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POLYMERSOMES VERSUS LIPOSOMES: THE “MAGIC BULLET” EVOLUTION. Polymeric vesicles known as polymersomes
are formed by the self-assemble of amphiphilic block copolymers and have structural organization similar to liposomes. However,

polymersomes present higher physicochemical stability and structure versatility due to their polymeric nature. In this review we

describe the main aspects related to the structure and applications of these systems for drug delivery.
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INTRODUCAO

As pesquisas com sistemas de liberagdo de farmacos e biofar-
macos a partir de nanoestruturas tém revolucionado as ciéncias
farmacéuticas no mundo todo.'? Estes nanocarreadores (NC) tém
propriedades peculiares relacionadas ao tamanho em escala nano-
métrica e area superficial aumentada, o que lhes confere potencial
para modular caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas de
farmacos. Portanto, sdo capazes de melhorar a estabilidade in vitro
e in vivo de farmacos, prolongar o tempo de circulacdo sanguinea e
permitir a liberagdo controlada e direcionada.’*

Devido as vantagens dos NC, a cada dia estudos descrevem
novas possibilidades de aperfeicoar ainda mais estes sistemas e
percebe-se uma evolugdo constante no campo da nanotecnologia
aplicada a produtos farmacéuticos, especialmente na oncologia.
As pesquisas relatam NC amplamente usados como nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas lipidicas sdlidas, nanoparticulas me-
tdlicas e lipossomos (LP), com diferentes abordagens referentes a
composi¢do, inovagdes na técnica de produgdo e alternativas para
liberacio sitio-dirigida, de modo que haja aprimoramento funcional
do produto final.>*

Um exemplo bastante atual de inova¢d@o em nanocarreadores
sdo as vesiculas poliméricas, descritas inicialmente em 1981 por
Kunitake e colaboradores'* e em 1995 estudadas com maior emba-
samento fisico-quimico por Zhang & Eisenberg.!' Posteriormente,
essas vesiculas foram denominadas polimerossomos (PL) por Discher
e colaboradores,'? uma vez que apresentam organizagio estrutural
semelhante aos LP. PL podem ser conceituados como nanocarreadores
supramoleculares poliméricos com estrutura vesicular. Enquanto LP
sdo vesiculas de interior aquoso compostas por uma membrana lipi-
dica, os PL, que também apresentam interior aquoso, S30 compostos
por uma membrana de copolimeros anfifilicos.

Para compreender a importancia dos PL, € vélido reforcar que sdo
morfologicamente andlogos aos LP, os quais estdo entre os NC mais
empregados no campo farmacéutico e foram relatados pioneiramente
nos anos 60 por Bangham e seus colaboradores, que descreveram
estruturas vesiculares organizadas em bicamadas originadas por
fosfolipideos em solugdes aquosas.'* Apds estudos iniciais com LPs,
percebeu-se que estes nanocarreadores poderiam se encaixar no
conceito proposto por Paul Ehrlich conhecido por “Bala Mégica” ou
do inglés “Magic Bullet”, conceito descrito em um artigo publicado
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pela Quimica Nova em 2002 intitulado “Lipossomas: a bala mdgica
acertou?”.**De acordo com Ehrlich, deveriam haver compostos, e
aqui extrapolamos para nanoestruturas, capazes de atingir o alvo
biol6gico sem causar danos ao organismo. Quase 30 anos apds estes
estudos preliminares, em 1995, a primeira formulagao lipossomal,
Doxil®, foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA)
para o tratamento do sarcoma de Kaposi associado a Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). Atualmente, estima-se que 14
novos sistemas de LP foram aprovados e cerca de 21 encontram-se
em ensaios clinicos.” No entanto, a instabilidade fisico-quimica é
a principal desvantagem inerente a este NC devido a sua natureza
lipidica, o que em geral ndo ocorre com os PL em razdo da estrutura
polimérica, que é fisico-quimicamente mais estdvel. Portanto, estes
sistemas vém sendo empregados recentemente em diversas aborda-
gens de estudos para drug delivery.'>1¢

Os conceitos envolvendo os PL abrangem desde a compreensdo
daestrutura e propriedades dos copolimeros anfifilicos que constituem
tais NC, passando pelos métodos de produgdo e caracterizacdo das
vesiculas, bem como as principais aplicacdes. Neste artigo, descre-
vemos os principais aspectos relacionados a estes topicos. Cabe res-
saltar que ndo existe ainda na literatura artigos em lingua portuguesa
introduzindo o conceito de polimerossomos e suas potencialidades
no campo farmacéutico.

Além disso, consideramos importante a divulgagcdo de temas
na drea de nanotecnologia farmacéutica assim como fizeram antes
pesquisadores brasileiros, como por exemplo Schaffazick e colabora-
dores,!” ao detalharem os aspectos sobre a formagio e caracterizacdo
das nanoparticulas, Oliveira e colaboradores'® em 2004, quando
explanaram os principais aspectos da estrutura de microemulsdes e
Durén e colaboradores," que descreveram didaticamente a tecnologia
de produgio de nanocristais de farmacos.

