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RESUMO

A terapéutica do cancer permanece como um desafio de saude publica global. Nas ultimas
décadas, poucas terapias incorporadas nos protocolos de tratamento inovaram de modo a se
estabelecer na pratica clinica, fazendo com que as abordagens padrdo continuem sendo
quimioterapia convencional, radioterapia e remocdo cirdrgica. Avancos no campo da
Nanotecnologia vém possibilitando a manipulacdo da matéria a nivel atbmico e o estudo de
interacdes na interface nano-bioldgica, permitindo desenvolver materiais com aplicacdo ao
tratamento e diagndstico da doenca. Quando ambas propriedades sdo conciliadas em uma Gnica
preparacdo, pode-se denomind-la teranostico. Nanocapsulas poliméricas sdo estruturas de
dimensdes nanométricas com nucleo oleoso envolto por matriz polimérica que possibilitam
veicular farmacos e agentes de imagem, podendo ter propriedades teranosticas. O uso dessa
classe de nanoparticulas em terapias inovadoras, como a terapia fotodindmica, vém sendo
amplamente explorado a nivel de pesquisa académica. Terapia fotodindmica trata-se da
combinacgéo de trés elementos para gerar toxicidade em celulas alvo: agente fotossensitizador,
luz em comprimento de onda adequado e moléculas de oxigénio dissolvidas no meio celular.
Um fator central para a efetividade dessa terapia € o direcionamento ativo das cargas de
fotossensitizador para o ambiente intracelular, sendo desafiador o desenvolvimento de uma
formulacdo que apresente, para além da propriedade terandstica, biocompatibilidade e alta
afinidade por células tumorais. Um dos meios explorados para induzir essa afinidade € a
conjugacdo das nanoestruturas a ligantes bioativos, como os carboidratos, classe de moléculas
fundamental no metabolismo e manutencdo da bioenergética de tumores. O presente trabalho
teve como objetivo desenvolver e caracterizar no aspecto fisico-quimico nanocapsulas
poliméricas carregadas com fotossensitizador IR-780 e ligante carboidrato ligados
covalentemente ao PLA e avaliar a citotoxicidade frente células de tumor de mama murino 4T1,
com ou sem irradiacdo por laser. A preparacdo das particulas foi adequada, obtendo-se
nanocapsulas de tamanho médio de aproximadamente 133 nanémetros, indice de polidispersao
de 0,151 e potencial zeta proximo de -35 mV. As formulacGes causaram citotoxicidade as
células 4T1, principalmente quando a terapia fotodindmica foi conduzida, com valor minimo
de viabilidade de 65% para a formulacdo NC IR-PLA-LIG 5X apds exposi¢do. Esses resultados
reforcam o potencial das nanocapsulas poliméricas para aplicacBes oncoldgicas e abrem

caminho para o desenvolvimento de novas plataformas para entrega de farmacos.



ABSTRACT

Cancer therapy remains a global public health challenge. In recent decades, few therapies
incorporated into treatment protocols have innovated enough to establish themselves in clinical
practice, meaning that standard approaches remain conventional chemotherapy, radiotherapy,
and surgical removal. Advances in Nanotechnology have enabled the manipulation of matter at
the atomic level and the study of interactions at the nanobiological interface, enabling the
development of materials applicable to the treatment and diagnosis of cancer. When both
properties are combined in a single preparation, it can be termed theranostic. Polymeric
nanocapsules are nanometric structures capable of incorporating theranostic properties due to
their composition of an oily core surrounded by a polymer matrix that enables the delivery of
drugs and imaging agents. The use of this class of nanoparticles in innovative therapies, such
as photodynamic therapy, has been widely explored in academic research. Photodynamic
therapy involves the combination of three elements to generate toxicity in target cells: a
photosensitizing agent, light at an appropriate wavelength, and oxygen molecules dissolved in
the cellular environment. A central factor in the effectiveness of this therapy is the active
targeting of photosensitizing loads to the intracellular environment, making it challenging to
develop a formulation that presents, in addition to theranostic properties, biocompatibility, and
high affinity for tumor cells. One of the means explored to induce this affinity is the conjugation
of nanostructures to bioactive ligands, such as carbohydrates, a class of molecules fundamental
to the metabolism and maintenance of tumor bioenergetics. Thus, this work aimed to develop,
physicochemically characterize and evaluate the cytotoxicity of polymeric nanocapsules,
conjugated to the photosensitizer IR-780 and carbohydrate ligand, against 4T1 murine breast
tumor cells. Cytotoxicity was compared in the absence and presence of laser irradiation. Particle
preparation was adequate, yielding nanocapsules with a mean size of approximately 133
nanometers, a dispersion of 0.151, and a zeta potential close to -35 mV. The formulations
caused cytotoxicity to 4T1 cells, particularly when photodynamic therapy was administered,
with a minimum cell viability value of 65% for the NC-IR-PLA 5X formulation after
irradiation. This study reiterates the potential of polymeric nanoparticles for oncology

applications and paves the way for the development of new drug delivery systems.
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1 INTRODUCAO

Céancer é a denominacdo dada a um conjunto de doencas que se assemelham pela
proliferacdo acelerada e irrestrita de células de tecidos epiteliais (carcinomas) ou tecidos
conjuntivos (sarcoma), que podem evoluir a um tumor e eventualmente se disseminar por
orgdos diversos. A alteracdo na taxa de multiplicacdo das células se inicia quando mutacGes
genéticas ocorrem, alterando a integridade do acido desoxirribonucleico (DNA) e
consequentemente as sinalizaces e funcionamento adequado da maquinaria celular (INCA,
2022). Em 2022, o namero estimado de casos diagnosticados de cancer no mundo foi de 20
milhdes (20.000.000) (Nierengarten, 2024). O cancer de mama contribui expressivamente para
esses nimeros, uma vez que é o tipo de cancer de maior incidéncia entre as mulheres. No Brasil,
para o triénio 2023-2025, estima-se que surgiram cerca de 73.000 novos casos, 0 que equivale
a 66 casos a cada 100.000 mulheres. (INCA, 2023).

Radioterapia e cirurgia sdo 0s principais meios para tratamento de tumores pontuais e
localizados. Por outro lado, a quimioterapia baseada em agentes citotoxicos se destaca no
manejo clinico de canceres disseminados pelo organismo, chamados metastaticos. Dentre as
alternativas mais recentes para esse fim, pode-se também citar: terapia hormonal, terapia com
imunobiolodgicos e a utilizacdo de células portadoras de antigeno quimérico (CAR-T cells). A
cirurgia para remog¢ao de tumores € um procedimento invasivo, além de ndo ser aplicavel em
diversos tipos de cancer. Os antineoplasicos convencionais utilizados na quimioterapia sao
pouco seletivos para as células tumorais, 0 que acarreta em uma elevada citotoxicidade em
células e tecidos saudaveis. Com isso, observa-se morte celular em tecidos e 6rgdos nos quais
ndo ha presenca de tumores e efeitos colaterais agressivos ao paciente em tratamento (Tanaka
etal., 2009).

Estudos em nanotecnologia voltada para a area médica tém apresentado inovagdes com
potencial de uso no diagnostico e tratamento de doengas. Acerca do cancer, os sistemas de
liberacdo controlada de medicamentos tém se mostrado uma ferramenta promissora da
nanotecnologia em aspectos relacionados a qualidade de vida do paciente (Mitchell et al., 2021).

Nanocarreadores biocompativeis desenvolvidos para vetorizacdo de farmacos vém se
consolidando como instrumento na terapéutica do cancer, com alguns ja disponiveis
comercialmente e incorporados a pratica clinica, a exemplo dos lipossomas carreadores de
doxorrubicina (Doxil) e das nanoparticulas associadas a albumina e paclitaxel (Abraxane)

(Gabizon; De Rosales; La-Beck, 2020). Nanocarreadores sdo estruturas de dimensdes
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nanométricas (< 1um) que permitem o direcionamento e liberagdo controlada da substancia que
esta sendo veiculada (Delgado, 2013).

A aplicacdo de nanoparticulas poliméricas associadas a farmacos antitumorais tém
despertado interesse no campo farmacéutico. As propriedades fisico-quimicas que esses
sistemas apresentam favorecem o direcionamento e interacdo com o tecido de interesse. Nesse
contexto, destacam-se as nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NS), ambas formadas por material
polimérico, mas que se diferem pela presenca de um nucleo oleoso no interior das NC (Souto
etal., 2012).

O efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas (EPR) descrito por Matsumura e
Maeda (1986) resulta da presenca de fenestracbes (espacos) entre as células do endotélio
vascular dos neovasos sanguineos (formados de forma desorganizada, denominada
neoangiogénese) sdo mais permeaveis e favorecem a passagem das nanoestruturas do sangue
para 0 espaco extravascular e tumoral. Além disso a drenagem linfatica nesses locais é
prejudicada. Assim, ha uma maior interagdo das nanoparticulas com o tecido tumoral em
comparagdo aos demais tecidos. Esse fendmeno leva ao chamado direcionamento passivo. Ele
é observado em grande parte dos tumores malignos que acometem humanos e tém sido um dos
principios norteadores no desenvolvimento nanosistemas para o tratamento de tumores solidos
(Matsumura; Maeda, 1986).

