não metastático, especialmente nas fases iniciais de 

desenvolvimento da doença, os principais objetivos terapêuticos são a erradicação do tumor e 

a prevenção da recorrência. A terapia local para pacientes com câncer de mama não metastático 

consiste em ressecção cirúrgica, com consideração de radiação pós-operatória se a mastectomia 

for realizada (WAKS & WINER, 2019). 

Para uma abordagem sistêmica, a terapia para câncer de mama não metastático é 

determinada por subtipo: pacientes com tumores positivos para receptores hormonais podem 
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receber terapia endócrina sendo que uma minoria recebe também a quimioterapia e pacientes 

com tumores triplo-negativos recebem apenas quimioterapia. Cada vez mais, alguma terapia 

sistêmica é administrada antes da cirurgia (quimioterapia neoadjuvante) e a adaptação do 

tratamento pós-operatório com base na resposta ao tratamento pré-operatório está sob 

investigação (WAKS & WINER, 2019). 

 Adicionalmente, o câncer de mama metastático também é tratado de acordo com o 

subtipo, com objetivos de prolongar a vida e aliviar os sintomas do paciente. Aspectos próprios 

do tumor e do paciente são importantes para o prognóstico: metástases viscerais, cerebrais e 

múltiplos sítios metastáticos normalmente conferem pior prognóstico, enquanto um melhor 

estado de saúde, idade mais jovem no diagnóstico e maior intervalo livre de doença entre o 

diagnóstico inicial e o desenvolvimento de recorrência metastática conferem um melhor 

prognóstico (WAKS & WINER, 2019). 

A quimioterapia é geralmente o principal tratamento de câncer de mama com presença 

de metástase e a escolha do regime terapêutico e do fármaco a ser utilizado é criteriosa e são 

avaliados fatores como idade, função de órgãos como rins e fígado, resistência a fármacos e o 

tempo em que o paciente ficou sem o tratamento (JHONSTON, 2011). 

Uma análise do número de aprovações da FDA para medicamentos oncológicos em um 

período de 70 anos, de 1949 a 2018, identificou 203 aprovações, dentre essas, 34 fármacos 

(17% do total) são utilizados para tratamento de câncer de mama, o maior número dentre todos 

os tipos de tumores sólidos (LEO et al., 2020). Os resultados desta pesquisa estão sumarizados 

na Figura 3. 

Destaca-se o domínio dos medicamentos citotóxicos nas primeiras décadas, começando 

com o Metotrexato em 1953. A partir dos anos 1970, outros medicamentos com mecanismos 

de ação no sistema endócrino ganharam a aprovação, principalmente o Tamoxifeno, um 

modulador seletivo do receptor de estrogênio. Durante a década mais recente, de 2009 a 2018, 

observa-se o domínio da terapêutica direcionada, contribuindo com nove dos dez novos 

medicamentos contra o câncer de mama, os alvos para esses medicamentos incluem a regulação 

da via de sinalização da proteína alvo da rapamicina (mTOR) e inibição de quinases 

dependentes de ciclina (CDK4/CDK6) e poli(ADP-ribose) polimerases (PARP) (LEO et al., 

2020). 

Entretanto, apesar dos relevantes avanços, dentre os novos fármacos aprovados pela 

FDA nos últimos seis anos como Abemaciclib, Palbociclib e Ribociclib, ainda são relevantes 

efeitos adversos como a mielosupressão (anemia, neutropenia e trombocitopenia), além disso, 

esses fármacos são indicados para terapia endócrina (casos de receptores de hormônio 
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positivos), dessa forma, a busca por tratamentos mais efetivos, especialmente para os casos de 

câncer de mama metastático triplo negativo (sem receptores de hormônio), ainda é uma 

necessidade (WAKS & WINER, 2019). 

 

Figura 3 – Análise das aprovações da FDA para câncer de mama e outros cânceres no período de 1949 a 2018. 

 a) Medicamentos contra o câncer de mama aprovados como parte de todos os medicamentos contra o câncer. b) 

Número de aprovações de novos medicamentos para tumores sólidos comuns. c) Número de aprovações de 

medicamentos contra o câncer de mama por ano e mecanismo de ação. 

 
Fonte: Adaptado de Leo et al. (2020). 

 

As diretrizes da Sociedade Europeia de Oncologia Médica apontam que a quimioterapia 

citotóxica é o tratamento padrão para o tratamento de câncer de mama triplo negativo. As 

estratégias terapêuticas atuais incluem fármacos como taxanos, antraciclinas e derivados de 

platina. A eficácia dos taxanos e antraciclinas no câncer de mama metastático é maior em 

tumores com receptores de hormônios negativos, por esse motivo, ambas as classes são 

indicadas como tratamento de primeira linha para o caso triplo negativo (MUSTACCHI et al., 

2015). 

Diversos estudos em terapia neoadjuvante, adjuvante e metastática confirmaram a 

sensibilidade do tipo triplo negativo a fármacos citotóxicos, assim como a importância de uma 

quimioterapia a base de taxanos, dentre os quais se destaca o PTX (GHERSI et al., 2015; 

SPARANO et al., 2015; BAKRANIA et al., 2016; YU et al., 2020). 
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2.2 PACLITAXEL 

 

O PTX é um agente terapêutico amplamente estudado e efetivo para o tratamento de 

uma variedade de tumores sólidos. Esse fármaco foi descoberto como consequência de um 

estudo desenvolvido pelo National Cancer Institute (NCI) nos Estados Unidos no início de 

1960 para triagem de substâncias com atividade citotóxica derivadas de plantas (BERNABEU 

et al., 2017).  

O composto foi originalmente isolado da casca do Teixo do Pacífico (Taxus brevifolia) 

por Monre E. Wal e Mansukh C. Wani, que em 1971 o nomearam “Taxol” e elucidaram sua 

estrutura química, apresentada na Figura 4. O PTX é um pseudoalcalóide diterpeno com núcleo 

tetracíclico e fórmula molecular C47H51NO14 (EZRAHI et al., 2019). 

 

Figura 4 – Estrutura química do Paclitaxel. 

 
Fonte: Ezrahi et al. (2019). 

 

A sua atividade antitumoral é atribuída especialmente ao anel A, ao anel D (oxetano), 

ao grupo C benzoíla e a certos componentes (como o grupo C3' amida-acil e o grupo OH em 

C2') na cadeia lateral anexada ao C13 (EZRAHI et al., 2019). 

Em 1979, Susan Horwitz elucidou o seu mecanismo de ação e alguns anos depois foram 

iniciados os ensaios clínicos. Entretanto, apenas em 1992 a FDA autorizou a sua 

comercialização, inicialmente para tratamento de câncer de ovário. Esse agente foi 

desenvolvido comercialmente pela Bristol-Myers Squibb, que registrou o nome Taxol® 

(BERNABEU et al., 2017). 

Inicialmente, o PTX era obtido exclusivamente de fontes naturais por extração da casca 

do Teixo do Pacífico e apesar de alcançar aumentos nos rendimentos de extração (0,04% p/p 

de casca seca), uma terapia completa poderia exigir aproximadamente 2 g do antineoplásico ou 
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o equivalente a quatro árvores. Dessa forma, o teor de PTX era muito baixo para suprir 

quantidade suficiente para uso clínico (BERNABEU et al., 2017). 

As quantidades de PTX encontradas em diferentes partes de plantas, órgãos e tecidos de 

Taxus diferem substancialmente; portanto, explantes de Taxus foram cultivados ao longo do 

tempo de maneira direcionada. Desde 1989 muitas outras espécies de Taxus foram encontradas 

incluindo T. baccata, T. yunnanensis, T. cuspidate, T. chinensis, T. canadensis e T. globosa. O 

melhoramento com linhagens celulares de alto rendimento, usando sistemas de cultura em dois 

estágios, otimizando fontes de carboidratos, usando estratégias de pré-alimentação e o uso de 

indutores de cultura de fungos (por exemplo, extratos de fungos mais ácido salicílico, sulfato 

de vanadil, quitosana, esqualeno e metil jasmonato) são alguns meios eficazes para aumentar o 

rendimento da obtenção de PTX (ZHU & CHEN, 2019). 

Devido à alta complexidade estrutural da molécula, um método completamente sintético 

para produção comercial de PTX ainda não foi desenvolvido. Consequentemente, foram 

desenvolvidas rotas semissintéticas pela acilação de 10-desacetilbacatina III, um precursor 

presente na folhagem de T. brevifolia assim como em T. baccata. Esse percursor permitiu obter 

rendimentos mais elevados do que isolar o fármaco diretamente da árvore (1 kg de PTX a partir 

de 3000 kg de folhagem) e proporcionou uma melhor escolha para a produção de PTX 

(PANCHAGNULA, 1998). Atualmente, além método de semissíntese, o PTX pode ser obtido 

pelo processo de fermentação de células vegetais no qual o fármaco é extraído de culturas 

celulares de Taxus, purificado por cromatografia e isolado por cristalização (GUO et al., 2006). 

O mecanismo de ação do PTX difere da maioria dos agentes citotóxicos, isso porque 

esse fármaco não interage diretamente com os componentes nucleares como o DNA e RNA, ao 

contrário de alguns outros agentes quimioterápicos. De forma geral, o PTX atua durante a fase 

mitótica da divisão celular promovendo a polimerização de proteínas tubulinas e sua montagem, 

resultando no fenômeno de estabilização dos microtúbulos e bloqueio do ciclo celular 

(DUMONTET & SIKIC, 1999). 

O fuso mitótico é uma estrutura celular temporária responsável pelos movimentos dos 

cromossomos durante a mitose e é constituído por feixes de microtúbulos que se alinham 

longitudinalmente e que no conjunto apresentam uma forma elipsoide, como mostra a Figura 5 

(EZRAHI et al., 2019).  

Os microtúbulos são polímeros das proteínas α- e β-tubulina. Essas proteínas se alinham 

totalmente em paralelo com rearranjo cilíndrico para formar filamentos ocos ou tubos de cerca 

de 240-250 Å de diâmetro externo e que podem ter muitos micrômetros de comprimento. Esse 
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arranjo é alcançado com 13 protofilamentos (polímeros lineares com disposição cabeça-cauda 

das subunidades α- e β-tubulina) (EZRAHI et al., 2019). 

 

Figura 5 – Cromossomos e fuso mitótico durante os estágios iniciais da mitose, quando os centríolos estão 

situados nos polos das células, mas os cromossomos ainda não agrupados no centro. 

 
Fonte: Adaptado de Ezrahi et al. (2019). 

 

As extremidades dos microtúbulos se alternam dinamicamente entre crescimento 

(polimerização) e encolhimento (despolimerização) em um fenômeno conhecido como 

instabilidade dinâmica. Dímeros de tubulina ligados a GTP (guanosina trifosfato) são 

adicionados à ponta do microtúbulo na fase de polimerização, enquanto GTP ligado à β-

tubulina pode ser hidrolisado a GDP (guanosina difosfato) e assim é iniciada a fase 

despolimerização (EZRAHI et al., 2019). Esse processo está ilustrado na Figura 6. 

Taxanos (como o PTX e outros compostos semelhantes) ligam-se a microtúbulos 

polimerizados por meio de uma interação não covalente irreversível. Assim, eles estabilizam 

os protofilamentos de β-tubulina ligados ao GDP (que são propensos à despolimerização) 

endireitando-os em uma conformação semelhante à das estruturas ligadas ao GTP mais estáveis. 

Essa ligação promove o processo de polimerização da tubulina, estabilizando os microtúbulos 

e inibindo o fenômeno de instabilidade dinâmica. O fenômeno de estabilização dos 

microtúbulos pelo PTX os torna disfuncionais, e seu principal efeito é impossibilitar a separação 

dos centrômeros impedindo que a fase G2-M na anáfase ocorra, evitando assim a divisão celular 

e ocasionando a sua morte (apoptose) (EZRAHI et al., 2019). 
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Figura 6 – Estrutura, polimerização e despolimerização dos microtúbulos. 

 
Fonte: Chen et al. (2017). 

 

Apesar de sua eficácia terapêutica enquanto agente citotóxico, o PTX possui baixa 

biodisponibilidade devido à sua baixa solubilidade em meio aquoso (0,3 - 0,5 µg/mL) e alta 

lipofilicidade (log P ~ 4) (SURAPANENI et al., 2012; BERNABEU et al., 2016). 

A primeira formulação comercialmente disponível contendo o PTX, o Taxol®, é uma 

forma farmacêutica geralmente administrada por via intravenosa em um veículo composto de 

óleo de rícino polioxietilado também denominado Cremophor EL (CrEL) e álcool desidratado 

em partes iguais em volume, a estrutura química do CrEL é mostrada na Figura 7 a seguir. 

 

Figura 7 – Estrutura química do Cremophor EL. 

 
Fonte: Gelderblom et al. (2001). 

 

A forma farmacêutica clínica atual contém em cada mililitro 6 mg de PTX, 527 mg de 

CrEL e 49,7% (v/v) de etanol absoluto (EtOH) (BERNABEU et al., 2017). 
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O CrEL é utilizado como um veículo para a solubilização de uma ampla variedade de 

fármacos hidrofóbicos, incluindo anestésicos, fotossensibilizadores, sedativos, agentes 

imunossupressores e fármacos anticancerígenos. A quantidade de CrEL administrada com esses 

fármacos é de em média 5 mL (faixa de 1,5 mL a 10,3 mL), embora o PTX seja uma exceção, 

a quantidade de CrEL no Taxol® é consideravelmente maior por administração, cerca de 26 mL 

(GELDERBLOM et al., 2001). 

A grande quantidade do CrEL nessa formulação está relacionada a efeitos adversos em 

cerca de 25% a 30% dos pacientes tratados. Vários estudos apontaram que o CrEL administrado 

por via intravenosa tem sido associado a reações agudas de hipersensibilidade anafilactóides 

como dispneia, letargia, dor no peito, taquicardia, vasodilatação, hiperlipidemia, angioedema, 

urticária geral, erupção cutânea e hipotensão (GELDERBLOM et al., 2001; PELTIER et al., 

2006; HENNENFENT et al., 2006).  

Consequentemente, os pacientes recebendo Taxol® devem ser pré-medicados com 

corticoides e anti-histamínicos para prevenção de reações de hipersensibilidade (BERNABEU 

et al., 2017).  

Além disso, com relação a neurotoxicidade, o CrEL foi associado à degeneração axonal 

e desmielinização, resultando em neuropatia periférica. As propriedades neurotóxicas de CrEL 

são provavelmente induzidas por resíduos insaturados de ácidos graxos, possivelmente devido 

ao aparecimento de produtos de peroxidação. Foi sugerido que derivados etoxilados do óleo de 

rícino são responsáveis pela maior parte do dano neuronal observado (BRAT et al., 1992; 

PODRATZ & WINDEBANK, 1993; GELDERBLOM et al., 2001).  

Nesse contexto, considerando-se o potencial do PTX enquanto agente antineoplásico e 

as suas limitações em termos de biodisponibilidade e toxicidade, destacam-se as oportunidades 

alavancadas pelo crescimento da nanotecnologia farmacêutica: grandes empresas e outras 

crescentes no ramo da biotecnologia têm buscado o desenvolvimento de novas formulações 

com o objetivo de conquistar o mercado de PTX aumentando a sua eficácia terapêutica 

(SOFIAS et al., 2017). 

Algumas nanoformulações carregadas de PTX alcançaram aumento da solubilidade do 

fármaco, evitando o uso de CrEL e reduzindo a toxicidade associada. Diferentes plataformas 

nanotecnológicas baseadas em PTX já estão disponíveis no mercado ou em fase avançada e 

ensaios clínicos e podem ser mencionadas como nanopartículas conjugadas (Abraxane®), 

lipossomas (Lipusu®) e micelas poliméricas (Genexol®-PM, Paclical® e NK 105) (KIM et al., 

2001; HAMAHUCHI et al., 2005; MORENO-ASPITIA & PEREZ, 2005; GREEN et al., 2006) 
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2.3 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS PARA LIBERAÇÃO DE FÁRMACOS 

 

As limitações da quimioterapia convencional geralmente vão de encontro a fatores como 

efeitos adversos do tratamento devido a toxicidade, resistência ao fármaco, falta de seletividade 

celular, além da complexidade do microambiente tumoral. Agentes quimioterápicos 

convencionais, como é o caso do Taxol®, se distribuem por todo o corpo, onde afetam tecidos 

cancerosos e normais causando um sérios efeitos tóxicos os quais geralmente limitam a terapia 

antitumoral. Nas últimas duas décadas, a pesquisa testemunhou um crescimento notável no uso 

da nanotecnologia para aplicações terapêuticas, especialmente na oncologia (KHALIFA et al., 

2019). 

Alguns dos objetivos do estudo de formulações nanoestruturadas para tratamento de 

câncer incluem: aumentar o acúmulo de fármaco na região tumoral, reduzir a toxicidade fora 

do alvo, evitar a depuração rápida do fármaco após administração sistêmica e aprimorar os 

parâmetros farmacocinéticos de forma a possibilitar um tratamento mais eficiente (KHALIFA 

et al., 2019). 

 

2.3.1 O EFEITO DE PERMEABILIDADE E RETENÇÃO AUMENTADA 

 

O microambiente tumoral tem uma fisiologia única e complexa que desempenha um 

papel importante no crescimento, progressão e metástase de tumores (LIU et al., 2017). 

Nanocarreadores permitem a entrega preferencial de fármacos ao local do tumor por 

meio do efeito de Permeabilidade e Retenção Aumentada (EPR, do inglês Enhanced 

Permeability and Retention), um fenômeno particular descoberto em 1986 por Maeda e 

Matsumura que ocorre em tumores sólidos em decorrência de suas características anatômicas e 

fisiopatológicas intrínsecas que os diferenciam de tecidos normais (BERNABEU et al., 2017). 

Uma representação esquemática simplificada do efeito EPR é apresentada na Figura 8. 

Devido a uma elevada taxa de angiogênese que não ocorre de forma uniforme, as células 

endoteliais dos vasos sanguíneos na região tumoral apresentam lacunas maiores (≥100 nm) do 

que as junções de vasos sanguíneos normais (5-10 nm). Além disso, a maioria dos vasos 

linfáticos dessa região são colapsados e comprimidos, o que afeta o processo de drenagem, em 

consequência, nanopartículas na faixa de tamanho de até 200 nm tendem a ser retidas no 

ambiente tumoral (BERNABEU et al., 2017).  
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Figura 8 – Representação esquemática do efeito EPR. Os vasos sanguíneos na região tumoral são anormais 

apresentando grandes lacunas entre as células endoteliais que permitem a passagem de nanopartículas. 