LIPOSSOMOS VERSUS POLIMEROSSOMOS

Diante da analogia entre LP e PL, surge o questionamento sobre
as diferencas, vantagens e desvantagens de um em relagao ao outro.
A relevancia dos LP (Figura 1) dentro da nanotecnologia € indiscu-
tivel, sdo varias aplicagdes na drea farmacéutica que incluem desde
liberagdo de ativos cosméticos até farmacos anticancerigenos.?*?!
Porém, as pesquisas com PL vém ganhando espago nas nanociéncias,
j& que sdo sistemas mais estdveis fisicoquimicamente e mais resis-
tentes mecanicamente em relagdo as vesiculas lipidicas em razdo das
propriedades quimicas dos polimeros que os constituem.>
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Figura 1. 1) Estrutura dos lipossomos constituidos por fosfolipideos. 2) Bicamadas lipidicas. 3) Lipossomos com modifica¢oes na superficie (peguilados, com
carga e com anticorpos) 4) Tipos de lipossomos de acordo com o niimero de camadas

A composi¢@o dos LP consiste geralmente de fosfolipideos e
esterdis; estes componentes, juntamente com o método de produgdo,
determinam as propriedades fisicoquimicas destes NC.?* Algumas
caracteristicas dos LP como taxa de encapsulacgdo, estabilidade da
membrana e degradagdo sao dificeis de controlar e estes sistemas
apresentam baixa versatilidade quimica.”? Uma outra desvantagem
deste sistema diz respeito ao processo de esterilizagdo necessario as
formulagdes de uso intravenoso, que € limitado devido a susceptibi-
lidade dos fosfolipideos a degradac@o fisico-quimica.*

A maior parte das pesquisas recentes com LP para drug deli-
very refere-se a sistemas compostos por vesiculas unilamelares de
50-150 nm. Essa faixa de tamanho reflete um balanco entre eficién-
cia de encapsulagdo (aumenta quanto maior o agregado formado),
estabilidade dos LP (diminui para tamanhos superiores a faixa
6tima de 80-200 nm) e habilidade em extravasar o sistema vascular
(diminui com o aumento do tamanho). A espessura da membrana €
de aproximadamente 4 nm. LP podem apresentar uma camada de po-
lietielnoglicol (PEG) covalentemente ligada a superficie para evitar o
reconhecimento pelos macréfagos. Nesses casos sdo denominados de
LP peguilados ou furtivos. Além de PEG, podem também apresentar
em sua superficie ligantes com fungdes definidas, por exemplo para
reconhecimento do alvo.

A natureza lipidica torna os LP suscetiveis a processos de degra-
dagdo como peroxidagao lipidica, hidrdlise, além da probabilidade de
transicdo de fase (7.), que é um importante parametro a ser avaliado
para estes carreadores, jd que se trata de um parametro que indica
mudangas no estado fisico da bicamada lipidica, que pode passar
de uma conformacio ordenada de gel para um estado desordenado
liquido-cristalino em resposta 2 mudangas de temperatura.* Esta
propriedade influencia na permeabilidade, fusdo, agregac@o e ligacdo
a proteinas. A incorporacdo de alguns lipideos fluidos na bicamada
de lipossomos pode diminuir a 7, aumentando sua fluidez.*

Para os PL, a instabilidade relacionada aos fendmenos de degrada-
¢do fisico-quimica ou mesmo mecanica diminui em razao das proprie-
dades dos copolimeros anfifilicos que compde estes NC. Copolimeros
anfifilicos sdo compostos de duas ou mais cadeias homopoliméricas
distintas, covalentemente ligadas em um ou mais pontos de jungao que
se auto-organizam em diferentes morfologias, incluindo micelas ou

vesiculas poliméricas, quando em contato com solventes, dependendo
das condicOes externas como temperatura, agitacdo e pH.?"? Para
aumentar a resisténcia de LPs ao trato gastrointestinal, por sua vez,
eles podem ser modificados através da incorporagdo de sais biliares
ou pelo desenvolvimento de LPs multilamelares.*

A estabilidade mecanica dos PL € determinada em razio da es-
pessura da bicamada e, portanto, estes sistemas séio geralmente mais
rigidos do que os LP. Os PL possuem membranas mais espessas (2-20
nm) do que os LP (3-5 nm), assim tém a vantagem de tenacidade
superior e cinética de liberacdo mais lenta.”” A baixa massa mole-
cular dos lipideos confere fluidez na bicamada dos LP,*! enquanto
que a espessura da membrana de PL pode ser controlada pela massa
molecular dos copolimeros. Quanto maior a massa molecular dos
copolimeros mais forte € a interagdo entre esses na bicamada formada,
resultando em PL com membranas mais espessas e mais resistentes.”
Consequentemente, os PL apresentam elevada estabilidade mecanica,
comportamento eldstico e viscosidade de membrana elevada.’!