O perfil peculiar de expressao de receptores de membrana das células tumorais tem sido
explorado como ferramenta para entrega direcionada de farmacos ao tumor, sendo uma
abordagem distinta do direcionamento passivo. Nesse contexto, ligantes sdo ancorados a
superficie das nanoparticulas visando a interacao ligante-receptor com um receptor especifico
expresso na membrana das células do tumor. Esse direcionamento ativo permite aprimorar a
internalizacdo das nanoparticulas e a liberacdo intracelular da carga de farmaco veiculada
(Gabizon; De Rosales; La-Beck, 2020). Além de farmacos, moléculas com propriedades éticas
de fluorescéncia também podem ser associadas a essas estruturas, que por meio de interacdo
com organelas e constituintes das membranas celulares possibilitam aplicabilidade da
formulac&o no diagnostico e monitoramento da progressao da doenga.

A fluorescéncia no infra-vermelho proximo (NIR) vem sendo largamente aplicada as
técnicas de imagem in vivo, principalmente devido a baixa absorcdo e autofluorescéncia dos
tecidos biologicos na faixa do espectro eletromagnético de 700 a 1000 nm, o que garante alta
sensitividade dessas técnicas. Marcadores fluorescentes e fotossensitizadores com emisséo na

regido do NIR sdo moléculas que podem ser excitadas em determinado comprimento de onda e
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dissipar a energia absorvida na forma de fluorescéncia, energia térmica e producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Esses ultimos geram radicais toxicos que levam a morte celular.
Desse modo, fotossensitizadores NIR vém sendo estudados como agentes promissores para
aplicacdo em terapia fotodindmica (PDT) e terapia fototérmica (PTT) (Palao-Suay et al., 2017).

A PDT ¢ baseada na aplicacdo local ou sistémica de um composto fotossensivel
(fotossensitizador) que ird se acumular no tecido de interesse e apds ser irradiado com um
comprimento de onda adequado levard a geragdo de oxigénio singleto e tripleto e destruicdo
das células alvo. O mecanismo molecular dessa terapia € embasado na interacdo de trés
componentes: o fotossensitizador, luz no comprimento de onda adequado e &tomos de oxigénio
dissolvidos nas células (Kwiatkowski et al., 2018).

Nesse contexto, o fotossensitizador IR-780 vem se mostrando um agente promissor
devido a sua tendéncia de acumular nas mitocondrias de células tumorais, capacidade de
absorc@o/emissdo no NIR, alta intensidade de fluorescéncia (807-823 nm) e versatilidade para
conjugagdo com outras moléculas. Apesar do potencial do IR-780 como agente terandstico,
fatores como sua solubilidade muito baixa em agua e rapida depuracdo sanguinea inviabilizam
a administracdo direta desse fotossensitizador. Desse modo, sua associacdo a nanoestruturas é
fundamental para viabilizar seu uso como agente de PDT e para monitoramento por
imageamento in vivo (Alves et al., 2018).

Em estudos do nosso grupo de pesquisa, nanoparticulas de PLA-PEG foram usadas para
encapsular IR-780 em vérias concentragfes. Uma molécula de IR-780 ligada covalentemente
ao polimero PLA foi sintetizada por meio de uma reacdo de cicloadi¢cdo azida-alcino (De
Oliveira et al., 2019). Tal sintese quimica foi proposta para garantir que o IR-780 fique ligado
covalentemente as nanoestruturas, garantindo um rastreamento mais preciso pelas técnicas de
imagem. Nos estudos de imageamento in vivo (biodistribui¢do) foi comprovada a influéncia da
ligacdo quimica e as vantagens da utilizacdo deste marcador fluorescente conjugado ao
polimero (IR-PLA) (Machado et al., 2022). Além do PLA-PEG e do IR-PLA, sintetizados a
partir de um polilactideo modificado, variados polimeros funcionalizados podem ser obtidos a
partir da combinagdo com outras classes de moléculas, como os carboidratos.

Considerando que os andlogos de carboidratos sdo potenciais ligantes de receptores
superexpressos em células tumorais, a funcionalizacdo dessas nanocapsulas com carboidratos
de baixo peso molecular pode aumentar o direcionamento para os tumores e intensificar os
efeitos fotodinamicos e fototérmicos do IR-PLA, além de fornecer imagens confiaveis de

monitoramento da biodistribuicao nos sitios alvo (Tekade; Sun, 2017).
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Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade de nanocéapsulas
poliméricas funcionalizadas com ligante carboidrato e IR-PLA, em linhagem de células 4T1,
apos terapia fotodindmica. Foram testadas nanocdpsulas com diferentes densidades de ligante
carboidrato e avaliada a capacidade das formulacGes em promover reducdo da viabilidade
celular, combinadas ou ndo com irradiacio de laser a 808 nm. E um trabalho inovador, com

potencial de abrir caminhos para novas abordagens terapéuticas e diagnosticas para o cancer.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DE MAMA: PANORAMA E DESAFIOS TERAPEUTICOS

Cancer é a denominacédo dada a um conjunto de doencas caracterizadas pela proliferacéo
acelerada e irrestrita de células de tecidos epiteliais (carcinomas) ou tecidos conjuntivos
(sarcomas). Esse comportamento celular anormal esta frequentemente associado a diminuicao
da capacidade apoptotica, favorecendo a formacdo de tumores. A medida que o tumor se
desenvolve, observa-se a ocorréncia da neoangiogénese, processo de formagédo de novos vasos
para irrigacéo e nutricdo da massa tumoral. Eventualmente, fragmentos podem se desprender e,
por meio de vasos sanguineos e linfaticos, disseminar-se para diferentes 6rgdos, originando
novos tumores em um processo denominado metéstase (Gabizon et al., 2020; INCA, n.d.;
Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).

Em 2022, o nimero estimado de casos diagnosticados de cancer no mundo foi de 20
milhdes (20.000.000). As projecdes estatisticas indicam que para 0 ano de 2050 é esperado um
aumento de 77% nesse numero, chegando a 35 milhdes (35.000.000) de diagnosticos. A
respeito dos tipos de cAncer mais recorrentes, destacam-se, em ordem decrescente de incidéncia:
cancer de pulméo (12,4%), cancer de mama feminino (11,6%), cancer colorretal (9,6%), cancer
de prostata (7,3 %) e cancer de estdbmago (4,9%). Esses dados representam estatisticas globais,
sem distin¢do por sexo, idade ou regido. Quando analisados separadamente por sexo, 0s dados
mostram que o cancer de mama é o mais comumente diagnosticado e 0 que causa mais mortes
na populacao feminina mundial (Nierengarten, 2024).

Como métodos diagnosticos para a doenga cita-se 0s exames radiograficos, a avaliacdo
clinica, as técnicas analiticas para identificacio de biomarcadores, a ultrassonografia, a
ressonancia magnética e a avaliacao citopatoldgica (bidpsia) como técnicas mais difundidas e
utilizadas, a depender do tipo e localizagdo do tumor (Ouyang et al., 2022; Thakur & Kutty,
2019). Entretanto, existem limitagcdes inerentes a cada técnica. Os métodos de imagem e biopsia
de amostras, por exemplo, sdo incapazes de indicar com precisdo a extensdo tecidual
significativamente afetada por lesdes cancerigenas. No geral, para atingir elevada sensibilidade
e precisdo, as técnicas citadas demandam equipamentos de grande porte e/ou etapas complexas
de pré-processamento (Peng et al., 2020).

Dentre as intervengdes mais aplicadas na pratica clinica, destacam-se a quimioterapia,
radioterapia e remocdo cirdrgica, técnicas convencionais empregadas ha varias décadas no

manejo do cancer. Mais recentemente, alternativas terapéuticas inovadoras estdo sendo
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desenvolvidas e incorporadas nos sistemas de salde, a exemplo da imunoterapia, terapia
hormonal, quimioterapicos nanoestruturados e células portadoras de antigeno quimérico (CAR-
T cells). A combinagdo dessas técnicas é possivel em determinadas situacdes, a depender do
tipo de céncer, quadro do paciente, entre outros fatores (Alves et al., 2018; Gabizon; De
Rosales; La-Beck, 2020). A tabela 1 traz as principais intervencdes terapéuticas e os efeitos

colaterais associados a elas.

Tabela 1: Principais tratamentos para o cancer e seus efeitos colaterais mais frequentes

Tipo de Descricao dos A
. . Referéncia
tratamento efeitos colaterais comuns
_ . o (Hack et al.,
Nausea e vomito, mucosite, diarreia, 2015 Salata
. . constipacdo, deficiéncia etal., 2021)
Quimioterapia imunologica/susceptibilidade a
infecgdes, cardiotoxicidade, queda
de cabelo.
. N . (Hack et al.,
. . Eritema, lesdes e queimaduras na
Radioterapia . . . 2015; Salata
pele, linfedema, cardiotoxicidade, tal. 2001
inchaco, infec¢ao. ctal, )
(Hack et al.,
L 2015; Jacob
Cirurgia . Dor, cicatrizagio comph?x.a, et al., 2021;
oncologica linfedema, hematoma, mobilidade  Kjein et al.,
limitada, infec¢do, trombose. 2021)
(Ertl et al.,
) 2024; Hack
Dor nas articulagdes, 0ssos € etal., 2015)
Imunoterapia musculos, febre, calafrios, sintomas
gripais, miocardite, danos
neurologicos.
) N (Gillessen et
Dor nas articulagdes, 0ssos e al 2023
Terapias musculos, dislipidemias, eventos H;ck ot al ’
hormonais cardiovasculares, osteonecrose. 2015) ’
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A remocado cirurgica e a radioterapia sdo viaveis em lesfes pontuais e ndo metastaticas,
sobretudo tornam-se ineficientes em quadros de canceres hematol6gicos ou tumores sélidos
com metastase instaurada. Dessa forma, a quimioterapia € o tratamento de escolha em grande
parte dos casos de cancer, seja por meio de pequenas moléculas citotoxicas, hormonios,
anticorpos ou bioconjugados. Ainda assim, sdo observadas limitagdes em relacdo a seletividade
das drogas antineoplasicas pelas células tumorais, o que afeta células saudaveis que possuem
alta taxa de proliferacio como foliculos capilares, medula Ossea e células do trato
gastrointestinal, levando a efeitos colaterais e a diminuicdo da qualidade de vida do paciente
(Guo et al., 2015; Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015; Tanaka et al., 2009). Além da
seletividade, fatores fisico-quimicos e farmacocinéticos das substancias, como dissolugdo,
solubilidade e biodisponibilidade também determinam a efetividade da terapia (Kumar et al.,
2012).