 
 

Fonte: Adaptado de Dai et al. (2017). 

 

Muitos estudos validaram a eficácia desse efeito baseado no direcionamento de 

fármacos para tecidos tumorais, não apenas em modelos de tumores animais, mas também em 

pacientes com câncer (MAEDA et al., 2000; MAEDA, 2010a; MAEDA et al., 2016; MAEDA; 

2017; GOLOMBEK et al., 2018).  

No entanto, é importante salientar que outras pesquisas recentes para vários tipos de 

tumores e diferentes sistemas apontaram que o efeito EPR das nanoformulações não é 

observado de forma universal (MAEDA, 2015; WILHELM et al., 2016; LAMMERS, 2019; 

SINDHWANI et al., 2020).  

Efeitos EPR caracterizados como inadequados foram observados em diferentes tumores 

e em diferentes áreas do mesmo tumor. Além das diferenças de estrutura, tamanho e densidade 

vascular nos variados tipos de tumores, a heterogeneidade na patologia do câncer também se 

relaciona com efeitos de coagulação e formação de trombos nos vasos tumorais, levando à 

hipóxia do tecido ou fluxo sanguíneo prejudicado, o que pode suprimir a entrega de fármacos 

nessas regiões. Esse feito também ocorre como resultado de fibrinólise ativada, necroses, 

trombocitopenia ou sangramentos, embora seja importante destacar que sua ocorrência é mais 

pronunciada em tumores de maior volume (MAEDA, 2015). Esse fenômeno está ilustrado na 

Figura 9. 

Adicionalmente, foi relatado que células imunes do microambiente tumoral 

desempenham um papel importante no acúmulo, retenção e distribuição de nanopartículas 

(MILLER et al., 2015). Além disso, fatores fisiopatológicos podem ser utilizados para controlar 

ou aumentar o efeito EPR e têm sido alvo de estudos diversos, a elevação da pressão sanguínea 

com o uso de compostos como a nitroglicerina e o uso de mediadores vasculares como a 
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angiotensina II, por exemplo, mostraram-se úteis em aplicações clínicas para melhoria de 

entrega de fármacos na região de tumores em hipoxia (NAGAMITSU et al., 2009, SEKI et al., 

2009; MAEDA, 2010b). 

 

Figura 9 – Ilustração da heterogeneidade do efeito EPR relacionada a atividades trombogênicas. A formação de 

trombos resultou na supressão do fluxo sanguíneo na região do tumor. 

 
Fonte: Adaptado de Fang et al. (2020). 

 

Investigações adicionais de potenciadores do efeito EPR e sua tradução para aplicações 

clínicas são, portanto, criticamente importantes para o sucesso da terapia oncológica com 

nanoformulações e tais estudos podem fornecer novas oportunidades para a futura 

quimioterapia do câncer (FANG et al., 2020). 

Para além do efeito de heterogeneidade, deve-se ressaltar que o efeito EPR é um 

fenômeno dinâmico e envolve muitos fatores fisiológicos incluindo o acontecimento de eventos 

biológicos simultâneos in vivo, as consequências do crescimento tumoral e de possíveis 

processos fisiopatológicos e inflamatórios, o que confere considerável complexidade. Ademais, 

é importante destacar que esse efeito não determina o resultado de um sistema de entrega de 

fármacos de sucesso. Portanto, o desenvolvimento de nanoformulações requer considerações 

multifatoriais, de forma que devem ser consideradas as diferentes características físico-

químicas das nanopartículas complementarmente a análise de tamanho como: carga superficial 

associada, biocompatibilidade, estabilidade durante o tempo de circulação e minimização da 

depuração pelo sistema fagocitário mononuclear (MAEDA, 2015; ISLAM et al., 2021). 

 

2.3.2 NANOFORMULAÇÕES PARA ENTREGA DE PACLITAXEL 

 

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, sistemas de entrega têm sido desenvolvidos 

para aumentar a eficácia terapêutica e abordar as limitações farmacocinéticas de diferentes 
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fármacos. Nas décadas recentes, várias nanoformulações foram desenvolvidas e avaliadas para 

entrega de PTX às células tumorais (LIU et al., 2019). A Tabela 1 a seguir mostra alguns 

exemplos. 

  

Tabela 1 – Nanoformulações contendo PTX disponíveis comercialmente ou em fase de estudo clínico e 

informações sobre sua composição principal. 

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2019). 

 

O Abraxane®, originalmente fabricado pela Abraxis Bioscience, foi aprovado pela FDA 

e pela EMA em 2005 e 2008, respectivamente, como terapia de segunda linha para pacientes 

com câncer de mama metastático com resistência a um regime de antraciclina e taxano. Os 

dados clínicos que levaram à aprovação do Abraxane® demonstraram superioridade em relação 

ao Taxol® em termos de redução da toxicidade que, por sua vez, resultou em uma dose máxima 

tolerada significativamente mais alta (GRADISHAR et al., 2005; MORENO-ASPITIA & 

PEREZ, 2005; GREEN et al., 2006). 

Essa formulação é preparada pela homogeneização a alta pressão do PTX em presença 

de albumina sérica. As moléculas de PTX são ligadas de forma não covalente a moléculas de 

albumina formando um agregado primário de PTX-albumina de 4-14 nm. Esses então se 

agregam para formar uma partícula de albumina-PTX de aproximadamente 130 nm de diâmetro 

(MORENO-ASPITIA & PEREZ, 2005; GREEN et al., 2006; DESAI et al., 2009; FU et al., 

2009). 

Formulação Composição 

Disponível comercialmente 

Abraxane® Nanopartícula (Albumina/PTX) 

Lipusu® Lipossoma (Lecitina/Colesterol/PTX) 

Genexol®-PM Micela polimérica (mPEGb-PDLLA/PTX) 

Paclical® Micela polimérica (XR-17/PTX) 

PICN 

Nanopartícula lipídico-polimérica 

(Polivinilpirrolidona/Sulfato de Colesterol/Ácido 

Caprílico/PTX) 

Fase II 

LEP-ETU 

Lipossoma 

(Fosfatidilcolina/Colesterol/Cardiolipina/Succinato 

ácido de alfa-tocoferol/PTX) 

Taxoprexin Conjugado (Ácido docosahexaenóico/ PTX) 

ANG1005 Conjugado (Angiopep-2/PTX) 

Fase III 

Opaxio™/Xyotax® Conjugado (Ácido-poli-L-glutâmico/PTX) 

NK105 Micela polimérica (mPEG-b-P(Asp)/PTX) 
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O Abraxane® contém 100 mg de PTX em 900 mg de albumina em forma de pó 

liofilizado que é ressuspendido em 20 mL de solução de cloreto de sódio 9 mg/mL para formar 

uma suspensão reconstituída de concentração igual a 5 mg/mL de PTX. Estudos pré-clínicos 

mostraram que o Abraxane® melhora a eficácia, em comparação com o Taxol®, devido ao 

aumento do acúmulo do fármaco na região tumoral (DESAI et al., 2006; GARDNER et al., 

2008). Além disso, estudos clínicos mostraram que a ausência de CrEL reduz a toxicidade dessa 

formulação, permitindo que uma dose 49% maior do medicamento seja administrada sem a 

necessidade de pré-medicação com corticosteroides (GRADISHAR et al., 2005; 

DRANITSARIS et al., 2014). 

Destacam-se alguns do pontos fortes do Abraxane® como: facilidade de administração, 

redução nas reações de hipersensibilidade, melhor resposta geral e sobrevida, bem como 

melhorias nos anos de vida ganhos e anos de vida ajustados à qualidade (MCLEOD et al., 2010; 

ALBA et al., 2013; LAZZARO et al., 2013; DRANITSARIS et al., 2015).  

Com relação ao perfil de toxicidade, embora essa formulação mostre uma diminuição 

na incidência de neutropenia, um aumento na incidência de neurotoxicidade foi relatado quando 

Abraxane® foi administrado em combinação com Gemcitabina para tratamento de câncer 

pancreático (SALTZ & BACH, 2014). Adicionalmente, essa formulação possui elevado custo 

de produção, de tal forma que a pesquisa por novas alternativas ainda é uma necessidade 

(SZNITOWSKA et al., 2008). 

Nas últimas três décadas, as micelas poliméricas surgiram como uma plataforma de 

entrega de fármacos altamente promissora para compostos terapêuticos pouco solúveis. Esses 

sistemas mostraram perfis farmacocinéticos aprimorados em modelos animais pré-clínicos e 

eficácia aumentada com um perfil de segurança superior. Algumas formulações de micelas 

poliméricas atingiram o estágio de ensaios clínicos ou são aprovadas para uso humano devido 

ao perfil farmacocinético aprimorado e alta eficácia (HWANG et al., 2020).  

Dentre as principais formulações micelares destacam-se o Genexol®-PM, o Paclical® e 

o NK105. 

O Genexol®-PM é uma formulação micelar polimérica originalmente desenvolvida pela 

Samyang Biopharmaceuticals Corp. Essa foi a primeira formulação de micelas poliméricas 

aprovada para uso humano na Coréia do Sul e em vários outros países como Índia, Vietnam, 

Filipinas e Indonésia para pacientes com câncer de mama metastático, câncer de ovário e câncer 

de pulmão. Essa formulação consiste em PTX encapsulado em micelas poliméricas de mPEGb-

PDLLA (mPEG: 2000 g/mol, PDLLA: 1750 g/mol). As micelas, fabricadas pelo método de 

dispersão sólida seguida da técnica de hidratação de filme fino, são partículas nanométricas 
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com estrutura esférica bem definida em meio aquoso com 20 a 50 nm de diâmetro que contém 

30 mg de PTX para cada 150 mg de polímero configurando 16,7% de capacidade carreadora de 

fármaco (KIM et al., 2001; KIM et al., 2004). 

O Paclical®, desenvolvido pela Oasmia Pharmaceutical AB, é baseado no excipiente 

patenteado XR-17, uma mistura de derivados de vitamina A composta de sal de sódio de éster 

metílico de ácido N-(transretinoil)-L-cisteico e sal de sódio de éster metílico de ácido N-(13-

cisretinoil)-L-cisteico que formam micelas de 20 a 60 nm para encapsulação de PTX.  Em 2015, 

o Paclical® recebeu aprovação para tratamento de câncer de ovário em combinação com 

carboplatina na Rússia. Além disso, um estudo clínico comparativo entre o Paclical® e o 

Abraxane® mostrou perfis farmacocinéticos semelhantes para essas formulações, sugerindo a 

oportunidade de aprovação global dessa formulação para tratamento de câncer de mama 

(SOFIAS et al., 2017). 

O NK105 é uma formulação de micelas poliméricas carregadas com PTX que foi 

originalmente desenvolvida pelo grupo de Kataoka e NanoCarrier Co. Ltd. no início de 1990 e 

avançou para ensaios clínicos (fase III concluída). Essa formulação consiste em PTX 

encapsulado em micelas poliméricas de polietilenoglicol e poliácido aspártico modificado ou 

mPEG-b-P(Asp) (mPEG = 12.000 g/mol e P(Asp) = 8000 g/mol), sendo metade do bloco de 

grupos carboxílicos do poliácido aspártico modificado com 4-fenil-1-butanol para aumentar a 

sua hidrofobicidade e melhorar a incorporação do fármaco no núcleo da micela. As micelas 

dessa formulação apresentam diâmetro hidrodinâmico de aproximadamente 90 nm e contém 30 

mg de PTX para cada 100 mg de polímero, configurando cerca de 23,1 % de capacidade 

carreadora de fármaco (HAMAHUCHI et al., 2005). 

Dada a potencialidade das formulações de micelas poliméricas alguns dos principais 

aspectos desses sistemas serão abordados com mais detalhes adiante. 

 

2.3.2.1 MICELAS POLIMÉRICAS 

 

Cerca de três décadas atrás, micelas formadas por copolímeros anfifílicos em bloco em 

solução aquosa foram concebidas como sistemas carreadores de compostos terapêuticos pouco 

solúveis que foram incorporados não covalentemente às micelas (KABANOV et al., 1989) ou 

ligados covalentemente às cadeias de polímero (YOKOYAMA et al., 1990). Desde então, as 

aplicações desses componentes no desenvolvimento de micelas poliméricas contendo fármacos 

têm sido extensivamente estudadas (KWON & KATAOKA, 1995; KIM et al., 2001; 

HAMAGUCHI et al., 2005; MATSUMURA, 2008). 
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A característica definidora dos sistemas micelares poliméricos é a capacidade de 

autoassociação das unidades anfifílicas de polímeros. O processo de micelização é um evento 

termodinâmico, no qual os polímeros anfifílicos se autoassociam em soluções aquosas com as 

cadeias hidrofóbicas agregando-se para formar o núcleo e as cadeias hidrofílicas em direção ao 

ambiente aquoso. As cadeias hidrofílicas protegem as cadeias hidrofóbicas da interação com a 

água, reduzindo a energia livre interfacial do sistema polímero-água, portanto, minimizar a 

energia livre interfacial é a principal força motriz para a formação das micelas (OWEN et al., 

2012).  

Devido à sua estrutura com núcleo hidrofóbico e uma casca externa hidrofílica as 

micelas são capazes de incorporar fármacos hidrofóbicos em seus núcleos e liberá-los de forma 

controlada, uma característica considerada interessante para o carreamento de fármacos 

anticancerígenos pouco solúveis em ambiente aquoso (GILL et al., 2014). 

A associação micelar ocorre apenas quando as unidades anfifílicas atingem uma 

concentração limite em solução, conhecida como concentração micelar crítica (CMC). Abaixo 

da CMC as moléculas existem apenas como cadeias simples em uma dispersão molecular 

(CROY & KWON, 2006). Uma ilustração desse processo é mostrada na Figura 10 a seguir. 

 

Figura 10 – Ilustração representativa dos componentes de uma micela polimérica convencional em meio aquoso 

e sua autoassociação acima da CMC. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Para que uma micela seja termodinamicamente estável, a concentração de copolímero 

deve estar acima da sua CMC. Dessa forma, no desenvolvimento de sistemas micelares é 

interessante selecionar copolímeros com uma CMC mais baixa. Esse parâmetro é influenciado 

por diversos fatores incluindo as propriedades dos blocos formadores de núcleo, como a 

hidrofobicidade e o grau de cristalinidade, além da proporção entre segmentos (balanço 

hidrofóbico/hidrofílico). Geralmente, um aumento no comprimento do bloco hidrofóbico de um 
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copolímero resulta em uma CMC mais baixa se o segmento hidrofílico for mantido constante 

(NISHIYAMA & KATAOKA; 2006; WIRADHARMA et al., 2009). 

Adicionalmente, a formação de micelas ocorre como resultado de duas forças: as forças 

atrativas que levam à associação das moléculas e as forças repulsivas que impedem o 

crescimento das micelas para uma fase macroscópica distinta (ASTAFIEVA et al., 1993; 

PRICE, 1983). 

O tamanho de uma micela é influenciado pelas características dos seus constituintes, 

dependendo principalmente dos comprimentos e pesos moleculares dos blocos hidrofóbicos e 

hidrofílicos. Essas propriedades influenciam qual o será o número de agregação micelar (Nagg) 

ou número de unidades que compõem as micelas, a morfologia e o quão bem as cadeias de 

unímeros se empacotam nas micelas, o que determina finalmente o tamanho total da estrutura 

(CROY & KWON, 2006). A maioria das micelas poliméricas apresentam a faixa de tamanho 

entre 10 e 200 nm e são esféricas, apesar de outras morfologias como bastões também serem 

possíveis (OWEN et al., 2012). 

Com relação ao método de preparo desses sistemas, um dos mais comumente utilizados 

é o método de evaporação do solvente seguido da hidratação de filme. Nesse método, a fase 

orgânica capaz de solubilizar os polímeros e o fármaco é evaporada e um filme fino é produzido. 

As micelas são então formadas quando esse filme é reidratado com uma fase aquosa. Algumas 

das vantagens mais relevantes desse método são os altos níveis de encapsulação alcançados e a 

possibilidade de uma interação íntima e favorável do polímero com o fármaco, uma vez que 

ambos são solubilizados na mesma fase. Por outro lado, uma das desvantagens é a utilização de 

solventes orgânicos, que devem ser totalmente removidos ou, pelo menos, devem estar abaixo 

de certos níveis permitidos (CAGEL et al., 2017). 

Muitos avanços significativos no desenvolvimento de micelas poliméricas têm sido 

feitos para otimizar a entrega de fármacos. A escolha de copolímeros em bloco adequados 

destina-se a encapsular efetivamente os compostos terapêuticos por meio de várias interações 

moleculares que resultam na proteção da carga contra o ambiente externo e melhorias no perfil 

farmacocinético (KATAOKA et al., 2012; CABRAL & KATAOKA; 2014). Espera-se que 

formulações de micelas poliméricas ideais possam melhorar os resultados terapêuticos do 

fármaco encapsulado devido as funcionalidades da formulação conferidas pelos polímeros 

(HWANG et al., 2020). 

Sob o aspecto biológico, por exemplo, o perfil farmacocinético de fármacos 

encapsulados em micelas poliméricas difere daquele dos compostos livres, o que influencia 
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parâmetros como concentração sistêmica máxima, área sob a curva (AUC, do inglês Area 

Under the Curve), depuração e biodistribuição (HOUDAIHED et al., 2017).  

Nos últimos anos, diferentes biomateriais têm sido empregados para preparar sistemas 

micelares poliméricos, apesar de não serem exclusivamente copolímeros em bloco (CAGEL et 

al., 2017). 

O uso de fosfolípides com bloco hidrofóbico potencializa a estabilização das 

nanoestruturas, quando comparadas com micelas estritamente poliméricas. Além disso, a 

hidrofobia conferida pelas cadeias lipídicas permite excelente solubilização de fármacos pouco 

solúveis em meio aquoso, como é o caso do PTX (TORCHILIN, 2007; GILL et al., 2014). 

O fosfolípide DSPE acoplado ao PEG (DSPE-PEG) vem sendo amplamente utilizado 

no preparo de micelas poliméricas, por apresentar características que permitem a formação de 

micelas com diâmetro variando de 7 a 35 nm, dependendo do comprimento da cadeia de PEG, 

e valores de CMC baixos, na ordem de 10-5 a 10-6 mol/L (LUKYANOV et al., 2002; SAWANT 

& TORCHILIN, 2010). 

O PEG tem sido o bloco hidrofílico mais frequentemente empregado em micelas 

poliméricas devido ao seu perfil de segurança e aprovação pela FDA. O PEG de baixo peso 

molecular e conjugados de PEG de 20 kDa ou menos apresentam baixa incidência de toxicidade 

(VERONESE, 2009; WEBSTER et al., 2009; RUDMAN et al., 2013).  