As semelhangas entre LP e PL referem-se principalmente & morfo-
logia vesicular, bem como aos métodos de producio, especialmente o
de hidratacdo do filme, que serd discutido adiante. Ambas as estruturas
sdo baseadas em principios termodindmicos semelhantes, que impli-
cam na formacao espontanea de vesiculas em razdo das caracteristicas
anfifilicas dos componentes bdsicos (lipideos ou copolimeros).*

COPOLIMEROS ANFIFILICOS

Copolimeros anfifilicos (CA) sdo andlogos macromoleculares de
tensoativos e lipideos, os quais contém duas ou mais sequéncias de ho-
mopolimeros quimicamente distintas quanto a polaridade e unidas por
ligacdo covalente.**3* As sequéncias de homopolimeros sio chamadas
de blocos, por isso esses copolimeros sdo denominados copolimeros
dibloco (AB), tribloco (ABA) ou até multibloco, dependendo da
quantidade de cadeias de homopolimeros. Assim, sdo capazes formar
estruturas versdteis que podem encapsular farmacos hidrofilicos e/
ou hidrofébicos. Mais de 20 morfologias ja foram identificadas a
partir da auto-agregacdo de CA, as quais sdo termodinamicamente
induzidas e/ou cineticamente controladas, destacando-se as micelas
e vesiculas, que serdo discutidas no préximo tépico.’> Sdo exemplos
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de copolimeros anfifilicos os copolimeros de poli(6xido de etileno)-
poli(6xido de propileno)-poli(6xido de etileno), PEO-PPO-PEO;
poli(éxido de etileno)-poli(4cido latico), PEO-PLA e poli(6xido de
etileno)-policaprolactona (PEO-PCL).

A auto-agregacdo dos copolimeros anfifilicos depende primor-
dialmente de trés pardmetros: a massa molecular média (Mw), a
massa ou fragdo de volume de cada bloco (f) e a energia efetiva de
interacdo entre as moléculas de copolimero.* As propriedades fisicas
dos PL estdo diretamente relacionadas a espessura da membrana,
a qual por sua vez depende da massa molecular dos copolimeros;
copolimeros anfifilicos de massa molecular mais elevada resultam
em PL de membrana mais espessa, robusta e estidvel.’’” A espessura
da membrana dos PL implica diretamente nas seguintes propriedades
destes sistemas: taxa de alongamento (Ka), drea critica de tensdo
(01,), tensdo de lise ({c) potencial de quebra (Vc), flexibilidade (Kb),
difusibilidade lateral (D).?

CAs sintéticos podem apresentar considerdvel polidispersdo,
ou seja, podem conter cadeias de homopolimeros de comprimentos
diferentes e, assim, a massa molecular ndo apresenta um tinico valor.
Os polimeros existem como uma distribui¢do de comprimentos de
cadeia e massas moleculares. Nesse sentido, a Mw deve ser descrita
como a soma da média das massas moleculares calculadas para todas
as cadeias. Além da Mw, a massa molecular média em nimero, do
inglés average molecular weight (Mn), e indice de polidispersdo (PDI)
devem ser analisados na escolha dos copolimeros.?’

Os CAs podem ainda ser constituidos de um bloco flexivel (coil)
e outro rigido (rod), o qual possui capacidade limitada de esticar e se
empacotar durante o processo de auto-organizacao; esta conformagao
resulta da w-conjugagdo ao longo da cadeia do CA (Figura 2). Dessa
maneira, sio classificados em copolimeros coil-coil ou rod-coil
(Figura 2).%® CA do tipo rod-coil formam estruturas supramolecula-
res com dimensdes na escala nanométrica, que nio sdo comuns em
microfases formadas por copolimeros flexiveis como fases cristalinas
termotrdpica e liotrépicas. Na verdade, o bloco rod ndo tem a mesma
entropia conformacional do bloco coil, o que restringe a habilidade
para esticar e se auto-organizar. Exemplos de copolimeros rod-coil sdo
estruturas de cadeia inflexivel advindas de conjugagdo 1 (polimeros
semicondutores), estruturas secundarias helicoidais (biomoléculas) ou
grupos aromadticos; todos levam a adocdo de conformagdes estendida
e com cadeia rigida.*

Copolimero Rod-Coil

Copolimero Coil-Coil

Figura 2. Copolimeros anfifilicos coil-coil e rod-coil. Blocos flexiveis repre-
sentados em linha e bloco rigido representado em cilindro. Blocos hidrofilicos
representados em azul e blocos hidrofébicos representados em cinza/preto

MECANISMOS DE FORMACAO DOS
POLIMEROSSOMOS

Os estudos envolvendo o processo de formagdo dos PL sdo
recentes. Em 1994 sugeriu-se a formagdo de estruturas vesiculares
poliméricas e em 1995 foi descrita a formagao de vesiculas poliméri-
cas a partir de CA.!"'“! Desde 1999, Dennis Discher tem um sido um
dos principais cientistas a estudar os PL. Além de ter descrito pela
primeira vez as vesiculas com tal nomenclatura, Discher também
relatou diversas informagdes sobre organizagdo conformacional,
produgdo e aplicacdo destas nanoestruturas.