2.2 NANOTECNOLOGIA APLICADA AO TRATAMENTO DO CANCER

E notavel o avanco da nanotecnologia e do desenvolvimento de nanomateriais com
propriedades inovadoras para aplicacGes bioldgicas (Faria et al., 2018). A interacdo entre micro
e nanoestruturas com sistemas biologicos possui aspectos singulares, o que as destacam como
candidatas para abordagens inovadoras no diagnostico e tratamento de diversas doencas. Ao
serem associadas a farmacos e outras moléculas de interesse € possivel modular aspectos fisico-
quimicos e farmacocinéticos que, de outra forma, inviabilizariam seu uso, como baixa
solubilidade, baixo tempo de meia-vida e incapacidade de transpor barreiras bioldgicas (Kumar
etal., 2012; Nel et al., 2009).

As nanoparticulas (NP) podem ser classificadas de diferentes formas, seja levando em
conta o material de composicéo, seu formato, a rota sintética, a complexidade de sua estrutura,
entre outros aspectos. De acordo com o material, pode-se classifica-las em NP poliméricas, NP
inorganicas e NP baseadas em lipidios. Dentre as nanoparticulas poliméricas, destacam-se
polimerossomos, dendrimeros, micelas poliméricas, nanoesferas (NE) e nanocapsulas (NC)
(Mitchell et al., 2021). A Tabela 2 ilustra comparativamente as principais limitacdes das
abordagens tradicionais e as vantagens oferecidas pela nanotecnologia no tratamento do cancer

de mama.
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Tabela 2: LimitagGes das terapias convencionais e vantagens potenciais da nanotecnologia no tratamento do cancer de mama.

Aspecto Terapias Convencionais (Quimio., Radio., Cirurgia) Nanotecnologia (Nanocapsulas, Nanoparticulas, etc.) Referéncia
Minima, normalmente a biodistribui¢do do composto . R C
A o : Aumentada, por meio de fendmenos fisiologicos, como o
terapéutico ¢ sistémica, atingindo praticamente todos . . . ,
. . o~ . . efeito EPR, ocorre direcionamento passivo e acimulo das
Especificidade tumoral orgaos e tecidos. Isso faz com que a dose administrada o . , (Gupta et al.,,
. . . nanoestruturas no tumor. Direcionamento ativo também
precise ser elevada, para que quantidade suficiente o e 2024)
contribui para especificidade.
chegue ao tumor.
Efeitos colaterais
. . : , . (Kumar et al.,
sistémicos Diversos e agressivos. Minimos.
2012)
Biodisponibilidade prolongada, permitindo abordagens
o o . iy . o inovadoras. Farmacocinética dependente da estrutura e
Biodisponibilidade = do Limitada, a depender das caracteristicas fisico-quimicas - . p (Kumar et al.,
; . e composi¢do quimica das nanoestruturas.
fArmaco das moléculas utilizadas. 2012)
Resisténcia a quimioterdpicos: alteragdes nas etapas do Permite mecanismos de liberagdo da droga em locais
Resisténcia tumoral ciclo celular, no transporte e metabolismo da droga, especificos do interior da célula, contornando mecanismos (Long et al.,
reparo de DNA, apoptose. de resisténcia. 2024)

Terapias minimamente invasivas, toxicidade reduzida,

Invasividade do Muitas abordagens sao invasivas, incomodas ¢ diminuem . ~ .

) - : maior chance de adesdo ao tratamento e pouca (Mitchell et al.,
tratamento qualidade de vida do paciente. . N i .

interferéncia na rotina do paciente. 2021)
Limitada, exames complementares externos sao
Capacidade de necessarios. Possibilidade de diagnostico e terapia simultineos
imagem/diagnostico (terandsticos) (Palao-Suay et
g & ' al., 2017)

Alvo molecular Receptores de membrana, organelas, nucleo, material Receptores de membrana, organelas, nucleo, material (Mitchell et al.,
especifico genético. genético. 2021)
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Aaplicacdo dessas estruturas € corroborada pela possibilidade de controlar com precisao
suas caracteristicas durante a sintese, sua flexibilidade para acomodar moléculas hidrofilicas e
hidrofobicas, pela facilidade de modificacdo/funcionalizagao da superficie, por sua capacidade
em transpor mucosas € outras barreiras biologicas, por sua furtividade do sistema fagocitico
mononuclear, controle da liberacdo, aumento da biodisponibilidade, entre outros fatores. No
geral, a versatilidade inerente a essas estruturas para se testar novas combinac¢des de materiais,
farmacos e biomoléculas e a aplicagao para diferentes doencas, tem despertado grande interesse
no campo farmacéutico (Misra; Acharya; Sahoo, 2010; Mosqueira et al., 2001; Shan et al.,
2022).

Nanocépsulas poliméricas sdo estruturas vesiculares compostas por um nicleo oleoso
envolto por uma matriz polimérica, descritas pela primeira vez no ano de 1986 (Rollot et al.,
1986). Uma gama de polimeros pode ser empregada na formulacdo de NC, sejam de origem
natural ou sintética. Alguns exemplos de polimeros biodegradaveis sintéticos comumente
utilizados incluem: polilactideo (PLA), poli-(lactideo-co-glicosideo) (PLGA), polianidridos
(PA), policaprolactona (PCL) e poli-alquil-cianocrilatos (PACA) (Kumar et al., 2012).

Por ser biocompativel e largamente utilizado para aplicacdes biomédicas, como préteses
e implantes, o PLA é um material com potencial uso na preparacdo de NC. Fessi e colegas
foram os primeiros a formular e descrever NC compostas exclusivamente por PLA, utilizando
0 método de deposicao interfacial de polimero pré-formado. Ao longo das ultimas décadas
estratégias vém sendo desenvolvidas para sintetizar formas de PLA mais versateis, permitindo
sua conjugacdo com agentes de imagem, outros polimeros e ligantes bioativos para
direcionamento ativo as células-alvo (de Oliveira et al., 2023).

Polietilenoglicol (PEG) é outro polimero de interesse na preparacdo de nanoparticulas.
Sua caracteristica hidrofilica permite incorporar as nanocapsulas propriedades que viabilizam
sua aplicacdo invivo (Mosqueiraetal., 2001). Uma vez associado adsorvido ou covalentemente
ao PLA, recobrindo as particulas, promove uma camada de solvatacdo que garante um maior
tempo de circulacdo sanguinea, redugdo da opsonizacdo por proteinas e ativacdo do sistema
complemento, diminuicdo da taxa de absor¢cdo por macrofagos, aumento da permeabilidade e
absorcdo de farmacos por interagdes particulares com o muco e epitélio intestinal, entre outros
efeitos (De Oliveira; Aradjo; Mosqueira, 2023). A figura 1 ilustra a estrutura das NE e NC

poliméricas.
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Figura 1. Representacdo esquematica de nanoesfera e nanocapsula
associadas a um farmaco.
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Fonte: BioRender

As dimensdes das NC variam de 5 a 10 nandbmetros (nm) até o limite de 1000
nandmetros. Normalmente, sua sintese visa manté-las entre 100 nm e 500 nm, sendo o tamanho
um fator determinante para o comportamento dessas estruturas (Mora-Huertas et al., 2010; Shan
et al., 2022). AlteragBes fisioldgicas resultantes das doengas também sdo um fator-chave para
esse comportamento, uma vez administrada a formulagdo. Em tumores sélidos, a presenca de
fenestracOes entre células vasculares combinada com a drenagem linfatica limitada resulta no
chamado Efeito de Permeabilidade e Retencdo aumentadas (EPR), descrito por Matsumura e
Maeda (Matsumura & Maeda, 1986). Moléculas de baixo peso molecular (PM) extravasam dos
vasos sanguineos com facilidade em tecidos saudaveis, sobretudo, devido ao seu tamanho, as
NC néo ultrapassam essa barreira. Por outro lado, a presenca anormal de fenestraces nos vasos
que irrigam os tumores possibilita a passagem de particulas com algumas centenas de
nandmetros (Golombek et al., 2018).

O efeito EPR é o principal fenbmeno que norteia a aplicacdo de nanoestruturas no
tratamento de cancer. O chamado direcionamento passivo das particulas para o tecido tumoral

acontece principalmente devido as fenestraces abundantes e a drenagem linfatica reduzida na
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neovasculatura (Tsvetkova et al., 2017). O perfil peculiar de expressdo de receptores também é
explorado para otimizar o direcionamento e internalizacdo nesta populagéo celular.