Além disso, quando o PEG forma a casca das micelas poliméricas, sua característica 

hidrofílica e sua flexibilidade ajudam, por meio de uma estabilização estérica, a evitar a 

adsorção de proteínas plasmáticas e processos de opsonização que podem causar a depuração 

antecipada do fármaco e das micelas pelo sistema fagocitário mononuclear (CERUTI et al., 

2000; HU et al., 2007; SHIRAISHI et al., 2015).  

Cadeias de PEG com pesos moleculares variando de 1 a 6 kDa são consideradas ideais 

para conferir as nanopartículas propriedades eficientes e são frequentemente empregadas para 

preparar copolímeros em bloco destinados a entrega de fármacos (MILLER et al., 2012; LOGIE 

et al., 2014; EMAMI et al., 2015). A Figura 11 apresenta a estrutura química de uma molécula 

de DSPE-PEG2000. 

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu anteriormente micelas poliméricas de DSPE-

PEG2000 contendo PTX, o qual apresentou características físico-químicas e biológicas 

promissoras com grande potencial para acumular no tecido tumoral (ODA et al., 2020b). 

Embora essa formulação tenha apresentado boa capacidade de encapsulação do PTX, o sistema 

não apresentou estabilidade em ambiente aquoso durante um período de sete dias (ODA, 2015). 
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Figura 11 – Estrutura química do 1,2-diestearoil-sn-glicero-2-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietileno-glicol)-

2000] ou DSPE-PEG2000. 

 
 

Fonte: Avanti Polar Lipids (2022). 

 

                 

Para explorar com sucesso as micelas poliméricas para entrega de fármacos, vários 

parâmetros importantes, incluindo a estabilidade, capacidade de carga do fármaco, tamanho e 

possibilidade de incorporação de funcionalidades, devem ser cuidadosamente considerados e 

otimizados a depender da aplicação (ATTIA et al., 2011). É conhecido que a estabilidade do 

sistema micelar é regida, principalmente, pelo estado físico do seu núcleo hidrofóbico, pelas 

interações entre as frações apolares e pelo seu peso molecular (WIRADHARMA et al., 2009; 

KIM et al., 2010).  

Adicionalmente, a afinidade entre o fármaco carregado e o polímero formador do núcleo 

é um dos fatores mais relevantes que determina a capacidade de carregamento (CROY & 

KWON, 2006; CHIAPPETTA et al., 2007). 

Nesse sentido, uma abordagem interessante para otimizar essas propriedades e superar 

algumas das limitações dos sistemas de micelas convencionais é a combinação de dois ou mais 

polímeros anfifílicos distintos para formar sistemas micelares mistos (ATTIA et al., 2011). 

 

2.3.2.2 MICELAS POLIMÉRICAS MISTAS 

 

Em comparação com micelas poliméricas convencionais, os sistemas micelares mistos 

podem apresentar algumas vantagens interessantes. A combinação de dois ou mais constituintes 

diferentes (por exemplo, AB+CB, AB+AC ou AB+CD) para formar micelas mistas é uma 

abordagem prática e eficiente para tratar muitas das limitações geralmente encontradas sem a 

necessidade de esquemas complexos de síntese (CAGEL et al., 2017).  

Shim et al. (1991) propôs um modelo para a co-micelização de copolímeros dibloco em 

solução, que foi descrito como dependente das concentrações relativas das duas espécies. 

Embora seja comum para os sistemas de micelas mistas o uso de dois copolímeros em 

bloco com o mesmo bloco hidrofílico, mas diferentes blocos hidrofóbicos (AB+AC) com o 

objetivo de geralmente melhorar a estabilidade e capacidade carreadora, copolímeros dibloco 

com o mesmo bloco hidrofóbico, mas diferentes blocos hidrofílicos (AB+CB) também podem 
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formar micelas mistas com a casca tendo funções duplas (LI et al., 2006; LIN et al., 2009; WU 

et al., 2009).  A Figura 12 a seguir ilustra um processo de formação de uma estrutura micelar 

mista.  

 

Figura 12 – Ilustração representativa dos componentes de uma micela polimérica mista do tipo AB+CB em 

ambiente aquoso e sua autoassociação acima da CMC. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Algumas das vantagens que micelas mistas desenvolvidas a partir de copolímeros em 

bloco anfifílicos quimicamente diferentes podem apresentar sobre sistemas convencionais 

incluem: melhorias nas estabilidades termodinâmica (reduzindo a CMC) e/ou cinética (por 

meio do aprimoramento das interações hidrofóbicas), melhoria na capacidade carreadora, 

melhoria do controle de tamanho e facilidade de incorporar múltiplas funcionalidades, por 

exemplo, responsividade a estímulos e direcionamento celular (GAO et al., 2003; YOO et al., 

2004; DABOLKHAR et al., 2006; WANG et al., 2007; KIM et al., 2009; LO et al., 2009; 

YANG et al., 2009; WU et al., 2009) 

Dentre os diferentes sistemas micelares mistos, os tipos de interação não covalente mais 

frequentemente estudados são as interações hidrofóbicas entre diferentes copolímeros em bloco 

(ATTIA et al., 2011). 

Copolímeros em bloco de PEG e poli(óxido de propileno), comercializados como 

polímeros Pluronic, são os materiais mais utilizados para formar sistemas micelares para 

liberação de fármacos, pois estão prontamente disponíveis, são biocompatíveis e exibem baixa 

toxicidade. Todavia, suas limitações estão na incapacidade de encapsular grandes quantidades 

de fármacos hidrofóbicos e nos altos valores de CMC, que levam à baixa estabilidade e 

dissociação das micelas quando diluídas pelo sangue após injeção intravenosa. Dessa forma, 

foi reportado na literatura que a mistura de polímeros Pluronic com copolímeros mais 
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hidrofóbicos pode melhorar a estabilidade das micelas mistas resultantes e, portanto, a 

biodisponibilidade dos fármacos encapsulados (KABANOV et al., 2002; CHIAPPETTA et al., 

2007; WANG et al., 2007; LI & TAN, 2008; WANG et al., 2008; MU et al., 2010). 

Algumas macromoléculas anfifílicas relevantes comumente utilizadas em sistemas 

micelares mistos são aquelas formadas por blocos hidrofóbicos biodegradáveis de poliésteres 

covalentemente ligados a blocos hidrofílicos, principalmente ao PEG. Alguns exemplos são os 

poliésteres hidrofóbicos como poli(ácido lático) (PLA),  poli(ácido lático-co-glicólico) (PLGA) 

e poli(ε-caprolactona) (PCL), que são copolímeros aprovados pela FDA para aplicações 

biomédicas em humanos (KWON, 2003; CAGEL et al., 2017). 

Devido à sua baixa toxicidade e biocompatibilidade o PCL-PEG é um material bastante 

promissor para utilização em sistemas de administração de fármacos (VAKIL & KWON, 2006; 

HASSANZADEH et al., 2014). 

O PCL é sintetizado por polimerização por abertura de anel a partir do monômero ε-

caprolactona, um poliéster alifático hidrofóbico, e, portanto, é um excelente bloco para 

adsorver, dissolver e/ou fixar-se a fármacos com baixa solubilidade aquosa (SINHA et al., 

2004; PING et al., 2005; SHI et al., 2009). Anexado ao PEG, para formação do copolímero 

PCL-PEG, tem-se a construção de um componente com propriedades aprimoradas para 

potenciais aplicações como nanocarreadores (LETCHFORD et al., 2004; HUA et al., 2007; X. 

WEI et al., 2009). A estrutura desse copolímero é mostrada na Figura 13 a seguir. 

 

Figura 13 – Estrutura química do copolímero PCL-PEG. 

 
Fonte: Cagel et al. (2017). 

 

O comprimento dos segmentos de PCL fornece controle crucial sobre a hidrofobicidade 

dos copolímeros de PCL-PEG, o que determina a afinidade do fármaco e dos núcleos micelares 

hidrofóbicos (KIM et al., 1998; GE et al., 2002).   

Adicionalmente, o grau de cobertura de PEG na superfície da partícula também é 

determinado pelo comprimento do polímero, assim como pela sua densidade. Isso significa que 



40 
 

o controle do peso molecular dos constituintes é fundamental para o projeto eficiente de um 

sistema de entrega (ALLEN et al., 2002).  

Cadeias de PEG mais longas estendem a meia-vida do fármaco de forma mais 

significativa, Gref et al. (2000) reportou que o aumento do comprimento da cadeia de PEG de 

2000 para 5000 reduziu a adsorção de proteínas plasmáticas em mais de 50%.  

Essas características são algumas das que apontaram esse copolímero como uma opção 

interessante para ser incorporado em um sistema de micelas mistas. Nesse sentido, a seleção 

cuidadosa dos componentes-chave, a identificação e análise criteriosa das principais 

características desses sistemas são fatores determinantes para o desenvolvimento próspero de 

formulações. 

Dado o tamanho reduzido das micelas poliméricas, destaca-se na literatura o uso da 

técnica de espalhamento de raio-X a baixo ângulo (ângulos menores que 10º), a qual permite o 

estudo de nanopartículas na faixa de 1 a 100 nm. Essa técnica é uma ferramenta poderosa para 

determinação de parâmetros como tamanho e forma, além de possibilitar a investigação de 

detalhes da organização estrutural desses sistemas (FEIGIN & SVERGUN, 1987; ROE, 2000; 

AKIBA et al., 2010; SHIRAISHI et al., 2015). 

 

2.4 CARACTERIZAÇÃO POR ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ÂNGULO  

 

O comportamento do espalhamento é ditado pelo comprimento de onda relativo da 

radiação comparado ao tamanho do elemento espalhador. Dessa forma, devido à escala 

nanométrica dos sistemas micelares, o comprimento de onda de radiação necessário para análise 

deve ser de tamanho comparável (DONG & BOYD, 2011). 

Com base na lei de Bragg, dado um determinado comprimento de onda, o ângulo de 

espalhamento é inversamente proporcional às distâncias interplanares. Portanto, o 

espalhamento de raios-X pode fornecer informações sobre uma ampla gama de ângulos de 

dispersão permitindo o estudo de estruturas de tamanhos diversos. Para ângulos ultrabaixos 

(0,001° a 0,3°) a técnica é denominada USAXS (do inglês Ultra Small Angle X-Ray Scattering), 

que permite estudar estruturas maiores que 100 nm, para ângulos baixos (0,1° a 10°) a técnica 

é denominada SAXS (do inglês Small Angle X-Ray Scattering) sendo possível estudar 

estruturas na faixa de tamanho de 1 a 100 nm e para ângulos amplos (>10°) a técnica é 

denominada WAXS (do inglês Wide Angle X-Ray Scattering) utilizada para estruturas menores 

que 1 nm (DONG & BOYD, 2011). 
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Embora existam vários desafios técnicos associados ao desenvolvimento da 

instrumentação para espalhamento de raios-X, esquematicamente a configuração experimental 

é relativamente simples, como mostra a Figura 14 a seguir. 

 

Figura 14 – Esquema representativo de um experimento de espalhamento de raios-X.

 
Fonte: Adaptado de Kikhney & Svergun (2015). 

 

Nessa técnica um feixe de raios-X altamente colimado é usado para iluminar a amostra. 

A fonte de raios-X usada em estudos estruturais experimentais pode ser uma fonte de bancada 

ou fonte síncrotron. 

Instrumentos de espalhamento de raios-X de bancada geram raios-X utilizando um feixe 

de elétrons focado acelerado através de um campo de alta tensão, que bombardeia um alvo 

sólido (Cobre ou Molibdênio). À medida que os elétrons colidem com os átomos no alvo e 

desaceleram, um espectro contínuo de raios-X é emitido, que depois é monocromatizado e 

colimado. Instrumentos de espalhamento de raios-X de bancada têm fluxo relativamente baixo 

(normalmente cerca de 108 fótons/s) e, portanto, são geralmente usados para obter informações 

estruturais em amostras de equilíbrio estático, além disso, tempos de aquisição de minutos até 

horas são necessários (DONG & BOYD, 2011). 

A radiação síncrotron, por sua vez, é emitida por elétrons viajando a uma velocidade 

próxima da luz em um anel circular. A perda de momento dos elétrons quando forçados a dobrar 

em torno do anel é emitida como energia em diferentes comprimentos de onda, dependendo do 

tipo de experimento. A radiação de raios-X sincrotron tem um fluxo significativamente alto 

(tipicamente cerca de 1012 fótons/s) permitindo a obtenção de padrões de difração em 

milissegundos. Como tal, as fontes de raios-X baseadas em sincrotron podem ser usadas para 

experimentos de alto rendimento (DONG & BOYD, 2011).  
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Após a incidência dos raios-X, a radiação espalhada pela amostra é registrada em um 

detector bidimensional cujo tamanho e posição são fatores-chave que determinam o ângulo 

mínimo medido em um experimento. O padrão de espalhamento do solvente da amostra 

analisada também é obtido e subtraído do espalhamento da amostra em solução, deixando 

apenas o sinal das partículas de interesse (KIKHNEY & SVERGUN, 2015). 

Devido às orientações aleatórias das partículas em solução, o padrão de espalhamento é 

isotrópico e, portanto, pode ser integrado radialmente para fornecer uma função de 

espalhamento unidimensional. A intensidade de luz espalhada (I) tem uma dependência angular 

(q), onde q é a amplitude do vetor de espalhamento, definido pela equação 1 a seguir, sendo λ 

o comprimento de onda da radiação incidente e θ metade do ângulo de espalhamento 

(KIKHNEY & SVERGUN, 2015). 

 

Q = 
4π sen ϴ 

λ
                                                       (1) 

 

Os padrões de espalhamento obtidos são plotados como curvas unidimensionais I (q) e 

para sua interpretação em termos da estrutura das partículas analisadas são ajustados às curvas 

modelos matemáticos adequados ao sistema estudado. 

A caracterização estrutural pela técnica de SAXS, com uma adequada modelagem e 

ajuste de dados, pode fornecer informações de extrema importância para compreensão das 

propriedades físicas e químicas dos sistemas estudados. Para o caso de micelas poliméricas essa 

técnica permite a determinação de parâmetros como: diâmetro, forma, número de agregação, 

localização do fármaco, raio do núcleo, além da conformação, densidade e interação das cadeias 

poliméricas, mostrando-se uma abordagem extremamente sensível para estudar a organização 

estrutural de nanocarreadores e elucidar as diferentes interações entre seus constituintes  

(PEDERSEN et al., 2003; SATO et al., 2007; AKIBA et al., 2010; SANADA et al., 2010; 

SANADA et al., 2013; SHIRAISHI et al., 2015; ODA et al., 2020a). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Obter micelas mistas de DSPE-PEG2000 e PCL5000-PEG5000 com características 

adequadas para uso como plataforma para carrear PTX e avaliar possíveis melhorias em suas 

características físico-químicas com relação ao sistema de micelas convencional de DSPE-

PEG2000. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

▪ Preparar formulações de micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas 

razões molares de 99,5:0,5 e 99:1 contendo PTX em diferentes concentrações. 

 

▪ Realizar a caracterização físico-química das formulações quanto ao diâmetro médio, 

potencial zeta e teor de encapsulação. 

 

▪ Avaliar a organização estrutural das formulações por meio da técnica de espalhamento 

de raios-X a baixo ângulo (SAXS) investigando o efeito da presença do PCL5000-PEG5000 no 

sistema. 

▪ Caracterizar as formulações por meio de análise térmica investigando o efeito da 

presença do PCL5000-PEG5000 no sistema. 

 

▪ Avaliar a estabilidade físico-química das formulações em solução aquosa ao longo de 

60 dias em termos de alterações no diâmetro médio, potencial zeta e teor de encapsulação. 

 

▪ Avaliar o perfil de liberação in vitro da melhor formulação de micelas mistas obtida e 

comparar com o perfil de liberação de uma formulação de micelas de DSPE-PEG2000 e de uma 

formulação similar ao Taxol® (dispersão de CrEL/EtOH/PTX). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O componente 1,2-diestearoil-sn-glicero-2-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietileno-

glicol) (DSPE-PEG2000) foi adquirido da Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha) e o 

componente polietilenoglicol metil éter-poli(ε-caprolactona) (PCL5000-PEG5000) foi adquirido 

da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). O PTX foi fornecido pela Quiral Química do Brasil S/A 

(Juiz de Fora, Brasil) com pureza maior que 97%. Cloreto de sódio P.A. foi adquirido da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Salicilato de Sódio P.A. foi adquirido da Dinâmica (Indaiatuba, 

Brasil). Água ultrapura foi obtida utilizando um sistema de purificação Milli-Q® (Millipore, 

EUA). Cremophor EL foi adquirido da Sigma-Aldrich Co (Missouri, USA). Todos os demais 

reagentes utilizados apresentavam grau analítico ou superior. 

 

4.1 PREPARO DA FORMULAÇÃO 

 

As formulações de micelas poliméricas foram preparadas pelo método adaptado de 

evaporação do solvente anteriormente descrito por Oda et al. (2017). As formulações de micelas 

mistas contendo ou não PTX eram compostas por DSPE-PEG2000 e PCL5000-PEG5000 nas 

respectivas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1. Previamente foram preparadas em clorofórmio 

soluções estoque de DSPE-PEG2000 a 10 mmol/L, PCL5000-PEG5000 a 0,1 mmol/L e PTX a 1 

mg/mL. 

Para o preparo de 1 mL da formulação de micelas mistas não carregadas, inicialmente, 

uma alíquota de 0,5 mL (para a formulação 99,5:0,5) ou 1 mL (para a formulação 99:1) da 

solução estoque de PCL5000-PEG5000 foi transferida para um balão de fundo redondo de volume 

igual a 50 mL e o solvente foi evaporado em um rotaevaporador Buchi Labortechnik AG CH-

9233, modelo R-210, acoplado a uma bomba de vácuo de mesma marca, modelo V-700 (Flawil, 

Suíça), utilizando as seguintes condições: rotação de 150 rpm, banho-maria à 55 ºC e pressão 

de 131 mbar, por cerca de 45 minutos.  

Após obtenção de um filme fino e uniforme na parede do balão foi adicionada uma 

alíquota de 0,995 mL (para a formulação 99,5:0,5) ou 0,990 mL (para a formulação 99:1) da 

solução estoque de DSPE-PEG2000. Para o preparo das formulações carregadas com o fármaco, 

adicionou-se, juntamente à alíquota da solução estoque de DSPE-PEG2000 0,6 mL, 1 mL ou 1,4 

mL da solução estoque de PTX a depender da formulação a ser produzida. Os componentes 

líquidos adicionados foram agitados rapidamente em vórtex de maneira a solubilizar o filme de 

PCL5000-PEG5000 formado anteriormente. A preparação foi novamente levada ao 
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rotaevaporador, nas mesmas condições descritas anteriormente, por aproximadamente 1 hora e 

30 minutos até que todo o solvente fosse evaporado.  