Dois mecanismos tém sido citados para explicar a formagdo dos
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PL: um baseado no crescimento de micelas em bicamadas que se
auto-organizam em vesiculas e outro também embasado no cresci-
mento de micelas, entretanto, acrescentando o efeito de difusdo de
solvente para o interior das micelas e posteriormente a formagao das
vesiculas.*? Desse modo, tem sido aceito que as micelas esféricas, que
s@o nucleos esféricos rodeados por uma corona polimérica, seriam
os auto-agregados dos quais se formariam os demais tipos.*® A partir
de 2005, um grupo liderado por Giuseppe Battaglia vem realizando
amplos estudos na temdtica, nos quais descreve que CA em concentra-
¢Oes mais elevadas se auto-organizam em cristais liquidos liotrépicos
e a transi¢do da fase liotropica para estruturas isotropicas ocorre,
por exemplo, com a passagem das lamelas em pilhas para estruturas
fechadas (vesiculas) com aumento da fase aquosa.*

Durante um periodo de tempo, o fendmeno de auto-agregacio de
moléculas anfifilicas foi ponto de discérdia entre cientistas da drea
fisico-quimica, que aceitavam que forgas fisicas e a minimizacdo
de energia livre no sistema levavam a agregacio, e aqueles da drea
bioldgica, que consideravam que a geometria das moléculas resulta-
ria no processo de auto-agregagio.** Atualmente, aceita-se que esse
conjunto de proposi¢des se completam e explicam a auto-agregagao.
Como ja mencionado, copolimeros anfifilicos se auto-agregam em
meio aquoso dependendo da relag@o entre as massas moleculares
dos blocos hidrofilico e hidrofébico e da concentrag@o de agregacao
critica (CAC). Esse processo ocorre em razdo do efeito hidrofébico
que demanda minimizacdo da energia livre das moléculas de agua
proximo a superficies néo polares bem como da solvatacdo das “ca-
begas hidrofilicas” do copolimero (forcas de hidratag@o), podendo
resultar em diversas morfologias. A quantidade critica de 4gua para
o inicio da agregacdo depende dos seguintes fatores: (1) concentra-
¢do de polimero, (2) temperatura, (3) composicio de copolimero
(estrutura quimica, propor¢do e massa molecular de cada bloco de
homopolimero) e (5) propriedades do solvente.*

A morfofologia resultante da auto agregacio desses polimeros
pode ser deduzida a partir do parametro critico de empacotamento ou
critical packing parameter (p) descrito na equagdo 1. Este conceito foi
introduzido para moléculas anfifilicas em 1975 por Israellachvilli.®

p=— (1)

a,+1,

em que: v € o volume da cadeia hidrofébica, a,€ a drea da secdo
transversal da cabega polar do copolimero e /. ¢ o comprimento da
cadeia hidrofébica. E importante ressaltar que na época de divulgago
deste conceito ndo havia conotag¢des para nanoestruturas do tipo PL.*

A Tabela 1 traz a classificaco tedrica dos sistemas formados de
acordo com o valor de p.

Tabela 1. Classificacdo tedrica dos sistemas formados a partir do critical
packing parameter (p)

Critical packing parameter Estruturas formadas

p<1/3 Micelas esféricas

13<p<? Micelas cilindricas
12<p<1 Lamelas flexiveis e vesiculas poliméricas

p=I Lamelas planares

Para copolimeros com porcdo hidrofilica formada por PEG,
pode-se ainda inferir o tipo de agregado formado a partir do para-
metro f (0 <f< 1), que representa a fragdo de volume hidrofilico do
copolimero e o qual pode ser convertido em porcentagem, a partir
dos valores de massa das fragdes, usando o valor da densidade dos
homopolimeros (Tabela 2).* A Figura 3 apresenta uma ilustracdo
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destes dois pardmetros que interferem na geometria das nanoestru-
turas e estdo intimamente ligados.

Tabela 2. Classificacdo tedrica dos sistemas formados a partir do valor da
fracdo do volume hidrofilico ( f)

Fragdo hidrofilica (f) % Estruturas poliméricas formadas
40<f<25 Vesiculas
50 <f<40 Micelas cilindricas
f>50 Micelas esféricas

Do ponto de vista termodindmico, a formagdo das micelas e
vesiculas € determinada pela energia livre do sistema, expressa pela
equagdo 2:

AG = AH — TAS )

em que AG, AH e AS sdo, respectivamente, as variagdes de energia
livre de Gibbs, entalpia e entropia no processo de auto-agregacio;
T € a temperatura.

A contribui¢do entdlpica advém do balango das interagdes intra
e inter moleculares entre o solvente e as moléculas de copolimero,
incluindo interagdes de van der Waals e ligacGes de hidrogénio. O ga-
nho entrdépico advém da libera¢do das moléculas de dgua inicialmente
estruturadas na vizinhanga dos grupos hidrofébicos do copolimero.*
Neste sentido, o pardmetro de segregacdo XN expressa o grau de
segregacdo entre os segmentos hidrofilicos(a) e hidrofébicos(b) do
copolimero, x refere-se a interacio entre os diferentes blocos deno-
minada de interagdo Flory-Huggins e N ao grau de polimerizagio
(N =N,+ N,). Um limite amplo de yN resulta em energia interfacial
maior e menor perda da entropia, consequentemente, 0s segmentos
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estdo altamente segregados. Na presencga de um solvente seletivo para
um dos blocos, a separacdo dos CA em uma microfase deve considerar
também a interac@o de cada um dos seguimentos com tal solvente.*?