A figura 2 ilustra esse fenémeno: na parte superior da imagem (A) estdo representadas
as fases farmacocinéticas de Distribuicio e Eliminacdo de moléculas de baixo PM
comparativamente as nanoparticulas. Observa-se que a distribuicdo de pequenas moléculas
atinge tecidos saudaveis e tumorais, sem seletividade, sendo em seguida eliminadas
rapidamente. As nanoparticulas apresentam seletividade para tecido tumoral via fenestragdes
entre células do endotélio vascular e eliminacdo retardada devido a propriedades fisico-
quimicas e de superficie. Na parte inferior da imagem (B), estdo as representacdes graficas
desses comportamentos em termos de concentragdo do farmaco no sangue e no tumor ao longo
do tempo. A concentragdo maxima de farmaco no tumor é obtida por meio de sua combinacéo
com nanoestruturas, marcando a capacidade dessas de proteger o farmaco frente metabolizacdo

e prolongar sua liberagdo no organismo.
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Figura 4.Quimioterapia convencional com agentes de baixo PM versus terapia com
nanoestrutura baseada no efeito EPR.
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2.3 ESTRATEGIAS DE DIRECIONAMENTO ATIVO PARA CELULAS TUMORAIS

O direcionamento ativo se baseia no uso de ligantes ou moléculas que, uma vez
ancorados na superficie das NC, podem reconhecer e se ligar de forma especifica a marcadores,
receptores ou proteinas de membrana das células alvo (Gupta et al., 2024). Essa abordagem
promove aumento da seletividade para células tumorais e permite atingir alvos intracelulares,
como organelas e estruturas envolvidas com o ciclo celular, poisap6s o reconhecimento ligante-
receptor as nanocapsulas sdo internalizadas por endocitose (Gabizon; De Rosales; La-Beck,
2020). Diversos tipos de ligantes podem ser utilizados nessa estratégia. Alguns exemplos sdo
peptideos, anticorpos, aptdmeros e pequenas moléculas como carboidratos e agucares.

Visando sustentar as altas taxas de proliferacdo, as células tumorais sofrem
modificacdes em seu metabolismo, passando a consumir mais nutrientes para suprir a demanda
energética aumentada. Estima-se que a conversdo de glicose em lactato, sob condi¢des
aerobicas, e até 10 vezes maior em céanceres do que em tecidos saudaveis (Koppenol et al.,
2011). Além disso, também se observa a mudanga da fosforilagcdo oxidativa mitocondrial para
via glicolitica glicose-dependente como principal rota metabolica para geracdo de energia,
resultando em uma maior taxa de captacdo de moléculas de glicose, fenbmeno conhecido como
efeito Warburg (Racker, E., 1972). InGmeras pesquisas se baseiam nesse fendmeno e nos efeitos
decorrentes dele para projetar e sintetizar moléculas e nanoestruturas inovadoras, algumas
ilustradas pela figura 3 (Bayly et al., 2004; Chen et al., 2006; Dwarakarnath; Jain, 2009; Ferreira
et al., 2006; Sogbein et al., 2005).

Para garantir o aporte necessario de glicose, as células neoplasicas passam a
superexpressar transportadores de glicose na membrana celular, com destaque para 0 GLUT1,
superexpresso em diversos tipos de tumores. Nesse contexto, a superexpressao de GLUTs é um
alvo promissor para o desenvolvimento de agentes terandsticos para o cancer (Tekade & Sun,
2017). A denominacdo agente terandstico diz respeito a uma formulacdo passivel de aplicacédo
simultaneamente no diagndstico e no tratamento da doenca. A versatilidade das NC vem
consolidando-as como um desses agentes, podendo denomina-las nanoteranéstico, quando
formuladas para esse fim (Andreou et al., 2017; Gupta et al., 2024). Para o céncer, essa
combinacdo exige moléculas com acdo citotdxica e que permitam um rastreio por meio de
alguma técnica de imagem. Existem moléculas que possuem ambas caracteristicas como € o

caso do marcador fluorescente IR-780.
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Figura 7. Glicose e alguns andlogos biosimilares sintetizados visando intera¢oes ligante-receptor.
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2.4 IR-780 APLICADO AO CANCER: PROPRIEDADES, MECANISMOS E
POTENCIAL TERAPEUTICO

IR-780 é uma cianina lipofilica com pico de absor¢do em 780 nm capaz de se acumular
seletivamente em células tumorais. Exibe propriedades 6pticas no infravermelho préximo e
atividade tumoricida em canceres com resisténcia a farmacoterapias convencionais (Alves et
al., 2018; Bazylinska et al., 2014; Yi et al., 2016). Essas propriedades corroboram a aplica¢ao
dessa sonda em técnicas de imageamento molecular na faixa do infravermelho préximo, terapia
fotodinamica (PDT) e terapia fototérmica (PTT). A figura 4 ilustra a estrutura do

fotossensitizador em sua forma de base livre, sem a presenca do contra-ion iodeto.
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Figura 10. Estrutura quimica da sonda IR-780 na forma de base livre.
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Fonte: ChemSketch

Uma extensa revisdo sobre esse fotossensitizador e suas aplicacdes foi publicada
recentemente por nosso grupo de pesquisa (Fialho et al., 2025). A utiliza¢do do IR-780 como
agente teranostico € justificada por suas propriedades fotofisicas, principalmente o brilho
molecular, entendido como a capacidade de uma entidade quimica emitir fétons em resposta a
excitacdo por luz em determinado comprimento de onda. Apesar do enorme potencial do IR-
780, fatores como sua baixa solubilidade em &gua, toxicidade aguda e rapida depuracao
sanguinea inviabilizam a administracdo desse fotossensitizador em meio aquoso. Por outro
lado, sua lipofilia facilita a incorporacdo em NP formadas por polimeros hidrofébicos, como
PLA, PLGA e mPEG-PLA, sendo essa associacdo fundamental para aprimorar o potencial
terapéutico e diagnostico desse agente em técnicas de imageamento molecular (Alves et al.,
2018; Fialho et al., 2025).

Zhang e colaboradores (2014) compararam o comportamento do IR-780 frente a
modelos celulares tumorais e ndo tumorais por meio da coloragdo com MitoTracker Red
(coloracdo de mitocbndrias) e comprovaram sua afinidade pelas mitocdndrias de células
tumorais. Os efeitos terapéuticos dos sistemas de vetorizacdo sdo aprimorados quando uma

concentragdo suficiente do fotossensitizador atinge as mitocéndrias tumorais, nesse sentido,
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formulagdes que promovam uma liberacdo dentro das mitocondrias sdo de grande relevancia
(Tan, Y., 2019).

Se baseando nessa afinidade caracteristica do fotossensitizador, Wang e colaboradores
(2020) desenvolveram nanoesferas compostas por PLGA incorporadas com IR-780 e glicose
oxidase, visando penetracdo em tumores sélidos, acimulo nas mitocdndrias e atuacdo sinérgica
da fototerapia e atuagdo enzimatica. Por meio de modelo in vitro 3D e reconstrucao in vivo da
massa tumoral, foi constatada a capacidade de penetracdo profunda das nanoesferas mediada
pela propriedade lipofilica e catiénica do IR-780, além da afinidade inerente por mitocéndrias.
A fototerapia foi eficiente na geracdo de ROS e a catalise enzimatica promoveu reducdo no
suprimento energético das células tumorais, levando a desordem metabdlica e morte celular
(Wang et al., 2020).

Combinando IR-780 e a biomolécula transferrina em uma nanoplataforma
multifuncional, pesquisadores testaram uma associacdo de duas terapias, PDT e PTT. As
nanoparticulas automontadas apresentaram boa distribuicdo de tamanho, fotoestabilidade,
acumulo no tumor e eficiéncia na geracdo de ROS sob irradia¢do, destacando o potencial de
direcionamento e capacidade terandstica da formulacdo. Apés injecdo intravenosa em
camundongos portadores de tumor CT26 constatou-se taxas de absorcéo celular e supressao
tumoral expressiva, marcadas pela manutencdo do tamanho da massa tumoral, que aumentou
menos de 5% ao longo de 16 dias nos camundongos tratados com nanoparticulas e irradiacao
de laser (Wang et al., 2016).

Em outros estudos do nosso grupo, nanoparticulas de PLA-PEG foram usadas para
encapsular IR-780 em diferentes concentracdes. Uma molécula de IR-780 ligada
covalentemente ao polimero PLA foi sintetizada por meio de uma reagao de cicloadi¢do azida-
alcino (de Oliveira et al., 2019). A marcacdo estavel obtida com esta conjugacdo polimero-
sonda, associada as nanoparticulas, promoveu maior retencdo do fluor6foro nos sistemas
poliméricos (NC e NE). A obtencéo desse conjugado foi um resultado disruptivo. Pela primeira
vez o fotossensitizador foi ligado covalentemente por meio de estratégias da quimica click, de
forma termodinamicamente favoravel e com rendimento de reacdo consideravel. Além disso,
foi a primeira descricdo da ligacdo entre o IR-780 e um polimero da classe dos poliésteres
biodegradaveis (de Oliveira, 2019).

26



25 TERAPIA FOTODINAMICA: FUNDAMENTOS E APLICACOES

A terapia fotodinamica (PDT) baseia-se na aplicacdo local ou sistémica de um composto
fotossensivel (fotossensitizador), que se acumula no tecido de interesse, e apos ser irradiado
com um comprimento de onda adequado, leva a destruicdo das células-alvo. O mecanismo
molecular dessa terapia, ilustrado pela figura 5, € embasado na interacdo de trés componentes:
o fotossensitizador, luz no comprimento de onda adequado e atomos de oxigénio dissolvidos
nas células. A absorcéo de fotons leva o fotossensitizador a passar do estado fundamental de
energia singleto S° para o estado excitado singleto S'. Apds a excitacdo, parte da energia
absorvida é irradiada na forma de fluorescéncia, parte na forma de energia térmica, e por meio
de conversdo intersistema, a sonda atinge seu estado excitado tripleto T?, que é a forma
terapéutica, capaz de transferir energia ao oxigénio e as biomoléculas do ambiente celular
levando a formacao de espeécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres (Kwiatkowski et
al., 2018; Palao-Suay et al., 2017).