Após se obter um filme fino e uniforme na parede do balão, a preparação foi hidratada 

com 1,0 mL de solução previamente aquecida a 55 ºC de NaCl 0,9% (p/v) em um banho-maria 

na mesma temperatura, o filme foi hidratado completamente girando-se o balão lentamente. O 

filme hidratado foi mantido no banho-maria a 55 ºC por 5 minutos e posteriormente foi 

submetido à agitação utilizando um vórtex por 3 minutos de forma a garantir que fosse 

completamente desprendido do balão.  

O conteúdo foi resfriado naturalmente até a temperatura ambiente e o conteúdo do balão 

foi recolhido com seringa de 1 mL e transferido para um microtubo. Uma amostra de 40 µL foi 

coletada para doseamento do teor total de fármaco. Posteriormente, o conteúdo restante do 

microtubo foi purificado à temperatura ambiente por centrifugação a 6500 g em centrífuga 

Thermo Scientific Espresso, modelo 11210801 (França) por 15 minutos, o sobrenadante foi 

coletado e filtrado em membrana de poro 0,22 µm para remoção do PTX não encapsulado.  

Finalmente, a formulação purificada obtida foi armazenada em um microtubo na 

geladeira a 4 ºC. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA 

 

4.2.1 DIÂMETRO MÉDIO 

 

O diâmetro hidrodinâmico médio e a distribuição de tamanho foram avaliados pela 

técnica de espalhamento dinâmico da luz (DLS, do inglês Dynamic Light Scattering), a 25 °C, 

a um ângulo de 90º utilizando o instrumento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, 

Inglaterra).  

As amostras foram preparadas utilizando 50 µL da formulação previamente purificada 

em filtro de 0,22 µm e posteriormente diluídas quatro vezes em solução de NaCl 0,9% (p/v) 

previamente filtrada em membrana de poro 0,45 µm. Posteriormente, as amostras foram 

transferidas para uma microcubeta de poliestireno para realização da análise.  

As determinações foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como 

a média ± desvio padrão. 

 

4.2.2 POTENCIAL ZETA 
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O potencial zeta foi determinado pela técnica de DLS associada à mobilidade 

eletroforética, a 25 °C, em um ângulo de 90°, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 

(Malvern Instruments, Inglaterra).  

As amostras de formulação previamente purificadas em filtro de 0,22 µm foram diluídas 

vinte vezes em solução NaCl 0,9% (p/v) previamente filtrada em membrana de poro 0,45 µm. 

Posteriormente, as amostras foram transferidas para uma célula capilar DTS1070 para 

realização da análise.  

As determinações foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como 

a média ± desvio padrão. 

 

4.2.3 QUANTIFICAÇÃO DO TEOR DE PTX 

 

A quantificação do teor de PTX nas formulações foi avaliada por Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência (CLAE), utilizando um método analítico previamente validado conforme 

descrito por Barbosa et al. (2015). 

As condições cromatográficas utilizadas foram: sistema eluente constituído de 

acetonitrila e água ultrapura, na proporção de 55:45 (v/v), respectivamente; coluna de fase 

reversa Lichrospher®, C18, 5 µm, 4 mm x 25 cm (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha); 

fluxo isocrático de 1,2 mL/min; temperatura de 25 ºC; volume de injeção igual a 10 μL. A 

absorbância do eluato foi monitorada a 227 nm. Foi utilizado o equipamento modelo Agilent 

1260 Infinity Quaternary LC (Alemanha).  

A quantidade de fármaco foi determinada nas formulações antes e após purificação 

(centrifugação e filtração em membrana de poro de 0,22 µm) e a eficiência de encapsulação foi 

obtida pela razão da quantidade de fármaco presente na amostra purificada e não purificada. 

Para o preparo das amostras foi utilizado álcool isopropílico na proporção de 4:1 (v/v) 

em relação ao volume de amostra. Esse procedimento foi realizado a fim de possibilitar o 

rompimento das micelas para liberação do PTX a ser quantificado. Em seguida, a preparação 

foi diluída com o sistema eluente, sendo posteriormente filtrada em membrana de poro 0,45 

μm. Finalmente, as amostras foram injetadas no cromatógrafo para análise. 

 A equação da reta utilizada para relacionar a área sob a curva do pico referente ao PTX 

obtido no cromatograma e a concentração de fármaco na amostra foi y = 2136000x – 38263, 

onde y é a área sob a curva obtida e x é a concentração de PTX (µg/mL). 

 As determinações foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como 

a média ± desvio padrão. 
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4.3 CARACTERIZAÇÃO POR ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ÂNGULO 

 

A análise foi executada utilizando um colimador de feixe de comprimento de onda fixo 

igual a 1,57 Å (8 keV) e um detector 2D Pilatus 300K, posicionado a uma distância de 1,5 m 

da amostra. O intervalo de q analisado foi de 0,05 nm−1 a 3 nm−1. Esse experimento foi 

realizado na linha de luz SAXS-1 do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS, 

Campinas, São Paulo).  

Todas as amostras foram analisadas à temperatura ambiente e injetadas diretamente em 

uma célula com temperatura controlada constituída de duas janelas de mica separadas por 1 

mm, os experimentos foram realizados sob vácuo.  

As imagens bidimensionais obtidas no detector foram normalizadas pela intensidade do 

feixe de entrada e absorção da amostra. As contribuições de espalhamento de fundo da câmara 

de amostra (mica) e solvente (solução NaCl 0,9% p/v) foram subtraídas, e finalmente os dados 

obtidos foram convertidos em perfis de intensidade em função do vetor de espalhamento I(q) 

usando o software Fit2D. 

Os padrões de espalhamento obtidos foram ajustados utilizando um modelo matemático 

baseado na intensidade de espalhamento de micelas poliméricas esféricas de copolímeros 

dibloco propostos por Pedersen & Gerstenberg (1996). Maiores detalhes da modelagem 

utilizada para os sistemas de micelas poliméricas desenvolvidos anteriormente neste grupo de 

pesquisa podem ser encontrados no material suplementar da publicação de Oda et al. (2020a). 

  

4.4 ANÁLISE TÉRMICA 

 

O comportamento térmico dos componentes matéria prima DSPE-PEG2000 e PCL5000-

PEG5000 e das formulações de micelas não carregadas de DSPE-PEG2000, micelas mistas não 

carregadas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99,5:0,5) e micelas mistas não carregadas de 

DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99:1) foi avaliado por meio de Calorimetria Exploratória 

Diferencial (DSC, do inglês Differential Scanning Calorimetry) e Termogravimetria (TGA, do 

inglês Thermogravimetric Analysis)/Análise Térmica Diferencial (DTA, Differential Thermal 

Analysis) simultâneas.  

Foi feita Termogravimetria Derivada (DTGA, do inglês Derivative Thermogravimetric 

Analysis) em 1ª ordem por meio do software Ta60 do equipamento a partir das curvas TGA 

para confirmação dos eventos térmicos.  
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Para realização desta análise as formulações foram previamente liofilizadas. Alíquotas 

de 1 mL das formulações foram transferidas para frascos crioresistentes. Os frascos foram 

congelados em nitrogênio líquido por 5 minutos e levados ao liofilizador modelo 

iModulyolyophilizer (Thermo Electron Corporation, USA) em um ciclo de 24 horas. 

As curvas DSC foram obtidas na célula DSC60 Shimadzu®, calibrado com Índio (fusão: 

156,63 ºC - Tonset; Hfus= 28,45 J.g-1) sob atmosfera dinâmica de nitrogênio a 50 mL/min, razão 

de aquecimento de 10 ºC por minuto, de 30 a 400 ºC, cadinho de alumínio fechado e massa de 

amostra de 1,5 mg. 

As curvas TG/DTA foram obtidas na termobalança DTG60 Shimadzu® com razão de 

aquecimento de 10 ºC por minuto, de 30 a 600 ºC, atmosfera dinâmica de nitrogênio com fluxo 

de 50 mL/min, cadinho de alumina e massa de amostra de 2,5 mg.  

 

4.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE  

 

A estabilidade das formulações em meio aquoso foi estudada por meio da avaliação de 

alterações físico-químicas nos parâmetros diâmetro médio, potencial zeta e teor de fármaco 

retido. 

As formulações foram armazenadas a 4 °C durante todo o período do estudo. As 

avaliações foram feitas 1, 7, 15, 30 e 60 dias após o preparo das formulações. A cada dia 

avaliado os lotes das formulações foram purificados em filtro de 0,22 µm e os resultados foram 

comparados àqueles obtidos imediatamente após o preparo (dia 0).  

As determinações foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como 

a média ± desvio padrão. 

 

4.6 ESTUDO DE LIBERAÇÃO IN VITRO 

 

Perfis de liberação in vitro das formulações de micelas de DSPE-PEG2000 (0,6 mg/mL 

de PTX), micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (1 mg/mL de PTX) na razão molar 

de 99,5:0,5 e dispersão de CrEL/EtOH (1 mg/mL de PTX) foram investigados em meio aquoso 

contendo salicilato de sódio 1 mol/L conforme método descrito por Cho et al. (2004). 

A solubilidade do PTX nesse meio de diluição foi verificada por meio de incubação de 

excesso de PTX em 2 mL de solução de salicilato de sódio 1 mol/L sob agitação (120 rpm) a 

37 ºC, após os tempos de 24 horas e 72 horas foram coletadas alíquotas de 0,5 mL, as quais 

foram posteriormente filtradas em membrana de 0,22 µm para remoção do fármaco precipitado. 
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A concentração de PTX solubilizado foi obtida por CLAE conforme método descrito 

anteriormente. 

Para o início do estudo de liberação, adicionou-se em membranas de diálise (MWCO = 

14000 Da, Sigma Aldrich Co, Missouri, USA), previamente amarradas em uma das 

extremidades, 0,5 mL de cada formulação (preparadas imediatamente antes do experimento). 

As membranas foram seladas amarrando-se a outra extremidade e posteriormente foram 

introduzidas em frascos de vidro âmbar contendo 50 mL de solução de salicilato de sódio 1 

mol/L preparada em água ultrapura. Os fracos tampados foram levados a um agitador IKA® 

modelo KS 4000i Control (Werke, Alemanha) a 120 rpm e mantidos a uma temperatura de a 

37 ºC.  

Em intervalos de tempo predeterminados (15 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 10h, 

24h e 48h) alíquotas de 0,5 mL foram retiradas dos frascos e imediatamente substituídas por 

igual volume de meio (salicilato de sódio 1 mol/L a 37 ºC). Este estudo foi conduzido por 48 

horas e a concentração de PTX liberado ao longo do tempo foi determinada por CLAE 

conforme método descrito anteriormente.  

Todas as determinações foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos 

como a média ± desvio padrão. 

Para investigar a cinética de liberação, alguns modelos matemáticos foram ajustados de 

acordo com as equações 2 a 5 descritas a seguir (HIGUCHI, 1961; KORSMEYER & PEPPAS, 

1981; KORSMEYER et al., 1983; BOURNE, 2002). O melhor modelo foi definido de acordo 

com o ajuste linear dos dados experimentais considerando-se como fator decisivo o maior 

coeficiente de determinação (R2). 

 

Ordem-zero: Mt/M∞ = 𝐾t                                                                                                        (2) 

 

Primeira ordem: Mt/M∞ = 1 - 𝑒−𝐾𝑡                                                                                           (3) 

 

Higuchi: Mt/M∞ = 𝐾√𝑡                                                                                                         (4) 

 

Korsmeyer-Peppas: Mt/M∞ = K𝑡𝑛                                                                                                 (5) 

 

sendo Mt/M∞ a fração de fármaco liberado, K as respectivas constates cinéticas de cada 

modelo e n, para o modelo Korsmeyer-Peppas, o expoente de liberação, indicativo do 
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mecanismo de liberação do fármaco, para o qual: n=0,5 indica um mecanismo de difusão 

Fickiana, 0,5<n<1,0 indica um mecanismo de difusão por transporte anômalo, n=1 indica um 

mecanismo de difusão por transporte caso II e n>1,0 indica um mecanismo de difusão por 

transporte super-caso II. 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram expressos com relação à média ± desvio padrão. A normalidade e 

homoscedasticidade foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e teste Brown-Forsythe, 

respectivamente. Variáveis sem distribuição normal foram transformadas, quando necessário, 

segundo as equações y = (variável2) ou y = (1/variável). Diferenças entre os grupos foram 

avaliadas pelos testes t-Student ou one-way ANOVA seguida de um pós-teste de Tukey. Foi 

adotado o intervalo de confiança de 95% e as diferenças foram consideradas significativas 

quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p ≤ 0,05). Para todas as análises foi utilizado o 

software GraphPad Prism 8.0.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 OBTENÇÃO DAS FORMULAÇÕES E CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA 

 

O principal parâmetro a ser inicialmente definido para a obtenção de formulações 

micelares é a CMC, concentração a partir da qual é iniciada a associação das unidades anfifílicas 

em solução.  

Neste grupo de pesquisa, Oda et al. (2017) obtiveram para micelas de DSPE-PEG2000 

uma CMC de 1,8 x 10
-5

 mol/L e Souza (2017) obteve para micelas mistas de DSPE-

PEG2000:PCL5000-PEG5000 na razão molar de 90:10 uma CMC de 1,9 x 10
-5

 mol/L, ambas 

determinadas pelo método de fluorescência utilizando pireno.  

O baixo valor de CMC dos sistemas constituídos por DSPE-PEG2000 (geralmente em 

torno de 1 µmol/L) está relacionado à forte força motriz hidrofóbica para auto-organização dos 

unímeros originada da presença de duas cadeias acíclicas saturadas de 18 carbonos 

(KASTANTIN et al., 2009; SAWANT & TORCHILIN, 2010).  

Adicionalmente, o baixo valor da CMC de copolímeros em geral (cerca de 0,1 a 1 

µmol/L) comparavelmente a CMC de tensoativos (cerca de 0,1 a 1 mmol/L) tem efeito positivo 

sobre a obtenção de formulações micelares poliméricas, uma vez que o fenômeno 

termodinâmico de agregação dos unímeros é favorecido (LA et al., 1996; YAMAMOTO et al., 

2002; HUSSEIN et al., 2018). 

Yoo et al. (1999) obtiveram pelo método de tensiometria superficial uma CMC de 5,0 

x 10-6 mol/L para o copolímero PCL5000-PEG5000 e Fairley et al. (2008) obtiveram pelo método 

de fluorescência utilizando difenil hexatrieno uma CMC de 4,6 x 10-6 mol/L para o copolímero 

PEG5000-PCL4100. 

Dessa forma, dado o baixo valor da CMC do PCL5000-PEG5000 e visto que não foi 

observada diferença importante no valor da CMC comparando-se a formulação micelar de 

DSPE-PEG2000 com aquela obtida após a inserção do PCL5000-PEG5000 na razão molar de 10%, 

optou-se por não calcular a CMC das formulações preparadas neste trabalho para as quais foram 

utilizadas razões molares ainda menores de PCL5000-PEG5000 (0,5% e 1,0%). 

A definição da concentração total de 10 mmol/L de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 

utilizada neste trabalho, cerca de 500 vezes o valor da CMC, se deu de forma a garantir a 

robustez dessa formulação após diluição. Essa definição é importante uma vez que tanto os 

critérios físico-químicos quanto os critérios biológicos devem ser considerados para o 

desenvolvimento de sistemas carreadores de fármacos. Após injeção intravenosa, por exemplo, 
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considerando-se especialmente a volemia humana, os sistemas micelares são sujeitos aos 

efeitos de uma severa diluição, o que pode afetar substancialmente a estabilidade desses 

sistemas levando ao rompimento precoce das micelas e ao extravasamento do fármaco 

encapsulado fora da região de interesse (KULTHE et al., 2012; LU et al., 2018). A formulação 

micelar comercial Genexol®-PM, por exemplo, apresenta uma concentração polimérica cerca 

de 700 vezes o valor da sua CMC de aproximadamente 2,8 x 10
-5

 mol/L (KIM et al., 2001; 

FAN et al., 2015).  

Após a definição da concentração total dos componentes, as quantidades necessárias das 

soluções estoque, previamente preparadas em clorofórmio, foram transferidas para um balão de 

fundo redondo e levadas ao rotaevaporador. A obtenção das formulações de micelas mistas pelo 

método de evaporação do solvente seguido da hidratação do filme foi, em termos práticos, um 

processo de fácil execução na escala laboratorial proposta neste trabalho.  

Esse método é um dos mais frequentemente utilizados para obtenção de micelas 

poliméricas quando os seus constituintes são solúveis em solventes orgânicos voláteis e quando 

existe um balanço hidrofílico-hidrofóbico adequado para facilitar a obtenção de um filme 

hidratado (SEO & LEE, 2011; PHAM et al., 2020). Todavia, é importante destacar os desafios 

relacionados ao escalonamento de processos que envolvem a utilização de solventes orgânicos 

como o clorofórmio que, apesar de apresentarem viabilidade para produção em larga escala, 

envolvem o uso de equipamentos de alto custo, além da necessidade de análises para 

rastreamento de solventes residuais (GRODOWSKA & PARCZEWSKI, 2010; PHAM et al., 

2020). A Figura 15 a seguir mostra etapas do processo de produção para uma das formulações 

preparadas. 

 

Figura 15 – Etapas do processo de preparo de uma formulação de micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-

PEG5000: (A) filme obtido pelo método de evaporação do solvente, (B) produto obtido após hidratação do filme 

com solução de NaCl 0,9% (p/v), (C) formulação obtida após processo de purificação. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 
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O filme formado apresentou aspecto de distribuição uniforme na superfície do balão e 

coloração esbranquiçada (Figura 15A). Após a hidratação com solução de NaCl 0,9% (p/v) foi 

obtida a formulação em estado líquido com característica turva e sem precipitados visíveis 

(Figura 15B). Finalmente, a formulação purificada apresentou aspecto límpido (Figura 15C). 

Ao total foram preparadas oito formulações variando-se a razão molar de 

PCL5000:PEG5000 e a concentração de PTX. As amostras dos produtos obtidos após o processo 

de purificação foram caracterizadas quanto aos parâmetros: diâmetro hidrodinâmico médio, 

potencial zeta, teor de PTX encapsulado e eficiência de encapsulação. Os resultados estão 

apresentados na Tabela 2 a seguir. 

 

Tabela 2 – Parâmetros físico-químicos obtidos para as formulações de micelas mistas de DSPE-

PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1. 

 Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

 

 

 

 

O valor obtido para o diâmetro hidrodinâmico das formulações foi de, em média, 10,7 

± 1,4 nm com distribuição de tamanho estreita, como mostra a Figura 16. Não foi observada 

diferença significativa na avaliação desse parâmetro para nenhuma das formulações. 

Neste mesmo grupo de pesquisa, Oda et al. (2020b) obtiveram valor de diâmetro 

hidrodinâmico de 10,7 ± 0,8 nm para micelas de DSPE-PEG2000 contendo 0,6 mg/mL de PTX.  

Outros trabalhos na literatura reportaram a faixa de 7 a 35 nm para micelas de DSPE-

PEG2000 (LUKYANOV & TORCHILIN, 2004; DABHOLKAR et al., 2006; MUSACCHIO et 

al., 2009; KASTANTIN et al., 2009; YANG et al., 2015). 

Concentração 

teórica de PTX 

(mg/mL) 

Diâmetro 

hidrodinâmico 

(nm) 

Potencial 

Zeta 

(mV) 

Teor de 

PTX 

(mg/mL) 

Eficiência de 

encapsulação 

(%) 

 

99,5:0,5  

- 10,8 ± 1,4 -4,3 ± 1,50,0 - -  

0,6 11,9 ± 0,7 -5,3 ± 0,6d,* 0,4 ± 0,1 a,c,d 72,1 ± 7,8a000  

1,0 11,0 ± 0,3 -3,2 ± 1,300 0,9 ± 0,1 a,b0 91,1 ± 3,6a,d0  

1,4 11,8 ± 2,5 -2,5 ± 0,2bllll 0,9 ± 0,1 a,b0 63,9 ± 13,5a,c  

99:1  

- 9,2 ± 1,9 -5,0 ± 1,4000 - -  

0,6 11,0 ± 1,3 -7,2 ± 0,4c,d,* 0,4 ± 0,1a,c,d 79,7 ± 15,3a0  

1,0 10,3 ± 0,8 -3,1 ± 0,2b00 0,8 ± 0,1a,b,0 87,3 ± 5,1a,d0  

1,4 10,1 ± 2,0 -2,8 ± 0,6a,b00 0,9 ± 0,2a,b,0 64,4 ± 11,1a,c  
      

Dados expressos como média ± desvio padrão (n=3). As letras a,b,c e d representam, para a mesma razão 

molar de PCL5000:PEG5000, diferença significativa do parâmetro quando comparado às formulações contendo 

0 mg/mL, 0,6 mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,4 mg/mL de PTX, respectivamente, determinada por ANOVA one-way 

seguida do pós teste de Tukey. O asterisco representa diferença significativa quando comparadas entre si as 

formulações de razão molar 99,5:0,5 e 99:1, fixada a concentração teórica de PTX, determinada por teste t-

Student. O nível de significância foi considerado para valores de p ≤ 0,05. 
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Figura 16 – Distribuição de tamanho obtida por DLS (análise de número) para amostra de formulação de 

micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 na razão molar 99:1. 

 
Fonte: Captura de tela do software Zetasizer Nano ZS90, elaborada pelo autor (2022). 

 

Portanto, foi possível observar que tanto a variação da razão molar de PCL5000-PEG5000 

quanto a variação na concentração do fármaco adicionado não foram capazes de promover 

alterações significativas no diâmetro médio das micelas mistas. 

É amplamente conhecido que no desenvolvimento de nanoformulações, especialmente 

para aplicação antitumoral para a qual se destaca o efeito EPR, o tamanho desempenha papel 

fundamental na determinação de fatores como biodistribuição, penetração tumoral, 

internalização celular, depuração plasmática e dos tecidos, e, portanto, tem impacto 

significativo na eficácia terapêutica (JIANG et al., 2008; PETROS et al., 2010; CABRAL et 

al., 2011). 

Estudos recentes apontaram que nanopartículas com faixas de tamanhos próximo ou 

menor que 50 nm exibiram desempenho aprimorado in vivo com internalização celular mais 

eficiente, maior penetração nos tecidos e maior inibição do tumor (CABRAL et al., 2011; 

TANG et al., 2014). 

Nesse sentido, o tamanho reduzido das micelas obtidas neste estudo mostrou-se 

favorável para um sistema carreador de um fármaco de aplicação antitumoral, o que é relevante 

para futuros ensaios biológicos, especialmente tratando-se de administração intravenosa. 

Utilizando um modelo experimental in vivo de tumor de mama murino, Oda et al. (2017) 

observaram o efeito de circulação prolongada e acumulação preferencial na região tumoral para 

um sistema de tamanho análogo de micelas de DSPE-PEG2000  

A caracterização físico-química das formulações obtidas prosseguiu com a avaliação do 

parâmetro potencial zeta. O valor médio obtido para os sistemas micelares mistos foi de -4,2 ± 

1,7 mV.  
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Oda et al. (2020b) obtiveram para um sistema de micelas de DSPE-PEG2000 o valor de 

-3,0 ± 0,4 mV. Foram reportados na literatura alguns estudos para sistemas de micelas de DSPE-

PEG2000 valores de potencial zeta na faixa de -7 mV a -18 mV (DABHOLKAR et al., 2006; 

MUSACCHIO et al.; 2009; YANG et al., 2015). 

O baixo valor de potencial zeta geralmente obtido para sistemas de partículas peguiladas 

tem sido relacionado na literatura ao aumento da espessura da camada aquosa ao redor dessas 

partículas. A presença de cadeias de PEG na superfície move o plano de cisalhamento 

hidrodinâmico para longe do plano de carga, reduzindo, assim, a mobilidade eletroforética, o 

que resulta em um potencial zeta geralmente próximo da neutralidade (STOLNIK et al., 1994; 

MENG et al., 2004; SHI et al., 2005). Além disso, também foi reportada na literatura a relação 

entre o aumento do tamanho das cadeias de PEG na superfície e a diminuição mais expressiva 

do potencial zeta (SHI et al., 2005). 

Esse resultado também contribuiu para melhor compreensão da potencialidade 

biológica das formulações preparadas.  

Os baixos valores de potencial zeta, em módulo, observados para partículas peguiladas 

foram relacionados na literatura à redução da ativação e agregação plaquetária, o que tem efeito 

importante na redução da possibilidade de trombose para nanopartículas de tamanho muito 

reduzido (FUENTES et al., 2016). 

Além disso, devido à carga negativa da superfície endotelial vascular luminal, 

nanosistemas com cargas superficiais positivas ou polímeros catiônicos geralmente são 

facilmente ligados pela superfície das células endoteliais vasculares, o que resulta em uma 

rápida diminuição da concentração plasmática, uma AUC mais baixa e consequente redução no 

acúmulo de fármacos em tumores via efeito EPR. Em contraste, espera-se que nanopartículas 

carregadas negativamente tenham um tempo de meia vida no plasma mais longo, aumentando, 

assim, a possibilidade de captação pelo sistema mononuclear fagocitário. Nesse sentido, 

idealmente, o potencial zeta de nanoformulações deve se encontrar próximo da neutralidade ou 

levemente negativo (CAMPBELL et al., 2002; FANG et al., 2020).  

Conforme mostrado na Tabela 2, com relação a variação na razão molar de PCL5000-

PEG5000 de 0,5% para 1,0%, foi observada diferença significativa entre as formulações 

preparadas apenas para aquela de concentração teórica de PTX igual a 0,6 mg/mL. Por outro 

lado, variando-se o teor de fármaco para a mesma razão molar de PCL5000-PEG5000, foram 

observadas diferenças significativas para cinco formulações, embora não tenha sido possível 

identificar relação de tendência entre o aumento do teor de fármaco e a alteração no valor do 

potencial zeta.  
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Contudo, ainda que tenham sido observadas essas diferenças, devido à baixa ordem de 

grandeza do potencial zeta obtido (< -10 mV) essas diferenças não foram consideradas 

relevantes de modo a permitir implicações acerca da estabilidade ou potencialidade de uma 

formulação com relação a outra. Isso porque o limiar comumente aceito para o valor do 

potencial zeta de suspensões aquosas estáveis (sem agregação de partículas) é ±30 mV, valor a 

partir do qual ocorre o fenômeno de estabilização eletrostática por meio da repulsão entre as 

partículas (CLOGSTON & PATRI, 2011).  

Adicionalmente, no caso de nanopartículas peguiladas, o mecanismo de estabilização 

ocorre via impedimento estérico. O revestimento com a casca de PEG, além de prevenir 

agregação entre as partículas, também desempenha papel fundamental em nível biológico com 

relação a interação com os componentes do sangue. A redução da ligação dessas nanopartículas 

com proteínas plasmáticas por meio do fenômeno de estabilização estérica evita a interação 

com as opsoninas e retarda sua rápida captura pelo sistema mononuclear fagocitário 

(KOUCHAKZADEH et al., 2010; HONARY & ZAHIR, 2013; YANG et al., 2015; HWANG 

et al., 2020). Portanto, foi possível constatar que a adequação do parâmetro potencial zeta 

também apontou para a potencialidade das formulações preparadas enquanto um sistema 

carreador de PTX. 

Finalmente, as formulações foram caracterizadas quanto ao teor de fármaco encapsulado 

e quanto a eficiência de encapsulação. Conforme mostrado na Tabela 2, fixada a concentração 

de fármaco, não foram identificadas diferenças significativas entre as formulações com relação 

a variação da razão molar de PCL5000-PEG5000 de 0,5% para 1,0%. Todavia, diferenças 

significativas foram observadas com relação ao incremento da concentração de PTX 

adicionado. As maiores eficiências de encapsulação foram encontradas para as formulações de 

concentração teórica de PTX de 1,0 mg/mL (91,1 ± 3,6% para a formulação contendo 0,5% de 

PCL5000-PEG5000 e 87,3 ± 5,1% para a formulação contendo 1,0% de PCL5000-PEG5000). 

As eficiências de encapsulação obtidas para as formulações de concentração teórica de 

PTX igual a 0,6 mg/mL e 1,4 mg/mL ficaram abaixo do esperado e com desvios importantes 

com relação à média. Possivelmente, isso está relacionado à menor quantidade preparada para 

essas formulações (0,3 mL), o que pode ter levado a erros experimentais na manipulação de um 

menor volume. Para a formulação de 1,0 mg/mL foi preparado um volume maior (1,0 mL).  

Oda et al. (2020b) obtiveram para micelas de DSPE-PEG2000 (0,6 mg/mL de PTX) 

eficiência de encapsulação elevada (98±5%).  

A importância de se manter uma alta eficiência de encapsulação está relacionada, 

especialmente, à qualidade do processo de obtenção da formulação, é desejável que esse seja 
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econômico e que a perda de fármaco seja minimizada (HWANG et al., 2020). Todavia, é 

interessante que esse parâmetro seja analisado junto à quantidade de fármaco efetivamente 

encapsulada no sistema, uma vez que o aumento nessa quantidade está relacionado à maior a 

potencialidade biológica da formulação (SARISOZEN et al., 2012).  

Foi possível observar que a inserção do PCL5000-PEG5000 nas formulações não 

representou efeito de melhoria na eficiência de encapsulação de PTX quando comparada ao 

sistema de DSPE-PEG2000 desenvolvido por Oda et al. (2020b), todavia, foi observado ganho 

com relação a capacidade carreadora para os sistemas micelares mistos de 1 mg/mL de PTX. 

Esse parâmetro foi obtido por meio da razão entre a massa média de fármaco 

encapsulado (formulações de 1mg/mL de PTX) e a massa total do sistema (fármaco e 

polímeros), os resultados obtidos neste estudo para essas duas formulações e aqueles obtidos 

em outros trabalhos nos quais também foram desenvolvidos sistemas micelares poliméricos são 

mostrados na Tabela 3 a seguir. 

 

Tabela 3 – Capacidade carreadora de PTX e tamanho reportados para alguns sistemas micelares poliméricos. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Foi reportado na literatura que, para a maioria das nanoformulações, a obtenção de uma 

alta capacidade carreadora é mais difícil de ser alcançada do que uma alta eficiência de 

encapsulação. Geralmente, a capacidade carreadora é determinada pela estrutura e propriedades 

físicas e químicas do material transportador e a eficiência de encapsulação é determinada pelo 

método de preparo e outras condições experimentais. Ainda, se a capacidade de espaço para 

acomodação do fármaco do material carreador é baixa, torna-se difícil obter alta capacidade 

Sistema micelar 

Capacidade 

 carreadora 

  (m/m%) 

Tamanho 

(nm) 
Referência 

DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99,5:0,5) 3,1% 11 nm - 

DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99:1) 2,7% 10 nm - 

DSPE-PEG2000 2,1% 11 nm Oda et al. (2020b) 

DSPE-PEG2000 1,5% 7 a 17 nm Gao et al. (2002) 

DSPE-PEG2000:EPC 

 (1:4) 
4,0% 15 a 60 nm Gao et al. (2003) 

DSPE-PEG2000 1,2% 15 nm 
Dabolkhar et al. 

(2006) 

DSPE-PEG2000:TPGS  

(1:1) 
3,5% 15 nm 

Dabolkhar et al. 

(2006) 
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carreadora ainda que o processo de preparação mostre alta eficiência de encapsulação (ZHANG 

et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017; SHEN et al., 2017; TRUCILLO et al., 2017). 

Conforme observado na Tabela 3, o aumento da capacidade carreadora de PTX dos 

sistemas micelares mistos com relação àquele de DSPE-PEG2000 desenvolvido anteriormente 

neste grupo de pesquisa está de acordo com o reportado por outros autores que também 

observaram incremento nesse parâmetro para sistemas aos quais foram adicionados um segundo 

componente polimérico (GAO et al., 2003; DABOLKHAR et al., 2006) 

A melhoria da capacidade carreadora de sistemas micelares mistos enquanto carreadores 

de fármacos pouco solúveis está relacionada à adição de porções contendo segmentos 

hidrofóbicos compatíveis e capazes de provocar maiores interações favoráveis das moléculas 

do fármaco com o núcleo (ATTIA et al., 2011). 

Esse efeito é interessante para além da otimização do processo de desenvolvimento, uma 

vez que uma capacidade carreadora maior aumenta a quantidade de fármaco por micela, o que, 

por sua vez, pode aumentar a quantidade de fármaco internalizado nas células, melhorando 

finalmente as propriedades terapêuticas da formulação. Isso é especialmente verdadeiro se 

ocorrer saturação dos processos de internalização, de modo que apenas um determinado número 

de micelas possa ser internalizado por unidade de tempo (WAN et al., 2018; HWANG et al., 

2020). 

No entanto, é válido destacar que a maioria das nanoformulações em estágio de 

desenvolvimento pré-clínico conhecidas apresentam capacidades carreadoras menores que 

10%, o que está associado a uma maior quantidade de materiais carreadores associados 

(polímeros e outros excipientes). Para administração intravenosa, por exemplo, o uso extensivo 

desses materiais pode causar toxicidade sistêmica e/ou impor uma carga extra de degradação, 

metabolismo e excreção dos materiais para os pacientes, o que geralmente limita as futuras 

aplicações clínicas e aprovações por órgãos reguladores (SHEN et al., 2017) 

Conforme destacado anteriormente, as formulações micelares Genexol®-PM e NK105 

apresentam capacidades carreadoras maiores de 16,7% e 23,1%, respectivamente (KIM et al., 

2001; HAMAGUCHI et al., 2005).  No caso da formulação NK105 os grupos carboxílicos da 

porção de poliaspartato foram modificados com 4-fenil-1-butanol de modo a aumentar a 

hidrofobicidade do núcleo e melhorar a incorporação de PTX (HAMAGUCHI et al., 2005). 

Todavia, esse tipo de otimização não foi considerado neste trabalho. 

Finalmente, dentro dos objetivos delineados neste estudo, a caracterização físico-

química das formulações preparadas apontou para a potencialidade desses sistemas enquanto 

carreadores de PTX com tamanho e potencial zeta adequados e concentração de fármaco 
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encapsulado e eficiência de encapsulação interessantes para condução de análises adicionais e 

complementares. 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO POR ESPALHAMENTO DE RAIO-X A BAIXO ÂNGULO  

 

A técnica de SAXS foi utilizada a fim de investigar detalhes da organização estrutural 

dos sistemas de micelas mistas. Foi avaliada a influência da presença de PCL5000-PEG5000 bem 

como o efeito do incremento da concentração de PTX nas formulações. Os padrões de 

espalhamento obtidos para as amostras de micelas mistas em solução de NaCl 0,9% (p/v) são 

mostrados na Figura 17 a seguir. 

 

Figura 17 – Padrões de espalhamento obtidos por SAXS para micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 

nas razões molares de 99,5:0,5 (A) e 99:1 (B) para diferentes concentrações de PTX. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 
 

Os padrões obtidos para as diferentes formulações foram ajustados para curvas teóricas 

utilizando o modelo matemático descrito previamente por Oda et al. (2020a). Esses padrões são 

compatíveis com aqueles observados para micelas poliméricas de forma esferoidal com 

organização do tipo core-shell, conforme observado em estudos de Akiba et al. (2010) e Oda 

et al. (2020a).  

Nas formulações preparadas neste trabalho o núcleo hidrofóbico é composto pelas 

porções dos componentes DSPE e PCL capaz de acomodar moléculas de PTX (quando 
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presentes) e a casca hidrofílica é composta pelas porções de PEG com tamanhos de cadeia 

distintos a depender do seu componente matéria prima de origem.  

A posição do primeiro mínimo local ao longo do eixo q entre 0,61 nm−1 e 0,68  nm−1 

observada para todas as curvas apontou para uma faixa de distribuição de tamanho estreita e 

permitiu uma rápida estimativa do diâmetro das micelas por meio da relação D = 2π/q (SATO 

et al., 2007; AKIBA et al., 2010; SANADA et al., 2013).  

Derivações do modelo matemático ajustado permitiram a obtenção de outros parâmetros 

que foram capazes de complementar o entendimento de aspectos adicionais da organização dos 

sistemas micelares estudados. A Figura 18 a seguir apresenta dados de variação do diâmetro e 

do parâmetro de distância centro a centro das micelas com o incremento da concentração de 

PTX. 

 

Figura 18 – Variação do diâmetro e distância centro a centro para micelas poliméricas mistas de DSPE-

PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 (A) e 99:1 (B) para diferentes concentrações de PTX. 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 
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Para todas as formulações estudadas o diâmetro ficou próximo a 10 nm. Este valor é 

condizente com aquele obtido anteriormente por DLS (aproximadamente 11 nm), embora seja 

importante destacar que para a técnica de SAXS o diâmetro é derivado do raio de giro enquanto 

para a técnica de DLS o diâmetro é derivado do raio hidrodinâmico que inclui a camada de 

solvatação ao redor da partícula, o que tende a torná-lo ligeiramente maior. 