METODOS DE PREPARO

Os principais métodos de preparo de PL incluem auto-agregacio
por simples dissolugdo, hidratagdo de um filme polimérico fino, troca
de solvente ou co-solvente (solvent-switching) com precipitagdo do
copolimero e dupla emulsificagdo com evaporacdo do solvente.*’#8 A
formacdo espontinea de PL ¢ relatada por alguns autores em certas
condicdes, por exemplo, alguns copolimeros sio soliveis em deter-
minadas faixas de pH.* No entanto, no geral sdo necessdrias etapas
que fornecam energia ao sistema.>

O método da hidratagdo do filme consiste na hidratacdo sob
agitacdo vigorosa de um filme polimérico fino formado a partir da
lenta evaporagdo de um solvente organico no qual o copolimero esta
dissolvido.’! Pode-se, ainda, empregar outras técnicas como agita-
¢do por ultrassom (sonicacio), ciclo de resfriamento e aquecimento
ou extrusdo, visando reduzir o tamanho das vesiculas e diminuir a
polidispersdo.”

A sonicacdo € feita em banho de ultrassom e a extrusdo com os
mesmos extrusores utilizados para LPs, com passagens sequenciais por
membranas de policarbonato com poros de tamanho decrescente. A
sonicagdo gera energia por meio do fendmeno da cavitagdo, que con-
siste na expansdo e contracdo de bolhas de gds em um liquido exposto
a ondas acusticas de pressdo com (cavitagdo com colapso) ou sem
(cavitagdo estdvel) ruptura das bolhas. A modifica¢do de tamanho de
vesiculas poliméricas pode ser explicada pelo mesmo fendmeno descri-
to para vesiculas lipidicas, o qual se sustenta no fato de que a oscilagio
das bolhas cria uma pressio local resultando na quebra das vesiculas
maiores em fragmentos que se reorganizam em vesiculas menores.> A

Copolimero anfifilicos

U el

Copolimero dibloco

fracao hidrofilica

fracdo hidrofobica

fragao hidrofilica

==

fracao hidrofébica

%

A auto-agregacgao

=

micelas poliméricas

A auto-agregacao
preferencialmente em
polimerossomos

VW2 e (2B

Copolimero tribloco

%

Figura 3. Representagdo esquemdtica da organizag¢do geométrica de PL para um copolimero dibloco. De acordo com os tamanhos e proporgoes dos blocos

hidrofilico e hidrofobico, expressos matematicamente pela fracdo hidrofilica (f) ou pelo critical packing parameter (p), ocorre a agregacdo preferencialmente

em micelas ou vesiculas poliméricas (polimerossomos)
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extrusdo também leva a diminui¢do de tamanho por promover a ruptura
das vesiculas quando forcadas através da membrana com tamanho de
poro definido e reorganizagdo em PL com tamanho menor.

Liu e colaboradores™ descreveram PL biodegraddveis formados a
partir de copolimero tribloco de polietilenoglicol-B-policaprolactona-
B-poli(2-dimetilaminoetilmetacrilato), obtidos pelo método de hidrata-
¢do do filme. O copolimero foi dissolvido em cloroférmio e a remogao
do solvente foi feita lentamente com aplicagdo de vacuo por trés a seis
horas. A hidratacé@o do filme foi feita com solucdo tampdo contendo
proteinas, seguida de sonicagio por trés minutos e agitacdo por 12 horas
a 60 °C. De modo semelhante ao protocolo anterior, Ahmed e Discher*
elaboraram PL empregando copolimero de polietilenoglicol-poli(acido
lactico) (PEG-PLA) e polietilenoglicol-policaprolactona (PEG-PCL)
para encapsular doxorrubicina. O método resultou em formagdo das
vesiculas com alto grau de polidispersdo, uma vez que ndo foram
realizadas etapas de sonicagdo e extrusdo. Algumas varidveis devem
ser consideradas para aplica¢do deste método: volume da solugdo de
hidratagdo, temperatura durante o processo de hidratagio, velocidade
e tempo de agitacdo. E relatado que hidratacdo sem agitacio aumenta
a polidispersdo, resultando em ampla distribui¢do de tamanho das
vesiculas. A hidratacio sob agitacdo vigorosa, por sua vez, reduz o
tamanho das vesiculas formadas.”> Apesar de amplamente descrito
na literatura, esse método apresenta desvantagens como a tendéncia
em formar sistemas polidispersos, a utilizagdo de longos periodos de
tempo durante a hidratagdo para obtengdo das vesiculas, bem como a
necessidade de métodos para diminui¢do do tamanho das vesiculas,
como por exemplo, extrusao da amostra final.*