Figura 11. Diagrama de Jablonski adaptado: representacao esquematica do mecanismo de
fototoxicidade estimulado pela PTD.

2
&=
IR-780 em seu estado singleto excitado /gR adicais livres — c
IR-780

. - Desregulagdo metabolica
Conversao triplet 02 estado "
ripleto Instabilidade de membranas
™ entre smgleto excitado
istema Danos ao DNA
sistem. 5
Trdnblg,d() Morte celular
Fluores(.enud Conversao .
eletronica 02 estado
| mternd

tundamental/

tripleto
Foaforeswnua

L . . T;n : m\‘arj
‘S/\f\é\/fvw(v Luz l %\ ?\fjé\f»ﬁ\)
/.
Luz IV

Luz
IR-780 em seu IR-780 em seu

estado fundamental estado fundamental

Fonte: Adaptado de (Kwiatkowski et al., 2018) e (Fialho et al., 2025).

Machado e colaboradores avaliaram formulagdes com o fotossensitizador na forma
livre, encapsulado fisicamente ou conjugado ao polimero em duas linhagens de células de
cancer de mama humano (MCF-7 e MDA-MB-231). O IR-780 livre induziu mais citotoxicidade
que o IR-780 ligado covalentemente ao polimero, ap6s a irradiacdo do laser. Sobretudo é
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importante ressaltar a manutencdo da atividade do agente fotossensitizador mesmo apos sua
conjugacdo com o polimero, sendo capaz de produzir ROS ap06s a aplicacao do laser (Machado,
M. G.C., 2021).

A morte celular provocada por PDT pode resultar de vias metabdlicas distintas, de
acordo com a regido/organelas mais comprometidas. A via apoptética (programada) ocorre
quando o fotossensitizador utilizado se acumula nas mitocéndrias. Danos as membranas
celulares e a perda de integridade desencadeiam na via necrotica (desordenada). O acimulo da
sonda no reticulo endoplasmatico e nos lisossomos pode estimular a via autofagica (Allison &
Moghissi, 2013).

Um fator crucial para a eficiéncia da PDT é a concentragdo de oxigénio no meio
intracelular (Castano et al., 2005). A promogdo do estresse oxidativo em grande extensao
apenas € possivel qguando o oxigénio esta presente em quantidades consideraveis, uma vez que
ele € um agente intermediario da cascata de interagdes que levara a fototoxicidade. A deplecéo
de oxigénio durante a terapia, levando algumas vezes a quadros de hipdxia tumoral, é um
fendmeno amplamente descrito pela literatura (Allison & Moghissi, 2013; Kwiatkowski et al.,
2018; Tromberg et al., 1990).

2.6 MODELO DE CULTIVO DE LINHAGEM TUMORAL DE MAMA (4T1) NA
AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO

Tumores de mama cujas células ndo expressam receptor alfa de estrogénio (RE),
receptor de progesterona (RP) e fator de crescimento epidermal 2 (HER2) sdo caracterizados
como triplo negativos e se apresentam de forma mais agressiva, com piores prognésticos e
expectativa de vida para as portadoras, quando comparados com tumores nao triplo negativos.
(Waks, A.G, 2019; Pal, S.K, 2011). A linhagem de adenocarcinoma de mama murino 4T1 tem
se mostrado um bom modelo celular para estudos preliminares sobre o cancer de mama,
principalmente por serem também do tipo triplo negativo, pela sua similaridade fenotipica, de
comportamento agressivo e de perfil metastatico humano (Silva et al., 2016; Tao et al., 2008).
De maneira andloga ao cancer de mama humano, as células 4T1 se desenvolvem e se espalham
espontaneamente a partir do tumor inicial, por meio da drenagem linfatica, atingindo linfonodos
e outros orgaos do animal (Pulaski; Ostrand-Rosenberg, 2000).

Relativamente ao metabolismo, Simdes e colaboradores compararam duas linhagens

celulares e suas adaptacGes em resposta a diferentes ambientes extracelulares: 4T1 (altamente
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metastatica) e 67NR (ndo metastatica). Foi constatado um maior fluxo do ciclo glicolitico e do
ciclo do acido citrico na linhagem 4T1, além da capacidade de troca repentina entre glicolise e
fosforilacdo oxidativa como via para obtencdo de energia. O estudo indica que os pontos de
metastase formados pelas células 4T1 sdo mais aptos a ajustar seu metabolismo frente ao
estresse do ambiente extracelular. Também sugere que a plasticidade e adaptacdo metabdlica
sd0 mais importantes no fenétipo metastatico de cancer de mama do que a proliferacdo celular
em si (Simdes et al., 2015).

O perfil bioenergético das células muda continuamente durante a tumorigénese, a
depender da localizacédo, da disponibilidade de glicose, do tamanho do tumor, da interacdo com
0 meio extracelular e da taxa de crescimento. Nesse sentido, é descrito pela literatura 0 modo
como condicdes de hipdxia ativam genes responsaveis pela expressdo de enzimas glicoliticas e
de transportadores de membrana GLUT1 e GLUT3 (Jose; Bellance; Rossignol, 2011). Como
citado anteriormente neste trabalho, a endocitose mediada por GLUT e um alvo no
desenvolvimento de sistemas teranosticos funcionalizados com ligantes.

Chen e colaboradores avaliaram a interacdo de células 4T1 com lipossomas decorados
com glicosideos derivados da planta Ginseng, Panax ginseng C.A. Meye, 0s quais apresentaram
bons perfis de circulacdo, direcionamento ativo e elevada citotoxicidade. Foi conduzido um
estudo de docking molecular que avaliou as interagfes intermoleculares entre a por¢do do
glicosideo composta pela glicose e o transportador, em diferentes estados conformacionais.
Todos os ginsenosideos (glicosideos do Ginseng) testados apresentaram alta afinidade pelo
transportador de membrana GLUT1 e foi constatado que a internalizacdo dos lipossomas pelas
células ocorreu quase que exclusivamente por essa via (Chen et al., 2022).

No contexto da terapia fotdindmica, a linhagem 4T1 vem sendo amplamente utilizada
como plataforma para estudos de agentes terapéuticos inovadores, capazes de promover
citotoxicidade apds irradiacdo por luz (Dehariya et al., 2025; Lu et al., 2022; Mohammadpour;
Fekrazad, 2016; Palao-Suay et al., 2017; Veloso et al., 2017).

Para avaliagdo da viabilidade celular apds os tratamentos, grande parte dos estudos
realizam o ensaio do vermelho neutro, reagente capaz de se acumular no lisossomo de células
viaveis, permitindo mensurar de forma aproximada a quantidade de células que sofreram morte
celular ap6s o tratamento com as formulacdes e a fototerapia (Borenfreund; Puerner, 1985). Por
ser um ensaio relativamente simples, reprodutivel e vastamente difundido na literatura, optou-

se por sua utilizacdo neste trabalho.
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3 JUSTIFICATIVA

Embora a tecnologia tenha levado a avancos significativos no campo da quimioterapia
para o tratamento de tumores, incluindo imunoterapia, fototerapia e terapia génica, € importante
observar que o cancer continua sendo a principal causa de mortalidade globalmente. No cenéario
brasileiro, dados epidemioldgicos mostram que os diferentes tipos de cancer se distribuem de
forma ndo homogénea pelo territério, variando conforme fatores genéticos, demogréaficos e
socioecondmicos. Dentre 0os mais recorrentes, destaca-se o cancer de mama como principal
causa de morte na populacdo feminina brasileira (Cruz et al., 2023).

Para além das abordagens terapéuticas, o diagnostico preciso do cancer de mama
também ¢é crucial no manejo clinico da doenca, tanto na detec¢do inicial quanto no
acompanhamento da evolu¢do dos tumores, uma vez iniciado o tratamento. Os métodos
diagndsticos mais difundidos atualmente permitem detectar tumores sélidos a partir de
determinado tamanho, sobretudo apresentam limitacdes no que diz respeito a preciséo e
sensibilidade, além de envolverem etapas onerosas e complexas de pré e pos processamento
(Peng et al., 2020).

Com isso em vista, este trabalho tem como foco o desenvolvimento de nanocapsulas
funcionalizadas para a associacdo do IR-PLA, uma molécula inovadora com potencial no
diagnostico e terapia de tumores. Dada a experiéncia do nosso laboratorio em sintetizar
polimeros e desenvolver formulagdes variadas de nanocarreadores, como nanocépsulas e
nanoesferas poliméricas capazes de transportar diferentes farmacos e marcadores fluorescentes,
em trabalhos recentes o IR-780 foi ligado covalentemente ao PLA e utilizado tanto no
tratamento quanto no diagnostico do cancer (De Oliveira et al., 2019).