Esse resultado reforça a inferência relatada pela técnica de DLS anteriormente, na qual 

a presença de PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 0,5% e 1,0%, bem como a ausência ou 

presença de PTX nas diferentes concentrações não alterou de forma significativa o tamanho das 

micelas mistas.  Oda et al. (2020a) também obtiveram por SAXS resultados próximos a 10 nm 

para micelas de DSPE-PEG2000 não carregadas ou contendo 0,6 mg/mL de PTX. 

Todavia, com relação ao parâmetro distância centro a centro, comportamentos distintos 

foram observados para os sistemas micelares contendo menor ou maior razão molar de PCL5000-

PEG5000 à medida em que foi alterada a concentração de fármaco. 

Para o sistema contendo 0,5% de PCL5000-PEG5000 (Figura 18A), não foi observada 

alteração importante nesse parâmetro com o incremento da concentração de PTX, os valores 

variaram de 17,6 nm a 19,1 nm, ao passo que para o sistema contendo 1,0% de PCL5000-PEG5000 

(Figura 18B), observou-se uma diminuição de 19,1 nm até 12,9 nm, o que sugere um fenômeno 

de aproximação entre as micelas para essa formulação. 

Adicionalmente, foram avaliadas as variações dos parâmetros de empacotamento (α) e 

densidade superficial das cadeias de PEG (σ). Os resultados obtidos são mostrados na Figura 

19. 

O parâmetro α está relacionado ao regime no qual as cadeias da casca se encontram, 

valores de α<1 indicam que a cadeia está ocupando um espaço menor (mais compacto) do que 

ocuparia isoladamente, isto é, sem interagir com outras cadeias próximas. O parâmetro σ está 

relacionado com a razão da superfície da casca efetivamente coberta por PEG. Para σ< 1, tem-

se que a interface do núcleo não é completamente coberta com cadeias da casca e essas estão 

isoladas entre si, para σ ≥ 1, a interface do núcleo é totalmente coberta com cadeias da casca e 

com aumento desse parâmetro essa região se torna superlotada (overcrowding) até as cadeias 

se tornarem mais esticadas (SANADA et al., 2013). 

Para todas as formulações independentemente da razão molar de PCL5000-PEG5000, os 

valores do parâmetro empacotamento foram menores que 1 e os valores do parâmetro densidade 

superficial foram maiores que 1, indicando que as cadeias de PEG se encontravam em um 

regime compacto e com a região da casca completamente coberta.  
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Figura 19 – Variação do empacotamento (α) e densidade superficial (σ) das cadeias da casca para micelas mistas 

de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 (A) e 99:1 (B) para diferentes concentrações 

de PTX. 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Sanada et al. (2013) encontraram valores de densidade de PEG também maiores que 1 

(σ ~2,3) para micelas poliméricas de polietilenoglicol-poli(ácido aspártico parcialmente benzil-

esterificado), denotadas PEG-P(Asp(Bzl), sugerindo um sistema com região da casca 

completamente recoberta por moléculas de PEG. Oda et al. (2020a) obtiveram resultados 

semelhantes (1,2< σ<2) para micelas de DSPE-PEG2000 carregadas com PTX 0,6 mg/mL de 

PTX. 

Avaliando-se o incremento da concentração de fármaco, novamente foram observados 

comportamentos distintos para as duas formulações com relação à tendência dos parâmetros 

analisados.  

Para o sistema contendo 0,5% de PCL5000-PEG5000 (Figura 19A), observou-se um 

incremento no valor de densidade superficial de 2,1 a 3,0 até a concentração de 1,0 mg/mL de 

PTX, acompanhado de redução do valor do parâmetro de empacotamento de 0,9 a 0,7, o que 
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sugere que para esta formulação o incremento na concentração de PTX adicionado até 1,0 

mg/mL contribui para um sistema com uma região da casca cada vez mais densa com cadeias 

de PEG em regime mais compacto, este resultado está de acordo com a tendência observada no 

estudo de Oda et al. (2020a), onde a presença de PTX no núcleo de micelas poliméricas levou 

ao “encolhimento” ou compactação das cadeias de PEG. Entretanto, para concentrações 

maiores que 1,0 mg/mL esta tendência foi invertida, o que poderia apontar um princípio de 

desestabilização do sistema. 

 Para o sistema contendo 1,0% de PCL5000-PEG5000 (Figura 19B), observou-se um 

comportamento oposto, com o incremento de fármaco a densidade superficial das cadeias da 

casca diminuiu de 2,5 a 1,0, acompanhado de um aumento no valor do parâmetro de 

empacotamento de 0,8 a 0,9 sugerindo uma tendência de descobertura e descompactação das 

cadeias de PEG, embora estas não cheguem a atingir um regime de isolamento entre cadeias. 

Esse resultado sugeriu que o sistema contendo maior razão molar de PCL5000-PEG5000 é mais 

suscetível a desestabilização ou desestruturação da organização estrutural à medida em que é 

aumentada a concentração de PTX, esse fenômeno poderia estar relacionado a uma possível 

competição pelo espaço interno da micela entre o fármaco e o copolímero. 

É conhecido que as cadeias de PEG podem adquirir duas conformações principais 

dependendo da densidade das cadeias na superfície: cogumelo (mushroom) ou escova (brush). 

A conformação de cogumelo está geralmente associada a uma menor densidade de PEG com 

cadeias em um regime no qual não estão totalmente estendidas e a conformação em escova está 

associada a uma maior densidade com cadeias em um regime no qual estão mais esticadas 

(JORKERST et al., 2011; SHIRAISHI et al., 2015). Os dados obtidos para os sistemas 

estudados apontam para estruturas de conformação em escova embora, com o incremento da 

concentração de fármaco, sejam observadas tendências distintas no favorecimento dessa 

conformação e no nível de empacotamento das cadeias a depender da razão molar de PCL5000-

PEG5000. 

Sanada et al. (2013) reportaram em um estudo, no qual foi avaliada a influência da 

infiltração de moléculas hidrofóbicas no domínio de PEG, que quando as cadeias se encontram 

densamente compactadas na região da casca, o domínio de PEG próximo da interface possui 

hidrofobicidade suficiente para tolerar a presença de componentes hidrofóbicos. A magnitude 

do parâmetro σ próximo a 2,3 obtida nesse estudo sugeriu aos autores que o alto entrelaçamento 

de cadeias de PEG possibilitou que uma certa quantidade de água fosse excluída da região da 

casca, isso significa que, nesse caso, o ambiente das cadeias de PEG se tornou um pouco menos 

hidrofílico. 
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Nesse sentido, o incremento da densidade do domínio de PEG observado neste trabalho 

para o sistema contendo 0,5% de PCL5000-PEG5000 poderia indicar que com o aumento da 

concentração de PTX as moléculas hidrofóbicas do fármaco poderiam estar acomodadas na 

interface núcleo/casca enquanto para o sistema contendo 1,0 % de PCL5000-PEG5000 esse 

fenômeno não seria possível na mesma intensidade.  

A fim de explorar essa observação, foi avaliada a influência do aumento da concentração 

de fármaco adicionado com relação aos parâmetros número de agregação (Nagg), raio do núcleo 

(Rc) e raio da casca (Rs). Os resultados obtidos são mostrados na Tabela 4 a seguir. 

 

Tabela 4 – Dados obtidos para os parâmetros número de agregação (Nagg), raio do núcleo (Rc) e raio da casca 

(Rs) para micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1 para 

diferentes concentrações de PTX. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

A diferença de comportamento entre as formulações com diferentes razões molares de 

PCL5000-PEG5000 foi novamente observada. Para a formulação contendo 0,5% observou-se 

incremento no valor do Nagg, Rc, Rs até a concentração de 1,0 mg/mL de PTX, entretanto para 

a maior concentração de fármaco de 1,4 mg/mL, houve uma redução no valor desses parâmetros 

para valores próximos àqueles da micela não carregada com o fármaco. Para a formulação 

contendo 1,0% observou-se um comportamento distinto com uma diminuição nos valores de 

todos esses parâmetros a partir de 1,0 mg/mL. 

O Nagg é definido como o número de cadeias de polímeros que se organizam para formar 

uma única micela. É conhecido que a energia livre interfacial entre o núcleo da micela e o 

solvente decrescem com o aumento do número de agregação, o que contribui para o aumento 

do tamanho micela (NAGARAJAN & GANESH, 1989). Isso pode ser observado na Tabela 4 

Concentração de PTX 

(mg/mL) 
Nagg 

Rc 

(nm) 

Rs 

(nm) 

DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99,5:0,5) 

0 72,3 3,1 1,6 

0,6 76,4 3,2 1,7 

1,0 90,4 3,3 1,9 

1,4 71,0 3,1 1,6 

DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99:1) 

0 80,4 3,2 1,7 

0,6 80,0 3,2 1,7 

1,0 67,0 3,0 1,5 

1,4 48,3 2,7 1,1 



65 
 

com o concomitante aumento dos raios do núcleo e raio da casca da micela para a formulação 

contendo 0,5% de PCL5000-PEG5000 até a concentração de 1,0 mg/mL.  

Esse resultado está de acordo com o reportado por Akiba et al. (2010) que examinaram 

como a arquitetura geral de um sistema micelar foi alterada com o carregamento de um 

composto altamente hidrofóbico (LE540 – um retinóide hidrofóbico artificial). Foi observado 

que com o aumento da taxa de carregamento, o tamanho do núcleo e o número de agregação 

também aumentaram. 

O decréscimo no valor desses parâmetros para a formulação de 0,5% de PCL5000-

PEG5000 contendo 1,4 mg/mL e para a concentração de 1,0 mg/mL e 1,4 mg/mL de PTX na 

formulação contendo 1,0% de PCL5000-PEG5000 reforçou a hipótese de ocorrência de um 

fenômeno de princípio de desestabilização do sistema micelar para essas formulações, de forma 

que não seriam capazes de acomodar essas quantidades de fármaco.  

Oda et al. (2020a) observaram comportamento semelhante para micelas contendo 

DSPE-PEG2000, por meio da análise de variações para os parâmetros Rc e Rs foi sugerida uma 

concentração limite máxima de 0,6 mg/mL de PTX antes que o sistema começasse a 

desestabilizar com diminuição significativa do tamanho do raio do núcleo. 

A partir desses resultados, aliados as maiores eficiências de encapsulação obtidas 

anteriormente, a concentração de 1,0 mg/mL de PTX foi selecionada para estudos posteriores. 

A análise dos dados obtidos por SAXS permitiu, portanto, elucidar diferentes aspectos 

sobre a organização estrutural dos nanosistemas carreadores preparados, trazendo informações 

adicionais para este grupo de pesquisa que caracterizou pela primeira vez sistemas micelares 

mistos com essa técnica.  

Essas análises permitiram esclarecer a influência da presença do segundo constituinte 

(PCL5000-PEG5000) adicionado e o efeito do incremento da concentração de fármaco nos 

diferentes sistemas uma vez que as formulações apresentaram comportamentos e tendências 

distintos para os vários parâmetros avaliados.  

Adicionalmente, essa técnica reforçou a hipótese de que a presença de PCL5000-PEG5000, 

especialmente na razão de 0,5%, teve efeito sobre o aumento da capacidade carreadora de 

fármaco do sistema micelar misto se comparado ao sistema de DSPE-PEG2000 desenvolvido 

anteriormente por Oda et al. (2020a), embora estudos adicionais se façam necessários para 

melhor compreensão desse e de outros fenômenos e seus possíveis desdobramentos. 

 

5.3 ANÁLISE TÉRMICA 
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As técnicas de DSC, DTA e TGA/DTGA foram realizadas a fim de incrementar a 

caracterização das formulações preparadas e de seus componentes individuais por meio da 

análise das suas propriedades térmicas, além de investigar o efeito no comportamento térmico 

do sistema após a adição de PCL5000-PEG5000 para a obtenção das formulações de micelas 

mistas.   

Nesta análise foram avaliadas, dentre as formulações, micelas não carregadas com PTX 

a fim de investigar possíveis alterações nas propriedades térmicas relacionadas especificamente 

à presença dos componentes poliméricos. A Figura 20 a seguir apresenta os resultados obtidos 

para a análise térmica dos componentes matéria-prima utilizados, DSPE-PEG2000 e PCL5000-

PEG5000. 

 

Figura 20 – Comportamento térmico dos componentes matéria-prima DSPE-PEG2000 (A) e PCL5000-PEG5000 (B). 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 
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Na Figura 20A observou-se na curva DSC (em preto) o pico endotérmico característico 

de fusão para o DSPE-PEG2000 em 46,8ºC (Tonset) com variação de entalpia de 123,3 J/g. Esse 

resultado é semelhante ao apresentado anteriormente por Tahir et al. (2019), que obteve um 

pico de fusão endotérmico próximo a 50 ºC para esse componente.  

Uma ampliação da imagem para esse pico permitiu confirmar a contribuição das duas 

subunidades do DSPE-PEG2000 no evento de fusão (dados não mostrados), além disso, não 

foram observados outros picos definidos antes do início do processo de degradação. Na curva 

TGA (em vermelho) observou-se que esse componente tem estabilidade térmica até a 

temperatura de 242,4 ºC, a partir da qual se iniciou um processo de decomposição em estágio 

único até 437,1 ºC, totalizando uma perda de massa de 98,3% ao final da análise. As curvas 

DTA (em verde) e DTGA (em rosa) apoiaram, para todas as análises, a confirmação da 

temperatura de ocorrência dos eventos e variações de massa observadas, respectivamente. 

Na Figura 20B observou-se na curva DSC (em preto) dois picos endotérmicos próximos 

característicos de fusão para o PCL5000-PEG5000 em 49,4 ºC (Tonset) e 59,7 ºC (Tonset) 

evidenciando a contribuição das duas subunidades do copolímero, com variação de entalpia de 

60,7 J/g e 31,9 J/g, respectivamente. Resultados próximos a esse foram reportados na literatura 

anteriormente por Ravikumar et al. (2018) e Danafar et al. (2014) que obtiveram pico de fusão 

endotérmico próximo a 60 ºC para esse componente, embora não tenham sido detalhados nesses 

estudos os picos das subunidades do copolímero separadamente. Adicionalmente, também não 

foram observados outros picos definidos antes do início da degradação. A partir da curva TGA 

(em vermelho) foi possível observar que o copolímero apresentou estabilidade térmica até a 

temperatura de 240,9 ºC, a partir da qual se iniciou um processo de decomposição em dois 

estágios, o primeiro até 357,3 ºC com perda de massa de 65,9%, e o segundo entre 358,0 ºC até 

424,8 ºC com perda de massa adicional de 27,8%.  

A Figura 21 apresenta o comportamento térmico avaliado por DSC da formulação 

micelar de DSPE-PEG2000 (curva A) e das formulações de micelas mistas não carregadas com 

PTX obtidas após a introdução do PCL5000-PEG5000 nas proporções de 0,5% e 1,0% (curvas B 

e C, respectivamente). 

Na curva A observou-se para a formulação de micelas de DSPE-PEG2000 um 

comportamento térmico semelhante àquele observado para o componente matéria prima 

(Figura 20A) com pico endotérmico característico de fusão em 50,6 ºC (Tonset) e com variação 

de entalpia de 115,8 J/g. Esse resultado permitiu inferir que o processo de micelização, o qual 

envolveu o uso de solvente orgânico e fornecimento de calor (T=55 ºC), não alterou as 
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propriedades térmicas do material, o que sugere a ocorrência de um evento de reorganização do 

sistema para formação das micelas.  

 

Figura 21 – Comportamento térmico avaliado por DSC das formulações de micelas não carregadas de 

DSPE-PEG2000 (A) e micelas mistas não carregadas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 

99,5:0,5 (B) e 99:1 (C). A região em cinza destaca o pico de fusão endotérmico. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

 

Para as formulações de micelas mistas contendo PCL5000-PEG5000 (curvas B e C) 

observou-se um comportamento semelhante àquele obtido para a micela de DSPE-PEG2000, 

com pico endotérmico de fusão único e próximo a 50 ºC característico do componente em maior 

razão no sistema. Todavia, foi possível observar uma diminuição no valor da entalpia requerida 

para o processo de fusão, o que sugere um efeito de menor energia atrelada aos sistemas 

contendo PCL5000-PEG5000 na formulação. 

Na curva B para a formulação contendo 0,5% de PCL5000-PEG5000, o pico de fusão 

endotérmico ocorreu a 50,5 ºC (Tonset) com variação de entalpia de 104,1 J/g. Na curva C, para 

a formulação contendo 1,0% de PCL5000-PEG5000, o pico de fusão endotérmico ocorreu a 50,8 

ºC (Tonset) com variação de entalpia de 62,7 J/g. O efeito de diminuição na entalpia requerida 

ocorre em acordo com o incremento da participação do PCL5000-PEG5000 no sistema - que em 

seu estado matéria prima de fato apresentou menor variação de entalpia para os eventos de fusão 

(60,7 J/g e 31,9 J/g) quando comparado ao DSPE-PEG2000 (123,3 J/g). Nesse sentido, foi 

possível inferir que a presença do copolímero tem efeito facilitador no mecanismo de transição 

de fase dos sistemas de micelas mistas com relação ao sistema micelar convencional. 
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As formulações também tiveram o seu comportamento térmico avaliado por 

TGA/DTGA e o resultado obtido para TGA é mostrado na Figura 22 a seguir. 

 

Figura 22 – Comportamento térmico avaliado por TGA das formulações de micelas não carregadas com PTX de 

DSPE-PEG2000 (curva preta), DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 na razão molar de 99,5:0,5 (curva vermelha) e 

DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 na razão molar de 99:1 (curva azul). O quadro em cinza marca a região comum 

de desidratação das amostras com perda de umidade e de componentes voláteis. As setas nas respectivas cores 

apontam o início dos eventos térmicos de decomposição das amostras.  

 
Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Na curva TGA em preto para a formulação de DSPE-PEG2000, observou-se um processo 

de desidratação inicial da amostra com perda de cerca de 9,3% de massa até a temperatura de 

216,9 ºC a partir da qual se iniciou um processo de decomposição em um único estágio até 

426,1 ºC o que ocasionou uma perda de massa adicional de 81,2%. Na curva TGA do 

componente em seu estado matéria prima, o processo de decomposição foi iniciado em uma 

temperatura maior (242,4 ºC), também ocorrendo em um único estágio.  