O método da troca do solvente consiste em inicialmente dissolver
os CA em um solvente organico e, em seguida, adicionar lentamente
uma fase aquosa (ou injetar a fase organica em uma fase aquosa),
levando a precipitagdo das vesiculas. Por isso, pode ser denominado
também de nanoprecipita¢do. Posteriormente € realizada e remogao
do solvente por técnicas de didlise ou evaporagdo.’’ Este método
foi empregado por Lee e colaboradores® para elaboracdo de PL de
PEG-PLA, o copolimero foi dissolvido em cloroférmio e adicionado
em dgua com posterior agitacdo em vortex. Em seguida, o solvente
foi removido por agitagdo magnética. Marsden e colaboradores® des-
creveram o preparo de PL seguindo a mesma técnica para diferentes
copolimeros e empregando tetrahidrofurano (THF) como solvente.
Neste trabalho, a evaporacdo do solvente ocorreu sob vicuo em
evaporador rotativo.

A técnica da dupla emulsificagio € descrita como uma possibilidade
para obtencdo de PL menos polidispersos. Nesse método, sdo formadas
emulsdes do tipo dgua-em-6leo-em-dgua, sendo que os copolimeros
dissolvidos na fase oleosa se auto-organizam em PL ap6s evaporacdo da
fase organica.®” Na obten¢ao de PL por dupla emulsificacdo podem ser
usados dispositivos microfluidicos, os quais permitem a manipulagio
precisa de microfluxos em microcanais para gerar goticulas de emulsao
uniformes com controle de tamanho das estruturas.®'¢>

Um método alternativo, a eletroporagdo, vem sendo utilizado para
a encapsulacdo de biomoléculas em PL pré-formados. Esta consiste
na aplica¢@o de um campo elétrico que abre temporariamente poros
nanométricos na membrana da vesicula permitindo a passagem das
moléculas que se deseja encapsular. A abertura dos poros depende
do tamanho das vesiculas, voltagem aplicada, nimero, duragdo e
frequéncia dos pulsos.®* Alguns trabalhos relatam sucesso no emprego
desta técnica para encapsulac¢do de biomoléculas como proteinas.®

PRINCIPAIS TECNICAS DE CARACTERIZACAO
Uma extensa revisdo recentemente publicada elencou dezessete

técnicas para caracterizagdo de PL em meio aquoso, com intuito
de descrever tamanho, lamelaridade, propriedades eldsticas, carga,
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espessura da bicamada e polaridade. O mesmo trabalho divide as
técnicas em cinco grupos: técnicas de espalhamento, métodos visu-
ais, manipulacdo fisica e eletromagnética, ensaios de purificacdo e
ferramentas de simulacdo.®

O tamanho fornecido pela técnica de espalhamento de luz
dindmico (do inglés dynamic light scattering, DLS) baseia-se no
espalhamento da luz incidente a partir de um laser a uma intensida-
de induzida pelo movimento Browniano das particulas em solugdo,
fornecendo o raio ou diametro hidrodindmico a partir da equagio
de Stokes-Einstein, e assim deve ser correlacionado com andlises
microscépicas.®® Resultados de DLS podem sugerir agregacdo dos
sistemas ou indicar mudangas nos tamanhos dos sistemas mediante
alteragdes de condigdes experimentais.®’¢

D, = kT 3)
6mnR,

em que: D; € o coeficiente de difusdo, k, € a constant de Boltzmann
(1,38064852 x 102 J/K), T a temperatura, 1 a viscosidade do solvente
e R, € o raio hidrodinamico.

A microscopia eletronica de varredura (MEV), a microscopia
eletronica de transmissido (MET) e a criomicroscopia de transmissao
(Crio-MET) sdo técnicas amplamente empregadas para visualizacdo
dos PL, sendo que a primeira permite observar a forma e as outras
duas sdo mais precisas no que diz respeito a demonstracdo dos tipos de
estruturas formadas permitindo avaliar a bicamada polimérica.”%J4 a
microscopia confocal (MCF), uma vez que se trata de uma técnica de
microscopia Optica, requer a producio de vesiculas grandes (micromé-
tricas), do inglés, giant vesicles (sem técnicas de extrusdo e sonicacio).
Nessa técnica sdo empregados marcadores fluorescentes como nile red,
isotiocianato de fluoresceina (acumulam-se na membrana) e rodamina-
-B (acumula-se no interior aquoso) para visualizagio das vesiculas.®"
A microscopia de fluorescéncia também necessita de marcador fluo-
rescente nas vesiculas e permite estudar processos dindmicos como
difuso.® A microscopia de forca atdmica (MFA) pode ser usada para
avaliar caracteristicas mecanicas da bicamada dos PL"' como fizeram
Chen e coloaboradores que, por meio de MFA, avaliaram a rigidez de
membranas de poliestireno-b-poli(acido)acrilico.”™

Assim como para outros NC, a taxa de encapsulacdo pode ser
calculada diretamente nos sistemas apos tratamentos que desagregam
os PL ou indiretamente no sobrenadante apds centrifugacdo dessas
nanoestruturas. No primeiro caso sdo empregados tensoativos ou
solventes orgdnicos que permitem a dissolucio do polimero e, assim,
liberagdo do farmaco encapsulado para quantificacdo direta.” Ja no
segundo caso, quantifica-se o farmaco ndo-encapsulado no sobrena-
dante e, por diferenca, estima-se a porcentagem que foi encapsulada.