Busca-se verificar se as nanocapsulas funcionalizadas por ligacdo covalente de ligante
carboidrato apresentam maior eficacia antitumoral na terapia fotodindmica in vitro em
comparagdo com nanocapsulas sem adicdo dos ligantes. Além disso, visa alcancar resultados

satisfatérios para a estabilidade fisico-quimica do novo sistema desenvolvido.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver formulagdes de nanoparticulas polimericas contendo o polimero-sonda IR-
PLA e avaliar a atividade fotodindmica em testes in vitro, comparando o efeito da introducéo

do ligante e suas concentragdes sobre o efeito citotdxico em modelo celular de tumor murino.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar nanocépsulas sem ligante de superficie e com ligante em diferentes propor¢oes,
contendo IR-PLA, pelo método de nanoprecipitacao;

e Caracterizar as nanocapsulas quanto ao tamanho hidrodindmico e potencial zeta;

e Avaliar a atividade fotodinamica das nanocapsulas frente células de cancer de mama
murino (4T1) utilizando a técnica de vermelho neutro;

e Estudar o efeito da densidade de ligante de superficie sobre a viabilidade celular ap6s
exposic¢do a irradiacdo a laser.

e Analisar os dados estatisticamente.
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5 MATERIAIS

5.1

5.2

REAGENTES

Copolimeros em bloco poly(D,L-lactide)-block-polyethylene glycol (PEG5k-PLA20K,
Mn 22,200 g/mol, B 1.38) sintetizado no laboratorio;

Polimero poly(D,L)lactide (PLA20k) sintetizado no laboratério;
Polimero IR-PLA sintetizado no laboratorio;

Polimero PLA-LIG sintetizado no laboratdrio;

Miglyol® 810N, PIC, S&o Paulo;

IR-780 (2-[2-[2-chloro-3-[(1,3-dihydro-3,3-dimethyl-1-propyl-2H-indol-2-
ylidene)ethylidene]-1-cyclohexen-1-yl]ethenyl]-3,3-dimethyl-1-propylindolium
iodide, 98%);

Agua Ultrapura (Equipamento Symplicity 185 de Purificacdo de Agua-MilliQ);
Cloreto de Sodio (NaCl), Sinth, Sdo Paulo;

Acetona, LiChrosolv®,USA,;

Lipoid S75, Lipoid®, Alemanha;

Reagente vermelho neutro (cloreto de 2-amino-3metil-7-dimetil-amino-fenazonio);

EQUIPAMENTOS

Rotaevaporador (Buchi R-3, Switzerland);

Zetasizer Nanoseries Nano-ZS (Malvern Instrument, UK);

Leitor de microplacas Infinite 200 Pro (TECAN, Switzerland);

Incubadora de CO2 (Thermo Fischer Scientific, USA);

Sonda laser de 808 nm (Therapy EC Laser Equipment, DMC Equipment, Brasil)
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6 METODOS

6.1 PREPARO DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS

As NC foram preparadas por meio do método de nanoprecipitacdo, também chamado
de deposicao interfacial de polimero pre-formado (Fessi et al.1989). Foram preparadas
nanocapsulas contendo o IR-780 associado covalentemente ao PLA (IR-PLA) com e sem
ligante localizado a superficie e nanocapsulas brancas, constituidas dos polimeros mPEG -b-
PLA e PLA. Para isso, foram diluidos em acetona o material polimérico, o conjugado polimero-
sonda (exceto para NC branca), Lipoid® S75 e Miglyol® sob aquecimento de 40 °C (fase
organica). Em seguida, a fase organica foi vertida em agua ultrapura por meio de uma seringa,
e a mistura obtida mantida em agitacdo por 10 minutos, conforme esquema da figura 6. Apds
esse tempo, o material foi submetido a evaporagao rotativa (Rotavapor R3, Buchi) a 35 °C para
que o solvente e parte da 4gua evaporassem até um volume final de 2 mL. Os componentes

utilizados para cada formulagéo estéo elucidados na Tabela 3.

Figura 12: Representacdo esquematica do processo de preparagao das nanocapsulas.
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Tabela 3: Componentes das formulacdes de nanocépsulas (NC) poliméricas Branca, IR-PLA, IR-

PLA-LIG 1X, IR-PLA-LIG 3X e IR-PLA-LIG 5X.

Componentes NC Branca NC IR-PLA NC IR-PLA-LIG NC IR-PLA-LIG NCIR-PLA-LIG
1X 3X 5X
PLA20k-PEGsk 12 mg 12mg 12mg 12mg 12mg
PL Ak 13,6 mg 12,5 mg 10,0 mg 5,0 mg -
PLA-IR - 1,1 mg 1,1 mg 1,1 mg 1,1 mg
PLA-LIG - - 2,5mg 7,5mg 12,5mg
Lipoid®S75 15mg 15mg 15mg 15mg 15mg
Miglyol®810N 50pL 50pL 50pL 50pL 50pL
Acetona 4mL 4mL 4mL 4mL 4mL
Agua 8mL 8mL 8mL 8mL 8mL
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6.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A caracterizacdo fisico-quimica foi avaliada em termos de tamanho hidrodinamico (Dy),
potencial zeta () e indice de polidispersdo (D). Para determinar o tamanho medio, 5 pL da
formulagéo foram diluidos com 1000 uL de agua ultrapura em uma cubeta de vidro. O método
de dispersdo dindmica de luz (DLS, do inglés dynamic light scattering), com um angulo de
deteccdo de retroespalhamento de 173° foi usado para medir o tamanho médio e o indice de
polidispersdo. O potencial zeta foi medido pela microeletroforese associada ao laser doppler
utilizando cubetas especificas a partir da diluicdo de 5 puL da formulacdo em 1000 pL de NaCl
1 mM. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata e o equipamento utilizado foi o

Zetasizer Nanoseries Nano-ZS (Malvern Instrument, UK), conforme ilustrado pela figura 7.

Figura 13: Caracterizacdo das nanocapsulas.
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O tamanho das particulas, representado pelo diametro hidrodinamico médio, foi obtido
por meio da técnica de espalhamento dindmico de luz, também chamada de espectroscopia de
correlacdo de fotons, que consiste em incidir um feixe de luz na amostra contendo as particulas
em solucdo e medir o quanto esse feixe é espalhado ao interagir com as particulas. O
espalhamento da luz estd diretamente relacionado com a taxa de difusdo ou movimento
browniano das particulas no fluido. Entende-se por difuséo o transporte de massas de moléculas
individuais por uma barreira ou espaco livre, que ocorre segundo um processo aleatorio, e que

depende de um gradiente de concentracdo (Netz, P.A.; Gonzalez-Ortega, G, 2002). Partindo da
35



medicéo desse parametro e tendo conhecimento da temperatura da amostra e da viscosidade do
diluente, foi possivel calcular o tamanho das particulas por meio da equacéao de Stokes-Einstein,

exemplificada a seguir.

KgT
61nr

Em que D é o coeficiente de difusdo, Kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura,
n ¢ a viscosidade do diluente e r € o raio equivalente das particulas. Por meio dessa medida €
possivel avaliar o grau de agregacdo e de sedimentacdo das NC, fatores importantes para
determinar sua viabilidade de aplicacdo para o fim proposto e também informar sobre a
estabilidade das formulagbes ao longo do tempo (Carvalho et al., 2018; Schaffazick et al.,
2003).

O indice de polidispersdo (PDI), ou apenas dispersdo (D), é uma medida de
heterogeneidade do tamanho das particulas em suspensdo, ou seja, mensura se as particulas
possuem diametros em uma faixa estreita de tamanho ou se existem particulas de tamanhos
muito variados na amostra. E uma medida adimensional, obtida por tratamentos matematicos a
partir do espalhamento dinamico de luz. Para uma amostra totalmente uniforme/monodispersa
o valor de PDI é 0.0 (Malvern Panalytical, 2025.).

O potencial zeta () ¢ o parametro que mede a carga da particula coloidal. Ele foi obtido
por meio da técnica de microeletroforese associada ao laser doppler. Trata-se da medida da
carga efetiva, determinada pelo balan¢o de ions e contra-ions em soluc¢éo ao redor da particula,
em uma dada distancia de sua superficie. A figura 8 ilustra onde € medido o potencial zeta de

uma particula. A equacéo para o calculo do potencial zeta é a seguinte:

41
‘=%F

Em que € € a constante dielétrica, E é o campo magnético aplicado na particulaen é a
viscosidade do diluente (Heusch, 2000). Essa variavel estd no cerne do entendimento da
estabilidade de coloides, cujas bases foram propostas por Derjaguin, Landau, Verwey e
Overbeek (teoria de DLVO).
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Figura 8: Nanoparticula envolta de camadas de
ions e contra-ions
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Fonte: (Carvalho et al., 2018)

A teoria explica que a interacdo das particulas depende de dois tipos de energias:
repulsdo e atracdo e que o comportamento de duas particulas é determinado pela forga resultante

que deriva da interagdo dessas duas energias (Netz, P.A.; Gonzalez-Ortega, G, 2002). A figura
9 ilustra graficamente essa interacao.

Figura 9: Representacéo grafica das forcas que atuam na interacédo
de duas particulas e sua resultante.
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6.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

Foram avaliados ao longo de 90 dias o tamanho e potencial zeta das formulagdes, a fim
de verificar alteragdes destes parametros em funcdo do tempo. As leituras foram realizadas no
equipamento Zetasizer Nanoseries Nano-ZS (Malvern Instrument, UK) e as formulacGes

armazenadas em geladeira a uma temperatura de 4,0 £ 0,5 °C.

6.4 ESTUDO DA CITOTOXICIDADE E FOTOTOXICIDADE DO IR-PLA
ASSOCIADO AS NANOCAPSULAS FUNCIONALIZADAS FRENTE AS
CELULAS DE TUMOR DE MAMA MURINO 4T1

Células 4T1 (6,0 x 10 /poco) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas a
37°C em uma atmosfera de 5% de CO; para fixagcdo. Apos 24 horas, 0 meio foi removido e as
células tratadas com 200 pL de cada tratamento, previamente diluido em meio de cultivo
DMEM sem vermelho de fenol, pelo periodo de 4 horas: meio (controle), NC brancas,
nanocapsulas contendo IR-PLA com e sem ligante. Utilizando uma sonda a laser de 808 nm
(W/cm 2) (Therapy EC Laser Equipment, DMC Equipment, Brasil) todos os pocos foram
irradiados por 4,5 minutos com laser. As concentragcOes utilizadas para o tratamento foram
determinadas em estudo piloto. Os tratamentos foram realizados em triplicata e em dois
experimentos independentes (n = 6).