Na curva vermelha obtida para a formulação de micelas mistas contendo 0,5% de 

PCL5000-PEG5000 observou-se um processo de decomposição em dois estágios. A desidratação 

inicial da amostra ocasionou uma perda de massa de 6,8% até a temperatura de 154,8 ºC a partir 

da qual se iniciou o primeiro estágio de decomposição com término em 262,1 ºC o que 

ocasionou uma perda de massa de 10,1%, um segundo estágio de decomposição iniciado em 

264,6 ºC com término em 442,1 ºC levou a uma perda de massa adicional de 72,4%. 

Na curva azul obtida para a formulação de micelas mistas contendo 1,0% de PCL5000-

PEG5000 também se observou um processo de decomposição em dois estágios, a desidratação 

inicial da amostra ocasionou uma perda de massa de 5,6%, o primeiro estágio de decomposição 
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iniciado em 168,0 ºC e com término em 286,1 ºC ocasionou uma perda de massa adicional de 

25,1% e um segundo estágio iniciado em 287,2 ºC com término em 474,2 ºC levou a uma perda 

de massa de mais 52,5%. 

A análise termogravimétrica permitiu avaliar a estabilidade térmica e os eventos de 

decomposição das formulações para as quais foram observados comportamentos distintos com 

o deslocamento das curvas para a esquerda, indicando o início desses eventos em temperatura 

menor que a observada para a formulação convencional, além disso, foi observado um processo 

de decomposição em dois estágios para os sistemas de micelas mistas, refletindo a presença de 

PCL5000-PEG5000 sistema. 

De maneira geral, a análise térmica contribuiu para a caracterização adicional dos 

sistemas estudados, permitindo observar que o comportamento térmico dos sistemas micelares 

tem certa semelhança com aquele dos seus constituintes puros, não havendo indícios da 

formação de uma nova entidade química após o processo de preparo da formulação e posterior 

adição de um segundo componente, o que sugere a ocorrência de um evento de reorganização 

do sistema durante o processo de micelização.  

Todavia, em maior nível de detalhe, por meio da observação da diminuição da entalpia 

requerida para o processo de fusão após a adição de PCL5000-PEG5000 em 10,1% e 45,8% para 

as razões molares de 0,5% e 1,0%, respectivamente, além dos diferentes fenômenos de 

decomposição observados por TGA/DTGA, essa análise, complementarmente à técnica de 

SAXS, permitiu a distinção do sistema de micelas mistas daquele de DSPE-PEG2000, 

esclarecendo alguns aspectos da influência do PCL5000-PEG5000 no sistema. 

 

5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE 

 

É conhecido que as micelas poliméricas se comportam como estruturas dinâmicas, cuja 

integridade pode ser afetada por pequenas alterações nos ambientes nos quais estão inseridas 

(KIM et al., 2010; LANGRIDGE & GEMEINHART, 2020). 

Diante disso, de forma a compreender como as formulações preparadas se comportariam 

ao longo do tempo em ambiente aquoso foi conduzido um estudo de avaliação da estabilidade 

com relação às possíveis alterações nos parâmetros de diâmetro hidrodinâmico médio, potencial 

zeta e teor de encapsulação ao longo de 60 dias de armazenamento em geladeira a 4 ºC.  

Os lotes de formulações produzidos foram fracionados em amostras de iguais 

quantidades correspondentes aos dias do estudo e no dia da avaliação as amostras foram 

purificadas em filtro de 0,22 µm imediatamente antes da análise do parâmetro de interesse. O 
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objetivo dessa purificação era remover o fármaco desencapsulado (liberado) ao longo do tempo, 

isso porque, devido ao tamanho reduzido das micelas qualquer presença de precipitado na 

solução poderia interferir na análise.  

A Figura 23 a seguir apresenta os resultados adquiridos para o parâmetro diâmetro 

hidrodinâmico médio por meio da técnica de DLS. 

 

Figura 23 – Diâmetro hidrodinâmico médio (análise de número) em diferentes tempos de análise para micelas 

mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1. 
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

 

 

 

 

 

O valor de diâmetro hidrodinâmico médio obtido para as formulações contendo 0,5% 

ou 1,0% do copolímero ao longo do tempo de estudo foi de 11,5 ± 0,5 nm e 11,6 ± 0,8 nm, 

respectivamente.  Fixado o tempo de análise, não foram observadas diferenças significativas 

comparando-se a formulação contendo maior ou menor proporção do copolímero. 

Para a formulação de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 na razão molar de 99,5:0,5, o 

valor do diâmetro hidrodinâmico teve valor mínimo de 11,2 nm e máximo de 12,4 nm, e, a um 

nível de significância de 5%, não foram observadas diferenças significativas nesse parâmetro 

nos tempos avaliados quando comparado ao dia de preparo da formulação (dia 0). 

Para a formulação na razão molar de 99:1, o diâmetro hidrodinâmico teve valor mínimo 

de 10,3 nm e máximo de 12,6 nm. Nesse caso, foi observada diferença significativa (p≤0,05) a 

Dados expressos como média ± desvio padrão (n=3). A letra a representa diferença 

significativa quando comparada à mesma formulação no dia 0, determinada por ANOVA one-

way seguida do pós teste de Tukey. O nível de significância foi considerado para valores de 

p ≤ 0,05. 
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partir do décimo quinto dia de análise com relação ao valor obtido no dia de preparo da 

formulação, com uma tendência de aumento no tamanho das micelas. 

Embora tenha sido observada alteração no diâmetro hidrodinâmico ao longo do tempo 

para a formulação na razão molar de 99:1 a partir do décimo quinto dia de análise, essa alteração 

não foi considerada suficiente a ponto de permitir inferências sobre danos à estabilidade desse 

sistema, dada a faixa de tamanho estreita. 

Adicionalmente, foram conduzidas análises para determinação do potencial zeta das 

formulações ao longo do tempo de estudo. Os resultados obtidos são mostrados na Tabela 5 a 

seguir. 

 

Tabela 5 – Potencial zeta obtido por DLS associado à mobilidade eletroforética em diferentes tempos de análise 

para micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

O valor médio do potencial zeta obtido ao longo do estudo para as formulações contendo 

0,5% ou 1,0% do copolímero foi de -3,7 ± 1,0 mV e -3,1 ± 0,4 mV, respectivamente. 

Para a formulação na razão molar 99,5:0,5, esse parâmetro apresentou alteração 

significativa com relação ao dia de preparo e com relação à formulação na razão molar de 99:1 

somente para a análise conduzida no sétimo dia. Para os demais tempos de análise não foi 

possível observar alterações significativas. Para a formulação na razão molar de 99:1 não foram 

observadas diferenças significativas desse parâmetro para nenhum dos tempos de análise 

comparados ao dia de preparo. 

Sob a mesma perspectiva para a análise de tamanho, é importante salientar que essa 

diferença observada novamente não foi considerada suficiente para permitir inferências acerca 

Tempo (dias) 
 Potencial Zeta (mV) 

99,5:0,5 99:1 

0 -3,2 ± 1,3 -3,1 ± 0,2 

1 -3,8 ± 0,5 -3,1 ± 0,2 

7    -5,4 ± 0,4
a,*

 -2,7 ± 0,7* 

15 -4,3 ± 1,0 -2,7 ± 0,8 

30 -2,6 ± 0,9 -3,1 ± 0,8 

60 -3,1 ± 0,3 -3,9 ± 1,4 

Dados expressos como média ± desvio padrão (n=3). A letra a representa diferença significativa quando 

comparada à mesma formulação no dia 0, determinada por ANOVA one-way seguida do pós teste de 

Tukey. O asterisco representa diferença significativa quando comparadas as formulações entre si, fixado 

o tempo de análise, determinada por teste t-Student. O nível de significância foi considerado para valores 

de p ≤ 0,05. 
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da estabilidade do sistema, dado que o valor do parâmetro permaneceu próximo da faixa de 

neutralidade.  

Além disso, conforme discutido anteriormente, devido à cobertura de PEG na casca das 

micelas, o principal fator relacionado à estabilização dessas partículas em sistemas aquosos é o 

efeito estérico e não o de repulsão eletrônica (HONARY & ZAHIR, 2013; 

KOUCHAKZADEH, 2010). 

Finalmente, foi avaliada a concentração de fármaco encapsulado ao longo do tempo. Os 

resultados obtidos são mostrados na Figura 24 a seguir. 

 

Figura 24 – Concentração de PTX encapsulado e teor de encapsulação em diferentes tempos de análise para 

micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1. 
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

 

 

 

 

 

 

Embora tenham sido alcançados teores de encapsulação elevados no dia do preparo para 

ambas as formulações, não foi possível observar um perfil de retenção do fármaco no sistema 

de micelas mistas ao longo do tempo avaliado. Todos os tempos de análise apresentaram 

diferença significativa com relação ao dia de preparo das formulações.  

A partir do primeiro dia de análise foi possível identificar a perda aparente do fármaco 

do nanosistema sob a forma de um precipitado branco no fundo do microtubo, como mostra a 

Figura 25. O precipitado se tornou mais evidente em tempos mais avançados do estudo.  

Dados expressos como média ± desvio padrão (n=3). A letra a representa diferença significativa 

para a concentração de PTX e teor de encapsulação quando comparada à mesma formulação no dia 

0, determinada por ANOVA one-way seguida do pós teste de Tukey. O asterisco representa 

diferença significativa para a concentração de PTX e teor de encapsulação quando comparadas as 

formulações entre si, fixado o tempo de análise, determinada por teste t-Student.  O nível de 

significância foi considerado para valores de p ≤ 0,05. 
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Figura 25 – Precipitado branco (apontado pelas setas) no fundo do microtubo após 30 dias do preparo 

das formulações evidenciando a perda de fármaco do sistema de micelas mistas de DSPE-PEG2000:PCL5000-

PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 (esquerda) e 99:1 (direita). 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Comparando-se as formulações entre si, foi observada diferença significativa (p≤0,05) 

apenas para o sétimo dia de análise, no qual a formulação de micelas mistas na razão molar 

99:1 reteve em média 36,5 ± 4,1% do fármaco encapsulado enquanto a formulação na razão de 

99,5:0,5 reteve em média 25,5 ± 1,8%. Oda (2015) obteve resultado médio de 14,0 ± 5,3% de 

retenção de fármaco no sétimo dia de análise para micelas de DSPE-PEG2000 para a mesma 

concentração inicial teórica de 1,0 mg/mL de PTX.  

Para os demais tempos de análise não foi possível observar diferença significativa entre 

as formulações, o que sugere que o perfil de retenção do fármaco no sistema de micelas mistas 

não depende da razão molar de PCL5000-PEG5000 adicionado à formulação. 

Dessa forma, foi possível verificar que a inserção do copolímero para as formulações 

de micelas mistas não representou efeito importante de ganho de estabilidade do sistema 

micelar ao longo do tempo nas condições avaliadas neste estudo, todavia, foi observado 

incremento no teor de fármaco retido até o sétimo dia de análise com relação ao sistema 

desenvolvido anteriormente sem PCL5000-PEG5000. 

A baixa estabilidade de sistemas micelares poliméricos em ambientes especialmente 

aquosos é um fenômeno conhecido e uma das mais relevantes limitações da eficiência desses 

sistemas que vêm sendo discutidas por diversos autores. É conhecido que a concentração 

polimérica, massa molecular do bloco formador do núcleo, incorporação do fármaco e 

compatibilidade do fármaco e núcleo são alguns exemplos de fatores capazes de influenciar 

esse fenômeno (KIM et al., 2010; OWEN et al., 2012; ZHU et al., 2012; LANGRIDGE & 

GEMEINHART, 2020). 
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Sendo a micela polimérica uma estrutura dinâmica, para compreensão da sua 

estabilidade devem ser considerados tanto os aspectos pertinentes a estabilidade 

termodinâmica, relacionada especialmente à CMC, quanto a estabilidade cinética, relacionada 

ao tempo de exposição ao meio no qual o sistema micelar está introduzido e a decorrente troca 

de unímeros entre as micelas (KIM et al., 2010). 

Nesse sentido, dadas as condições deste estudo, no qual não foram alterados diretamente 

ao longo do tempo de análise os parâmetros de diluição e CMC, buscou-se compreender a baixa 

estabilidade do sistema de micelas mistas em ambiente aquoso sob a perspectiva da estabilidade 

cinética, na qual se destacam os mecanismos de hidrólise e desestabilização por dessorção dos 

monômeros. 

Copolímeros em bloco como o PCL-PEG e o DSPE-PEG têm um grupo éster sensível 

a hidrólise localizado entre os segmentos hidrofílicos e hidrofóbicos. Em micelas com estrutura 

do tipo core-shell esse grupo está localizado na interface com o meio e por isso é facilmente 

acessado para reações, de forma que a hidrólise do éster de interface leva ao desprendimento 

do bloco PEG e a posterior desestabilização do sistema micelar (ZHU et al., 2012).  

O fenômeno de dessorção dos monômeros é um processo ativado de desestabilização 

micelar no qual um estado de transição de alta energia é criado quando a maior parte da porção 

hidrofóbica do sistema micelar se encontra exposta ao solvente do meio, estando o monômero 

ancorado à micela apenas por uma pequena porção de seu comprimento. Após se soltar do 

núcleo da micela, o monômero ganha graus de liberdade rotacional e translacional de forma a 

diminuir sua energia geral. Dados cinéticos sugeriram que esse fenômeno ocorre mesmo a 

baixas temperaturas como 5 ºC (KASTANTIN et al., 2009). 

Todavia, para de fato verificar a ocorrência desses e outros mecanismos de 

desestabilização, seria necessária a condução de outras análises. Zhu et al. (2012) determinaram 

a cinética de hidrólise do grupo éster por ¹HNMR e modificaram a interface de micelas de PCL-

PEG por meio da adição de um terceiro bloco de copolímero hidrofóbico (PBO, ou polióxido 

de butileno) o que reduziu a taxa de hidrólise do grupo éster por um fator de 2,7. 

Kastantin et al. (2009) avaliaram as taxas de dessorção de monômenos de micelas de 

DSPE-PEG2000 utilizando rodamina como marcador de fluorescência em função da 

temperatura. As micelas marcadas com alta densidade de rodamina (fluorescência auto-extinta) 

foram misturadas com micelas não marcadas e o aumento na fluorescência foi observado à 

medida que os monômeros deixaram as micelas marcadas e foram incorporados em micelas 

não marcadas ou retornaram ao meio aquoso. Dessa forma, a intensidade de fluorescência 
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observada foi relacionada à taxa de dessorção do polímero e as maiores taxas de dessorção 

foram observadas a partir de 15 ºC. 

De maneira geral, o impasse da baixa estabilidade dos sistemas micelares em ambiente 

aquoso sob a perspectiva do armazenamento da formulação pode ser contornado por meio de 

processos de secagem como a liofilização, por exemplo.  

Oda et al. (2018) desenvolveram um sistema liofilizado de micelas de DSPE-PEG2000 

contendo PTX e a estabilidade foi avaliada ao longo de 180 dias. Nesse estudo não foram 

observadas alterações significativas nos parâmetros de diâmetro e potencial zeta, e 

aproximadamente 85% do fármaco permaneceu retido no sistema micelar. Um estudo 

semelhante poderia ser adicionalmente conduzido neste trabalho a fim de verificar se o mesmo 

poderia ser constatado para o sistema de micelas mistas. 

Contudo, ainda seria necessário esclarecer o fenômeno de desestabilização micelar após 

ressuspensão especialmente em meios complexos e fisiologicamente relevantes como soro e 

sangue, de forma a possibilitar a investigação mais aprofundada da potencialidade desse sistema 

sob o aspecto biológico.  

Na literatura foram reportados alguns estudos utilizando a técnica de Transferência de 

energia de ressonância por fluorescência (FRET, do inglês Förster/Fluorescence Ressonance 

Energy Transfer) para avaliar a estabilidade de sistemas micelares em ambientes biológicos e 

monitorar a liberação de moléculas hidrofóbicas (CHEN et al., 2008; DIEZI et al., 2010; LU et 

al., 2011; LANGRIDGE & GEMEINHART, 2020). 

Nessa técnica, que é sensível a pequenas alterações de distância entre grupos 

moleculares, pares de doadores e receptores fluorescentes são encapsulados no domínio 

hidrofóbico da micela. Uma vez que uma micela se dissocia após diluição ou outras alterações 

ambientais, o incremento da distância resultante entre o par doador e receptor levará a uma 

queda na emissão do receptor e a um aumento na emissão do doador, o que permite a 

identificação do fenômeno de desestabilização (LU et al., 2018). 

A importância de estudos como esses reside no fato de que para além da capacidade de 

transportar quantidades de fármaco suficientes para garantir a eficácia terapêutica, em termos 

de direcionamento passivo, os sistemas micelares devem apresentar estabilidade estrutural 

suficiente para manter sua carga encapsulada até que seja atingido o local de interesse 

(LANGRIDGE & GEMEINHART, 2020). 

Algumas estratégias foram desenvolvidas e têm sido avaliadas para melhorar a 

estabilidade de micelas carregadas como investigar a compatibilidade do fármaco com o(s) 

polímero(os) ou mesmo possibilitar a formação de ligações covalentes (estratégia crosslinking) 
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para reforçar as interações intermoleculares desses sistemas (SOO et al., 2002; CARSTENS et 

al., 2008; TAO et al., 2012). Essas táticas poderiam ser avaliadas em estudos futuros para os 

sistemas preparados neste trabalho enquanto estratégias de otimização. 

Finalmente, para concluir este trabalho foi conduzido um ensaio de liberação in vitro 

com o intuito de estudar a cinética de liberação e o possível mecanismo pelo qual o PTX é 

liberado das formulações de micelas mistas preparadas. Visto que não foram observadas 

diferenças importantes nos aspectos físico-químicos e de estabilidade das micelas mistas 

contendo 0,5% ou 1,0% de PCL5000-PEG5000, foi escolhida para a realização do estudo de 

liberação a formulação contendo a menor razão molar do copolímero. 

 

5.5 ESTUDO DE LIBERAÇÃO IN VITRO 

 

Conhecer o perfil de liberação de um fármaco in vitro é uma das etapas de grande 

importância no processo de desenvolvimento de um sistema carreador. Contudo, durante a 

condução desses estudos, especialmente para fármacos altamente hidrofóbicos como o PTX, 

um dos principais desafios encontrados está relacionado ao atingimento e manutenção de 

condições experimentais adequadas. 

O termo condição sink é geralmente definido como o volume de meio de liberação pelo 

menos três vezes maior que o necessário para formar uma solução saturada do fármaco 

(ROHRS, 2001; US PHARMACOPEIAL FORUM, 2004; BROWN et al., 2004). A 

manutenção dessa condição significa assegurar que a concentração do fármaco no meio de 

estudo seja baixa o suficiente a fim de que a continuidade do fenômeno da liberação não seja 

limitada pela saturação. Isso significa que a concentração do fármaco no meio de liberação deve 

ser mantida abaixo de cerca de 33% da solubilidade do fármaco naquele meio.  