A andlise do potencial zeta (PZ) na maioria das vezes € compa-
rativa para avaliacdo dos sistemas apés encapsulagido do farmaco.™
Como o valor de potencial zeta estd relacionado com a carga do po-
limero, PL formados por copolimeros anfifilicos contendo poliéxido
de etileno como porgdo polar apresentam valores de potencial zeta
proximos a zero e a estabilizagdo dos PL ocorre por efeito estérico.

Outra técnica que pode ser aplicada € o espalhamento de raio-X a
baixo angulo (do inglés, Small angle X-ray scattering, SAXS), técnica
em que o espalhamento de raios-X € realizado em uma estreita faixa
de angulo (0,1-10°) que fornece informacdes quanto a espessura e
estrutura interna das vesiculas.”

APLICACOES E INOVACOES
As aplicacdes dos PL em geral sdao semelhantes as ja conhecidas

para os lipossomos.” A Tabela 3 lista algumas aplicagdes de diferentes
sistemas de PL. Como j4 citado antes, a estrutura polimérica faz com



Vol. 40, No. 7

que apresentem propriedades que os tornam menos susceptiveis a
rdpida degradag@o no organismo e menos imunogénicos.

Inovagdes na estrutura dos PL refletem uma evolugdo na ideia
original destes NC como sistemas de armazenamento estdvel de um
farmaco em razdo da natureza polimérica da membrana e abrem
vertentes para conceitud-los também como “sistemas inteligentes”
de liberacdo de farmacos, especialmente em razio das dificuldades
ja relatadas para liberacdo.® Assim, auto-agregados supramole-
culares podem responder a estimulos externos (por exemplo, pH,
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temperatura, campos magnéticos, luz, processos redox).” Na Tabela
4 sdo apresentadas as modificagdes mais comuns em PL de maneira
a funcionalizd-los. Outra modificaciio pode ser na morfologia das
vesiculas, uma vez que a forma final dos PL € resultado de for¢as que
controlam a membrana. Um exemplo de modificagdo morfoldgica
refere-se ao desenvolvimento de sistemas tubulares com morfologia
cilindrica alongada, os quais penetrariam mais facilmente no am-
biente intracelular. Para isto, fosfolipideos e colesterol poderiam ser
incorporados na composigao dos PL.%!

Tabela 3. Aplicacoes para polimerossomos obtidos a partir de diferentes copolimeros e técnicas

Copolimero Técnica Aplicacdo Caracterizacdo das vesiculas ~ Referéncia
code . . . ~ Permeacio da barreira hematoen-
Poli(dimetilsiloxano)-b-poli(2-metil-2- Hidratacdo d? filme e cefilica por vesiculas poliméri- MEV e DLS 77
oxazolona) extrusao R .
cas conjugadas com anticorpos
Poli(6xido de etileno)-poli(2-
dimetilamino metacrilato de etila) Formacao espontinea com
modlﬁcad(? com [.)reseng:a do ajuste d © pH. par~a7,8 czm Liberagao intracelular de pro- MCE, DLS. Além de PZ para
grupamento cisteamina que torna o posterior agitagdo a 37°C P L 49
. PP ~ L tefnas determinagdo da carga
bloco soliivel em meio fisiolégico mas  para formacio de ligagdes
capaz de formar polimerossomos dissulfidicas
acima do pH 7,8
Poll(oxndo de etllfeno):b- Formagio espontinea Liberacdo 1ntrficelular de pro- MET e MCF 78
poli(carbonato de trimetileno ) teinas
. Monometo'x i-poli(éxido de - Permeacao da transferrina pela Crio-MEV, DLS e
etileno)-b-poli(e-caprolactona) e Nanoprecipitacdo ; o . 74
P . o barreira hematoencefdlica potencial zeta
Poli(etilenoglicol)maleimide
Poli(éxido de etileno)-b-poli(s-ca- . - . . .
prolactona)-b-poli(2-dietilaminoetil | 119rata¢do do filme com Liberagdo intracelular de pro- DLS e MCF 54
. sonicacao tefnas
metacrilato)
POlll:ngilc(i)(; ((llfI:st::eeg;)s)(-)S(;S_()ll)lf)r::e(:‘(c)ldo Troca de solvente seguida Liberagio de gencitabima e
. . p . g doxurribicina em células cance- DLS, MET e MFA 79
foi conjugado com cloridrato de de sonicacdo .
. . rigenas
cistamina)
Poll(trlmet}lgno-carl:on.ato)-b-poll(L- Nanoprecipitagio Liberacao 1ntra.ce.1ular da doxur- DLS e PZ 80
acido glutamico) rubicina
Encapsulacdo de farmaco
[ . [P anticancerigeno hidrofébico
Poli(6xido de .e tileno)-b-poli(lisina)-b- Nanoprecipitagdo (camptocina) e hidrofilico (do- DLS e MET 81
policaprolactona .. .
xurrubicina) no mesmo sistema
de liberacdo intracelular
Poli(2-metacriloiloxi(etilfosforilco- Liberacao intracelular da doxor-
lina)-co-poli(2-(diisopropilamino) Hidratacido do filme rubicina e nuclear em células do DLS e MET 82
etilmetacrilato tipo melanoma
Poh(oxndo’de: etlleno).-pf)l.l-(D,L-aCIdo Nanoprecipitacio Permeagz,ic') da barreira hgmatoen— Crio-MET ¢ PZ 33
lactico-co-glicélico) cefdlica da lactoferrina
Glicopolipetideo-b-Poli(6xido de o Encapsulagdo simultanea de DLS, SLS, MFA,
. Nanoprecipitacdo modelos de farmacos hidrofilico . 84
etileno) R P Crio-MEV e MET
¢ hidrofébico
coa. . . - Liberacao direcionada para célu-
POh(O}.“do de etileno)-b- Hidratagdo do filme e troca las tumorais com reconhecimento Crio-MET, DLS e PZ 85
poli(caprolactona) de solvente . .
de biomarcadores por anticorpos
Poli-(2-metil oxazolina)- Nanorreator para encapsulagdo
poli(dimetilsiloxano)-poli(2-metil Reidratacdo do filme p B psulac DLS e MET 86
. de proteina
oxazolina)
e
poli(dimetilsiloxano)-poli(2-metil Dissolucdo direta . d ~ DLS e MET 87
. peroxissomo com encapsulagio
oxazolina) .
de duas enzimas
Poli (carbonato de trimetileno)-b- L A~p11cagao teranostica na oE)ter.l— DLS, SLS, MFA. MET,
Nanoprecipitacdo ¢do de imagens em ressonancia 88