Apos 24 horas da irradiacdo, a viabilidade celular foi avaliada utilizando o método do
vermelho neutro (cloreto de 2-amino-3metil-7-dimetil-amino-fenazénio), reagente que se
acumula no lisossomo de células viaveis por endocitose. A espectrofotometria foi realizada no
comprimento de onda de 540 nm, comprimento no qual o reagente apresenta absorcéo 6tima.
Comparando a porcentagem de células vivas apOs irradiacdo com células controle ndo
irradiadas, que foram consideradas com 100% de viabilidade, a viabilidade apds terapia
fotodindmica foi calculada. As células viaveis foram quantificadas por espectrofotometro por
varredura de multiplos pocos (Leitor de Elisa - Infinite 200 Pro TECAN, Switzerland),

conforme ilustrado pela figura 10.
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Figura 10: Fluxograma das etapas realizadas na Terapia Fotodinamica.
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6.5 ANALISE DE DADOS
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Os calculos e as analises estatisticas foram realizados com auxilio do Microsoft Excel®

2010 e GraphPad Prism® verséo 6.0.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 PREPARO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As NC foram caracterizadas de acordo com o tamanho, indice de polidispersdo e
potencial zeta. Uma vez realizada a leitura desses trés parametros em triplicata, os dados obtidos
foram adicionados ao software Excel e tratados em termos de média aritmética e desvio padrédo

relativo, gerando os resultados da tabela 4.

Tabela 4: Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas.

Nanocapsula NC Branca NC IR-PLA  NCIR-PLA- NCIR-PLA- NC IR-PLA-
LIG 1X LIG 3X LIG 5X
Dn(nm) + DP 134,6+0,7 130,2+0,7 137,0+0,9 131,6+0,6 133+1,2
Disperséo (b) 0,162 0,148 0,144 0,147 0,153
{(mV) £DP -36,1+0,4 -37,5£2,5 -33,8+0,7 -33,4+1,7 -33,8+0,7

Dh: Diametro hidrodinamico; {: Potencial Zeta; DP: desvio padréo (n=3).

Para o tamanho, representado pelo didmetro hidrodindmico médio, as NC variaram entre
130,2 ¢ 137,0 nm, faixa de cerca de 7 nm entre a menor e a maior medi¢ao. Apresentaram indice
de polidispersao em torno de 0,150 e potencial zeta variando entre -37,5 mV e -33,4 mV, com
desvio padrdo consideravelmente baixo para todas as medidas. A representacdo grafica das
distribuicdes dessas medicOes é apresentada na figura 11.

Os dados revelam uma homogeneidade considerdvel entre NC de uma mesma
formulacéo e entre NC das diferentes formulagfes quando comparadas. Tratando os dados de
modo a englobar todas as formulacGes em um unico calculo de média e desvio padrdo para

esses parametros, essa homogeneidade fica mais evidente.
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Tabela 5: Média e desvio padrao englobando todas medi¢oes de Dhe (.

Nanocapsula Todas formulagdes
Dnh(nm) = DP 133,3£2,6
Dispersao (D) 0,151

¢ (mV) + DP -34,942,1

A faixa de tamanho das formulacdes é adequada para a aplicacdo proposta, visto que
nanoparticulas entre 100 nm e 200 nm tendem a interagir com o ambiente tumoral de forma
mais expressiva (Alves et al., 2018). Em um estudo com camundongos, apds administracdo
intravenosa o tempo de circulacdo sanguinea entre duas formulagdes de NC foram comparadas:
uma de abordagem convencional, sem recobrimento por PEG, denominada PCL-NC com
tamanho meédio de 259 nm e outra denominada PLA-PEG-NC, com tamanho médio de 159 nm.
A formulacdo PLA-PEG-NC apresentou uma exposi¢do corporal do ativo encapsulado 16 vezes
maior. A presenga do PEG e o tamanho das NC sdo fatores determinantes desse comportamento
(Branquinho et al., 2020).

Em relacdo ao potencial zeta, é descrito na literatura que formulacdes com valores de
potencial superiores a 30 mV em modulo apresentam estabilidade fisica e que particulas com
carga efetiva negativa possuem repulsdo entre si, promovendo estabilidade coloidal para o
sistema (Dos Santos et al., 2012). Além disso, NC compostas por PLA-PEG s&o estabilizadas
simultaneamente por efeitos estéricos e eletrostaticos (Oliveira et al., 2017).

Os valores de potencial zeta negativo obtidos neste estudo sdo tipicamente observados
em sistemas coloidais contendo PLA e lecitina, sobretudo outros componentes da formulacio
influenciam na carga efetiva observada, em maior ou menor grau. A lecitina de soja incorpora
na formulacdo moléculas de acido fosfatidico, derivado de fosfolipides, cujos grupamentos
anibnicos se encontram negativamente carregados a superficie das particulas. Esse componente
esta presente em todas as formulacBes visto que faz parte da composicdo do reagente
Lipoid®S75 (Mosqueira et al., 2001). A coroa formada pelas cadeias de PEG reduzem o
potencial zeta em moddulo, mas ndo mascaram por completo as cargas negativas dos
componentes principais (Oliveira et al., 2017).

No geral, os dados sobre a caracterizacdo das NC sugerem que sua sintese foi realizada

de forma adequada, seguindo as etapas de preparacdo com rigor e reprodutibilidade entre as
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NC IR-PLA

NC IR-PLA-LIG 3X NC IR-PLA-LIG 1X

NC IR-PLA-LIG 5X

formulacdes. E importante observar que o aumento da proporcdo de ligante carboidrato na

formulacdo néo alterou significativamente os parametros fisico-quimicos avaliados.

Figura 15: Representagao grafica das distribui¢des de Tamanho e Potencial Zeta das formulacoes
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7.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

A estabilidade das NC branca e com ligante de superficie foi avaliada durante 90 dias
em estudo prévio do nosso grupo, ndo apresentando variacOes estatisticas significativas de

tamanho e potencial zeta nesse periodo (Fialho, 2023).

7.3 ESTUDO DA CITOTOXICIDADE E FOTOTOXICIDADE DO IR-PLA
ASSOCIADO AS NANOCAPSULAS FUNCIONALIZADAS FRENTE AS
CELULAS DE TUMOR DE MAMA MURINO 4T1

O estudo da citotoxicidade promovida pela terapia fotodinamica foi realizado com base
na porcentagem de celulas viaveis nos pogos tratados em comparag¢édo com pogos nédo tratados,
chamados pocos controles. O reagente vermelho neutro é internalizado e tinge os vacuolos das
células vivas que o incorporam. A medida que as células morrem tendem a perder essa
capacidade de incorporacdo do corante, sendo assim possivel associar a quantidade de luz
absorvida, que é proporcional ao total de corante internalizado, a quantidade de células vivas
em cultura (Repetto; Del Peso; Zurita, 2008).

Nesse experimento, para além de constatar a citotoxicidade e fototoxicidade das NC,
buscou-se observar como as diferentes propor¢Ges ou densidades de ligante de superficie
influenciam na reducéo de viabilidade celular. As formulagdes foram preparadas de modo que
a massa do polimero PLA-LIG aumentasse linearmente, obtendo-se densidades de 1X (2,5 mg
de PLA-LIG), 3X (7,5 mg de PLA-LIG) e 5X (12,5 mg de PLA-LIG), de onde convencionou-
se 0 nome de cada formulagdo, enquanto a massa de IR-PLA foi a mesma para todas
formulag6es. Desse modo, diferencas nas viabilidades podem ser atribuidas apenas a propor¢édo
de ligante carboidrato. Foi realizada a comparacao entre as viabilidades de células tratadas com
as formulagdes sem irradiacdo e com irradiacéo de laser, conforme representado no grafico da

figura 12. Os asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa entre os resultados.
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Figura 16: Grafico comparativo da viabilidade celular de células 4T1 resultante de cada tratamento,
sem laser (Controle) e com laser (Laser +).

Branca

NC IR-PLA

NC IR-PLA LIG 1X
NC IR-PLA LIG 3X
NC IR-PLA LIG 5X

% Viabilidade

As diferencas estatisticas foram determinadas comparando os dados por meio do teste estatistico ANOVA,
p < 0,05 para as compara¢fes marcadas com asterisco (*).

Fonte: GraphPad Prism® versdo 6.0

A partir deste grafico pode-se observar que todas as formulagdes exerceram alguma
citotoxicidade frente as células 4T1. Para NC Branca a reducdo da viabilidade celular foi
minima, ndo podendo afirmar sua real capacidade citotoxica devido ao desvio padrdo englobar
o0 valor de 100% de viabilidade para o tratamento com laser e muito préximo disso para o
tratamento sem laser. Para NC IR-PLA nota-se uma reducdo consideravel apds irradiacdo do
laser, chegando préximo de 86% de viabilidade celular nesse caso. Para as trés formulacGes
com ligante na composic¢ao, houve reducdo estatisticamente significativa da viabilidade celular,
com valores variando de 85% a 90% para os tratamentos sem irradiacdo. Ao comparar células
irradiadas e ndo irradiadas tratadas com a mesma formulacdo IR-PLA-LIG, nota-se diminuicdo
expressiva da viabilidade apos laser, com reduc¢des que variam entre 15% a 25%. A viabilidade
celular minima obtida no experimento foi observada em células tratadas com a formulacdo com
maior densidade de ligante (NC-IR-PLA 5X) combinada com a PDT. Nesse caso a viabilidade
foi 65%, com desvio padrédo baixo.