Alguns estudos sugerem, com maior rigor, a concentração máxima de 20% abaixo do 

limite de solubilidade ou 10% para o atingimento de condições sink ditas perfeitas (SIEPMANN 

& SIEPMANN, 2020). Para o caso de fármacos pouco solúveis em água, satisfazer essa 

condição é muitas vezes difícil uma vez que se faz necessária a utilização de grandes volumes 

de meio de liberação (CHO et al., 2004; ABOUELMAGD et al., 2015). 

A exemplo do PTX, considerando-se a solubilidade em meio aquoso reportada por Lee 

et al. (2003) de 0,3 µg/mL a 37 ºC, para realização de um estudo de liberação pelo método de 

diálise utilizando 0,5 mL das formulações micelares preparadas neste trabalho contendo 

aproximadamente 1 mg/mL de PTX, seriam necessários cerca de 5 L de meio aquoso para 

manutenção da condição sink (considerando-se o limite de 33% da solubilidade). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517307000890?casa_token=uHdbellORF0AAAAA:xuIuYDC6Y-_hl4h4QTTe4XbAGRaJohSkDUrBL8nJFiDGWvlpyxLG7ekwu7xhy2Ycz6H6MMc0ehuV#bib15
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517307000890?casa_token=uHdbellORF0AAAAA:xuIuYDC6Y-_hl4h4QTTe4XbAGRaJohSkDUrBL8nJFiDGWvlpyxLG7ekwu7xhy2Ycz6H6MMc0ehuV#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517307000890?casa_token=uHdbellORF0AAAAA:xuIuYDC6Y-_hl4h4QTTe4XbAGRaJohSkDUrBL8nJFiDGWvlpyxLG7ekwu7xhy2Ycz6H6MMc0ehuV#bib4
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 De modo a possibilitar melhores condições de execução de estudos desse tipo em escala 

laboratorial, foram reportados na literatura, especialmente para estudos de liberação in vitro de 

carreadores poliméricos contendo PTX, o uso de diversos modificadores de solubilidade como 

agentes surfactantes, sais inorgânicos, proteínas e solventes orgânicos (LIGGINS & BURT, 

2001; NSEREKO et al., 2002; JACKSON et al., 2002; PHILLIPS et al., 2012). 

Todavia, especialmente para o caso de micelas poliméricas, as dificuldades 

experimentais relacionadas são ainda mais críticas. A adição ao meio de alguns tipos de agentes 

surfactantes e solventes orgânicos, por exemplo, pode ocasionar alterações significativas na 

estrutura das micelas gerando, assim, distorções no perfil de liberação (CHO et al., 2004). 

Foi possível encontrar na literatura estudos de liberação de nanoestruturas carreadoras 

de PTX nos quais foram utilizados meios como PBS, PBS+Tween 80 e PBS+PEG em 

proporções diversas (LIU et al., 2005; CHA et al., 2009; SAADAT et al., 2014; KIM et al., 

2011; JIANG et al., 2012). Entretanto, em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, a 

reprodutibilidade de métodos como esses não foi alcançada, ocorrendo geralmente a 

precipitação de PTX dentro da membrana de diálise. 

Nesse sentido, foi utilizado neste trabalho o método descrito anteriormente por Cho et 

al. (2004), no qual foi utilizado o agente hidrotrópico salicilato de sódio como meio para estudo 

de liberação de micelas poliméricas de polietilenoglicol e polifenilalanina (PEG-b-PPhe) 

contendo PTX.  

Os agentes hidrotrópicos são sais orgânicos iônicos que não exibem propriedades 

coloidais, mas que são capazes de melhorar a solubilidade por meio da formação de ligações 

com as moléculas do soluto hidrofóbico via interações van der Waals fracas como π–π ou 

interações atrativas do tipo dipolo-dipolo (NEUMANN et al., 2007; KUMAR et al., 2014). Os 

hidrótropos contêm frações hidrofóbicas e hidrofílicas, todavia, em comparação com os agentes 

surfactantes a porção hidrofóbica é consideravelmente pequena (KAPADIYA et al., 2011). 

A solubilidade do PTX em salicilato de sódio na concentração de 1 mol/L reportada no 

estudo de Cho et al. (2004) foi de 28,1 µg/mL, o que representa um incremento de cerca de 90 

vezes com relação a solubilidade de 0,3 µg/mL reportada para esse fármaco por Lee et al. 

(2003). Além disso, nesse mesmo estudo foi avaliado por DLS o efeito do uso desse agente 

com relação a possíveis alterações na estrutura das micelas e não foram observadas alterações 

significativas no diâmetro nessa concentração (dados não mostrados). 

Para o estudo de solubilidade do PTX em salicilato de sódio 1 mol/L reproduzido neste 

trabalho foi encontrado o valor médio de 32,9 ± 4,8 µg/mL após 24 horas de incubação. De 

forma a investigar uma possível degradação do fármaco nessas condições a avaliação da 
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solubilidade foi estendida até 72 horas de incubação e foi obtido o valor de 27,8 ± 3,4 µg/mL. 

Adicionalmente, observou-se que o diâmetro hidrodinâmico médio das micelas (avaliado por 

DLS) não foi alterado na presença desse agente. Esses resultados apontaram para a viabilidade 

da utilização desse meio de diluição para a condução do estudo de liberação. 

Para comparação com o perfil de liberação da formulação de micelas mistas de DSPE-

PEG2000:PCL5000-PEG5000 na razão molar de 99,5:0,5 (1 mg/mL de PTX) foram preparadas 

adicionalmente uma formulação de micelas poliméricas de DSPE-PEG2000 (0,6 mg/mL de 

PTX), conforme descrito por Oda et al. (2020b), e uma dispersão CrEL/EtOH/PTX (6 mg/mL), 

similar à formulação comercial Taxol®. 

A preparação das formulações de micelas poliméricas e a diluição da dispersão 

CrEL/EtOH/PTX para 1 mg/mL foram realizadas imediatamente antes do início do estudo de 

liberação, de modo a evitar qualquer perda de fármaco durante o armazenamento. Os resultados 

obtidos em percentual de PTX liberado o versus tempo são mostrados na Figura 26 a seguir. 

 

Figura 26 – Percentual cumulativo de PTX liberado versus tempo para as formulações de DSPE-PEG2000 (0,6 

mg/mL de PTX), DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 na razão molar de 99,5:0,5 (1,0 mg/mL de PTX) e dispersão 

CrEL/EtOH/PTX (1 mg/mL de PTX).  
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

 

 

 

 

 

 

As três formulações estudadas apresentaram perfil de liberação controlado ao longo de 

48 horas. O total de PTX liberado nesse tempo para as formulações de DSPE-PEG2000, DSPE-

Dados expressos como média ± desvio padrão (n=3). O asterisco representa diferença significativa 

entre a formulação assinalada (DSPE-PEG2000 e/ou DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 na razão molar 

de 99,5:0,5) e a formulação CrEL/EtOH/PTX, fixado o tempo de análise. As diferenças foram 

determinadas por ANOVA one-way seguida do pós teste de Tukey. O nível de significância foi 

considerado para valores de p ≤ 0,05. 
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PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99,5:0,5) e CrEL/EtOH/PTX foi de 67,5 ± 6,3%, 63,4 ± 12,0% e 68,0 

± 1,3%, respectivamente. 

Não foi possível observar diferença significativa comparando-se o perfil de liberação 

das formulações de DSPE-PEG2000 e DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99,5:0,5), o que 

permitiu inferir que na razão molar de 0,5% a adição do copolímero PCL5000-PEG5000 não teve 

efeito importante sobre a liberação do fármaco no sistema de micelas mistas. Todavia, com 

relação à dispersão CrEL/EtOH/PTX, que apresentou a liberação mais lenta, foi observada 

diferença significativa quando comparada a ambas as formulações de micelas poliméricas. 

O perfil de liberação mais controlado observado para a dispersão CrEL/EtOH/PTX 

diverge de alguns estudos publicados anteriormente na literatura. Em um estudo de método 

similar, Z. Wei et al. (2009) observaram a liberação de cerca 76% de PTX dessa formulação 

nas primeiras duas horas em um meio contendo salicilato de sódio 1 mol/L, sugerindo que o 

fármaco se difundiu livremente através da membrana de diálise. Nie et al. (2011) observaram 

a liberação de mais de 90% PTX dessa formulação em quatro horas em um meio contendo 

PBS+Tween 80 (0,1% v/v). 

Foi proposto na literatura que o efeito do CrEL na farmacocinética do PTX está 

associado à possibilidade de encapsulação do fármaco em micelas compostas primariamente 

por polietilenoglicerol triricinoleato e que a porcentagem de PTX efetivamente encapsulado 

aumenta desproporcionalmente com o aumento da quantidade de CrEL (SPARREBOOM et al., 

1999; GELDERBLOM et al., 2001).  

Com relação à formulação comercial (Taxol® 6 mg/mL) foi realizada neste trabalho uma 

diluição de seis vezes em solução de NaCl 0,9% (p/v). Nos estudos de Z. Wei et al. (2009) e 

Nie et al. (2011) foram realizadas diluições maiores de sessenta e vinte vezes, respectivamente. 

Nesse sentido, é possível que o perfil de liberação mais lento observado para essa formulação 

neste estudo com relação àquele dos estudos reportados pelos outros autores esteja relacionado 

à ocorrência de um maior processo de micelização devido à maior presença de CrEL, o que 

poderia ter dificultado a liberação do fármaco. Todavia, outros estudos seriam necessários para 

sustentar essa inferência, como, por exemplo, avaliar o perfil de liberação de diferentes 

diluições da dispersão CrEL/EtOH/PTX. 

Os perfis de liberação das formulações de micelas mistas ou não preparadas neste estudo 

também divergem dos perfis observados para outros sistemas de micelas poliméricas 

disponíveis na literatura. Dabolkhar et al. (2006) observou para micelas mistas de DSPE-

PEG2000:TPGS (1:1) a liberação de apenas 20% de PTX ao longo de 48 horas em meio contendo 
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PBS. Musacchio et al. (2008) observou para micelas de DSPE-PEG2000 a liberação de 30% de 

PTX após 48 horas em meio de salicilato de sódio 1 mol/L. 

A máxima concentração alcançada de PTX no meio para o estudo desenvolvido neste 

trabalho foi de 7,9 µg/mL, enquanto a solubilidade desse fármaco na solução estoque preparada 

de salicilato de sódio 1 mol/L após 72 horas de incubação foi de 27,8 ± 3,4 µg/mL, dessa forma, 

considerando-se o limite recomendado de 33% da solubilidade máxima do fármaco no meio, 

foi possível constatar que a condição sink foi atendida.  

É importante ressaltar que nos casos em que essa condição não é respeitada são 

observados baixos níveis do fármaco efetivamente solúvel no meio, o que leva a errônea 

interpretação de uma liberação muito sustentada, quando na realidade essa liberação já ocorreu 

e o fármaco se encontra precipitado (PHILLIPS et al., 2012). 

Finalmente, de forma a investigar melhor a cinética de liberação dos sistemas estudados, 

alguns modelos matemáticos comumente utilizados foram ajustados conforme as equações 2 a 

5 descritas anteriormente. A Tabela 6 a seguir apresenta os resultados obtidos. 

 

Tabela 6 – Coeficientes de correlação (R2) obtidos por regressão linear para os perfis de liberação das 

formulações estudadas de acordo com diferentes modelos cinéticos. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Avaliando-se os valores obtidos de R2 para as formulações de micelas poliméricas de 

DSPE-PEG2000 e DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99,5:0,5), o melhor modelo ajustado foi o 

de Korsmeyer-Peppas. Esse modelo é geralmente utilizado para analisar a liberação de 

formulações poliméricas quando o mecanismo de liberação não é bem conhecido ou quando 

mais de um tipo de fenômeno de liberação pode estar envolvido. 

Para o valor do expoente n obtido neste estudo igual a 0,58 para a formulação de DSPE-

PEG2000 e 0,57 para a formulação de DSPE-PEG2000:PCL5000-PEG5000 (99,5:0,5), o mecanismo 

de difusão é denominado anômalo. Nesse mecanismo a extensão e a velocidade de liberação do 

fármaco resulta da combinação do fenômeno de difusão do fármaco, ou transporte Fickiano, 

que ocorre devido a um gradiente de potencial, e do fenômeno controlado pelo relaxamento das 

Modelo Cinético 
DSPE-PEG2000 99,5:0,5 CrEL/EtOH/PTX 

R2 R2 R2 

Ordem zero 0,57 0,52 0,84 

Primeira ordem 0,41 0,39 0,53 

Higuchi 0,80 0,74 0,94 

Korsmeyer-Peppas 0,91 0,88 0,86 
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cadeias poliméricas, ou transporte não-Fickiano, que está associado a alterações de tensões e/ou 

transições de estado dos polímeros (RITGER & PEPPAS, 1987).  

Avaliando-se os valores obtidos de R2 para a formulação CrEL/EtOH/PTX o melhor 

modelo ajustado foi o de Higuchi (simplificado). Esse modelo descreve o mecanismo de 

liberação do fármaco como um processo único de difusão baseado na lei de Fick, estando 

dependente da raiz quadrada do tempo. 

 É importante destacar que a validade desse modelo está limitada a algumas hipóteses 

como a de que a difusividade do fármaco é constante e que o entumecimento/relaxamento da 

matriz é desprezível (HIGUCHI, 1961). Além disso, esse modelo foi inicialmente desenvolvido 

para uma matriz planar, adequações foram propostas posteriormente para matrizes esféricas, 

entretanto, para sua utilização seria necessário conhecer outros parâmetros mais complexos 

(HIGUCHI, 1963). 

Nesse sentido, consideradas essas limitações, o segundo melhor modelo ajustado para 

essa formulação foi o de Korsmeyer-Peppas (n =0,60), dessa forma, caso esse modelo fosse 

considerado, seria possível conceber a ocorrência de um mecanismo de liberação combinado 

envolvendo o relaxamento das cadeias do CrEL, cujos componentes principais são éteres e 

ésteres de polietilenoglicol de ácido ricinoleico e éteres de polietilenoglicol de glicerol. 

Todavia, um R2 elevado também foi obtido para o ajuste de ordem zero para o qual a liberação 

de fármaco ocorre de maneira constante, dessa forma, não foi possível compreender com 

clareza o mecanismo que melhor descreve a liberação de PTX desse sistema. 

Embora seja comum o ajuste de modelos matemáticos clássicos para compreender os 

mecanismos de liberação de fármacos é importante destacar que esses processos geralmente 

envolvem múltiplos fatores físicos e químicos, o que torna difícil ou mesmo improvável, a 

utilização de um modelo definitivo para completa descrição do fenômeno. Esses modelos são 

capazes de melhor descrever a liberação em sistemas farmacêuticos quando essa resulta de um 

fenômeno simples ou quando um fenômeno, por ser um passo limitante de velocidade, 

condiciona todos os outros (COSTA & LOBO, 2001). 

Adicionalmente, devido aos avanços significativos no campo de desenvolvimento de 

novos sistemas de entrega de fármacos é importante destacar conjuntamente o crescimento do 

campo de modelagem matemática. Desde a publicação dos modelos clássicos de Higuchi em 

1961 e Korsmeyer-Peppas em 1983 diversos modelos modernos têm sido propostos incluindo 

teorias matemáticas mecanicistas que permitem a determinação de parâmetros específicos do 

sistema, de forma a oferecer uma visão mais profunda dos mecanismos subjacentes de liberação 

de fármacos (SIEPMANN et al., 1998; NARASIMHAN 2001; FRENNING & STROMME, 
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2003; LEMAIRE et al., 2003; ZHOU & WU 2003; FRENNING et al., 2005; RAMAN et al., 

2005). Todavia, dentro do escopo deste trabalho não foram avaliados modelos de maior 

complexidade. 

De maneira geral, a utilização do meio de diluição contendo o agente hidrotrópico 

salicilato de sódio, além de fornecer uma alternativa às dificuldades anteriormente reportadas 

neste grupo de pesquisa para realização de um estudo de liberação in vitro envolvendo PTX, 

desempenhou um papel importante na análise inicial do perfil de liberação sustentado das 

formulações preparadas, atendendo ao objetivo de contribuir com a caracterização das 

formulações e auxiliar na compreensão do comportamento cinético desses sistemas em 

ambiente aquoso. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foram preparadas formulações de micelas poliméricas mistas de DSPE-

PEG2000:PCL5000-PEG5000 nas razões molares de 99,5:0,5 e 99:1 carregadas com diferentes 

concentrações de PTX. Os sistemas apresentaram características promissoras para carreamento 

do fármaco e para uma possível aplicação antitumoral quanto ao tamanho, potencial zeta, com 

eficiência de encapsulação elevada (>82% para a concentração de 1,0 mg/mL de PTX) e perfil 

de liberação controlado. As técnicas de SAXS, DSC, DTA e TG enriqueceram o processo de 

caracterização esclarecendo aspectos diversos da influência da adição do PCL5000-PEG5000 

sobre a organização estrutural do sistema e seu comportamento térmico. A composição mista 

mostrou-se interessante enquanto estratégia de otimização de características de sistemas 

micelares carreadores de fármaco, apesar de não ter sido obtido incremento relevante de 

estabilidade no período de 60 dias, foi observada maior retenção de fármaco após sete dias em 

ambiente aquoso e ganho na capacidade carreadora de PTX, o que representa melhoria com 

relação à formulação convencional de DSPE-PEG2000 desenvolvida anteriormente no nosso 

grupo de pesquisa. Os resultados deste trabalho forneceram, portanto, perspectivas positivas 

para a continuidade da investigação da potencialidade do sistema de micelas poliméricas mistas 

enquanto carreadores de PTX. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

▪ Avaliar a estabilidade das formulações de micelas mistas em meio biológico contendo 

proteínas séricas. 

 

▪ Avaliar a viabilidade celular em linhagens de células de tumor de mama humano 

(MDA-MB-231 e MCF-7), tumor de mama murino (4T1) e células não tumorais (fibroblastos) 

tratadas com as formulações de micelas mistas contendo PTX. 

 

▪ Avaliar a atividade antitumoral in vivo das formulações de micelas mistas contendo 

PTX em modelo experimental de tumor de mama, utilizando a linhagem de adenocarcinoma 

murino 4T1 bem como avaliar a neuropatia periférica em comparação com as formulações 

comerciais Taxol® e Abraxane®. 
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