poli(acido L-glutimico)

magnética nuclear

Crio-MET
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Tabela 4. Modifica¢des que podem ser aplicadas aos polimerossomos para funcionalizd-los
Tipo Modificagdo Aplicacao Referéncia
Bioredutivel Introdugdo de agentes crosslinking contendo pontes dis-  Liberac@o intracelular de formacos 81
sulfeto, as quais sio reduzidas na presenga de glutationa
que estd presente em excesso no interior celular em
relagdo ao ambiente externo.
pH-Responsivos Introducdo de ligantes sensiveis ao pH Liberacdo em regides com baixo pH como tumores 91
tecidos inflamados, lisossomos
Responsivos a enzimas Substratos responsivos a enzimas sdo ligados covalente-  Liberag@o na presenca de enzimas liberadas, por exem- 92
mente aos polimeros que formardo os polimerossomos  plo, no processo inflamatério ou por tecidos tumorais
Fotossensiveis Grupamentos croméforos sdo ligados ao copolimero Terapia fotodindmica 93
Termorresponsivos Polimeros com transi¢do de fases em temperaturas  Liberagdo em células tumorais e tecidos inflamados, 94
desejadas os quais que apresentam diferenca de temperatura em
relagdo a células/tecidos sauddveis
Alvo-especificos Ancorag@o de grupamentos que reconhecerdo o alvo,  Liberacdo sitio-dirigida com captagdo celular 95

como aptameros por exemplo

CONSIDERACOES FINAIS

Desde que o conceito de “bala mdgica” de Paul Ehrlich foi
extrapolado para drug delivery com os lipossomos, descritos ini-
cialmente nos anos 60, podemos dizer que esta ideia ndo parou de
evoluir, especialmente no campo da nanobiotecnologia. Atualmente,
o conceito pode ser aplicado aos polimerossomos, nanoestruturas
que reunem todas as vantagens do sistema vesicular com nicleo
aquoso e bicamada de cardter apolar caracteristico dos lipossomos,
mas apresentam vantagens de nanoparticulas poliméricas, especial-
mente no que diz respeito a robustez. Desde a publicacdo inicial

do termo polimerossomo e sua descri¢do como nanocarreador no 11.
final dos anos 90 até hoje, o préprio conceito de auto-organizagdo 12.
ou self-assembly de compostos anfifilicos, que € a base tedrica da
formacdo destas vesiculas, vem sendo expandido. Novos estudos 13
vém sendo realizados em relacdo a elaborag¢@o de polimerossomos,
com foco nas caracteristicas dos copolimeros como sensibilidade 14.
a certas faixas de temperatura e/ou pH que podem determinar a 15.
auto-agregacdo e variagdes nas técnicas de produgdo que permitem
otimizar este processo. A variedade de copolimeros com diferentes
caracteristicas, capazes de direcionar farmacos para alvos especificos 16
e controlar a velocidade de liberacdo e degradagdo, o aumento da
meia vida dos farmacos encapsulados em razao da furtividade tipica 17.
de certos materiais poliméricos, a possibilidade de terapia combinada
com farmacos hidrofilicos no interior aquoso e farmacos hidrofébicos 18.
na membrana, além de todas as outras vantagens de transportadores
em escala nanométrica, tornam os polimerossomos uma abordagem 19
atual e inteligente para drug delivery.
20.
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