Ao avaliar os dados de forma global, observa-se um comportamento interessante: ha
uma tendéncia de diminuicdo da viabilidade celular conforme se aumenta a proporcao de ligante

e realiza-se a terapia fotodinamica. Outro ponto relevante é a potencializacao da citotoxicidade
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promovida pela ativacdo do fotossensitizador com o laser. Pode-se inferir que a presenca do
ligante de superficie potencializa a fotocitotoxicidade por possibilitar 0 aumento da carga
intracelular de IR-PLA no momento da irradiacdo com o laser.

A inferéncia da maior internalizacdo das NC é fruto dos resultados de viabilidade celular
obtidos. Sobretudo ndo é possivel afirmar essa interacdo, nem mesmo a forma como as
particulas adentraram as células, visto que os testes realizados se concentraram em determinar
a capacidade citotoxica das formulacdes e a efetividade da terapia fotodinamica em ampliar
essa capacidade. Estudos mecanisticos para esclarecer essas questdes sdo necessarios. O
entendimento da interacdo ligante-receptor, a nivel conformacional, e dos mecanismos de
internalizacdo é fundamental para desenvolvimento e otimizacdo de sistemas nanoterandsticos.
Para esse fim, técnicas in silico como o docking molecular e técnicas dpticas como a citometria
de fluxo podem agregar aos resultados aqui obtidos. O advento da inteligéncia
artificial/machine learning combinados com essas e outras metodologias permitirdo a producao
e tratamento de enormes quantidades de dados, de modo a consolidar o conhecimento a respeito
das interac@es na interface nano-bioldgica.

Um fator central para o sucesso da PDT € a presenca de oxigénio dissolvido no meio
intracelular, visto que essa molécula é um dos intermediarios na cascata de transferéncia de
energia iniciada pela fotoativacdo do polimero-sonda. Com isso, supde-se que para células em
condicdo de hipdxia a efetividade da terapia pode diminuir drasticamente, de modo que a
viabilidade celular se mantenha em valores similares aos apresentados antes da irradiacdo. A
utilizagdo de cultura de células aderentes, cultivadas e estudadas na forma de monocamadas, é
excepcional para estudos toxicologicos, determinagdo de viabilidade celular e concentracéo
inibitéria minima, por exemplo. Sobretudo, para compreender o0 modo como a hipdxia de
determinados grupos celulares pode afetar a PDT, modelos baseados em culturas de células 3D,
também chamados esferoides, se mostram mais adequados. Neles hd maior semelhanca com
tecidos tumorais in vivo. Além de apresentarem um gradiente de concentracdo de oxigénio da
superficie para o interior, permitem avaliar a capacidade das NC em se infiltrar nas camadas de
células mais profundas dos aglomerados celulares.

Outros estudos se basearam no IR-780 como agente indutor de fototoxicidade por
geracdo de calor, ROS e estresse oxidativo. As abordagens e combinacbes de materiais
utilizados para preparacdo das nanoestruturas sdo diversas, sobretudo & possivel perceber

algumas similaridades e convergéncias como ilustra a tabela 6.
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Tabela 6: Outros estudos que utilizaram IR-780

Outros
) Nome das N
Tipo de nanoestrutura Atuacdo do IR-780 componentes Resultados Ref.
nanoestruturas .
citotdxicos
(IR780/DOX)@PTK exibiu toxicidade sistémica
Efeito fotodinamico e fototérmico; desprezivel; Acimulo no tumor comprovado por
Nanomicela (IR780/DOX)@P  Promogao de rompimento da 5 bici fluorescéncia; Houveram efeitos fotodindmicose  (Wang et
oxorrubicina
polimérica TK nanomicela via geracdo de ROS; fototérmicos, geracdo de ROS e rompimento da  al., 2019)
Biodistribuigdo in vivo; nanoestrura; Viabilidade celular de 17% em células
4T1, apds irradiacdo com laser.
Avaliar capacidade de distribui¢ao IR-HPN néo induziu citotoxicidade em esferoides;
IR-HPN e das particulas em culturas de o IR/DOX-HPN reduziu viabilidade celular em (Alves et
Nanoparticula ) L Doxorrubicina ) )
IR/DOX-HPN células 3D; Agente fototerapéutico esferoides para 54%; IR/DOX-HPN combinado com o, 2019)
polimeérica em culturas 2D e 3D (esferoides). irradiacéo de laser levou a 34% de viabilidade.
o Houve aumento na temperatura provocada por
Performance fototérmica; ) )
. IR780/PTX/FHSV apos laser de maneira
Performance fotodindmica; ) 3 (Yang et
Nanoparticula IR780/PTX/FH . . oo Paclitaxel concentracao-dependente, chegando a 25,8°C de
Direcionamento a mitocondrias; e o ] al., 2021)
polimérica sV aumento; Afinidade por mitocondrias foi

Biodistribuigdo in vivo; . 3 o
confirmada; Houve geracdo de ROS apos irradiagéo;
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Para esses trés estudos, observa-se que a capacidade fototerapéutica da sonda
normalmente é o fator central para sua escolha em estudos para o cancer. Ainda assim, outras
propriedades como fluorescéncia, afinidade por mitocéndrias e promocéao de perturbagdo do
ambiente quimico também podem corroborar para sua aplicagdo, levando a citotoxicidade por
mecanismos diversos e tornando a terapéutica mais robusta. Outro ponto a observar é a
compatibilidade com polimeros distintos, o que traz versatilidade e torna possivel testar
combinacdes para formulagbes inovadoras.

Se tratando da perturbacdo do ambiente intracelular, diferentes mecanismos de morte
celular podem ser induzidos nesse processo, como apoptose, necrose e piroptose. Piroptose
trata-se de uma via bioguimica de resposta inflamatoria e ativacdo do sistema imune contra a
célula-alvo, levando a inchago celular e formacéo de poros na membrana que culminam em sua
eliminacdo. Esse fendmeno pode ser induzido pelo IR-780 apds fotoativacdo, conforme
demonstrado por Yang e colaboradores (Yang et al., 2023). Neste mesmo estudo foi constatada
a afinidade da sonda por mitocondrias e a promocéo de ROS intracelular. Em cultura de células
4T1, a citotoxicidade da nanoparticula IR780-ZNS@HSA levou a viabilidade de
aproximadamente 30% quando combinada com laser.

Com estes exemplos nota-se a vasta possibilidade de aplica¢bes do IR-780, bem como
do polimero-sonda IR-PLA, cujas propriedades, em grande parte, derivam do fluoréforo. Ainda
que o foco do trabalho seja a inducéo de citotoxicidade por um mecanismo especifico, a terapia
fotodinamica, € possivel e provavel que interacBes secundarias ocorram simultaneamente e
integrem as maltiplas vias bioquimicas que resultaram nas porcentagens de viabilidade celular
obtidas. Reitera-se que para estudar essas interacfes sdo necessarios novos estudos, com
abordagens metodoldgicas voltadas para os mecanismos e fendmenos ainda nédo esclarecidos.

As formulagbes desenvolvidas neste trabalho partem da capacidade fotossensivel e
citotoxica do IR-PLA para promover a reducdo de viabilidade celular observada. De modo a
potencializar o efeito buscado, trabalhos futuros poderdo combinar fAirmacos antineoplasicos a
plataforma nanoterandstica apresentada, a exemplo da estratégia adotada nos estudos citados
na tabela 6. Farmacos que potencializem a geracdo de ROS suprindo o ambiente com moléculas

de oxigénio ou estruturas oxigenadas também podem ser testados em combinacdo com a PDT.
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8 CONCLUSAO

Foram desenvolvidas formulacdes de nanocapsulas poliméricas, pelo método de
nanoprecipitagcdo, compostas por PLA-PEG, conjugadas covalentemente com marcador
fluorescente e ligante carboidrato. As nanoestruturas apresentaram tamanho na faixa de 130,2
nm a 137 nm, potencial zeta em torno de -35 mV e indice de polidispersao inferior a 0,3,
indicando homogeneidade na distribuicdo de tamanhos. Esses resultados refletem estabilidade
fisico-quimica e reprodutibilidade no processo de producao das particulas.

O estudo de viabilidade celular em linhagem 4T1 foi conduzido e mostrou a capacidade
citotoxica das formulagBes IR-PLA, IR-PLA-LIG 1X, IR-PLA-LIG 3X, IR-PLA-LIG 5X,
principalmente apos realizacdo da terapia fotodindmica. As porcentagens de viabilidade apés
tratamento variaram de 90% a 65% entre as formulagdes, sendo que a reducdo mais expressiva
foi alcancada nas células tratadas com a formulacdo de maior densidade de ligante, IR-PLA-
LIG 5X, apos irradiacdo com laser. Ha indicios de uma correlagdo entre aumento da densidade
de ligantes e diminuicdo da viabilidade celular.

A comparacdo entre células ndo irradiadas e células irradiadas por laser torna evidente
a capacidade da terapia fotodindmica em intensificar a citotoxicidade, levando a uma
viabilidade celular até 25% menor em relacdo ao grupo da mesma formulacdo, mas sem laser.

Dessa forma, este estudo atingiu o0s objetivos propostos e seus resultados corroboram o
uso de nanocapsulas poliméricas para aplicacBes nanoterandsticas. O direcionamento ativo
promovido por ligante carboidrato é uma ferramenta promissora nessas aplicacdes, bem como
0 polimero-sonda IR-PLA, que permite um aprisionamento do fotossensitizador no sistema

polimérico com manutencdo da capacidade fotocitotoxica do mesmo.
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