UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE FISICA DE SAO CARLOS

Lorany Vitoria dos Santos Barbosa

Nanoparticulas poliméricas para a entrega do paclitaxel na terapia de cancer de
pulmao

Sao Carlos
2024



Lorany Vitoria dos Santos Barbosa

Nanoparticulas poliméricas para a entrega do paclitaxel na terapia de cancer
de pulméo

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de
Sdo Paulo para obtengdo do titulo de Ciéncias
Fisicas e Biomoleculares.

Orientadora: Dra. Camila Fernanda Rodero -
Instituto de Fisica de Sdo Carlos, USP.

Sao Carlos
2024



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO
PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.



RESUMO

O cancer de pulmao ¢ uma neoplasia altamente incidente e letal. Sua elevada taxa de mortalidade
estd associada ao frequente diagnostico em estagios avancados da doenga, o que reduz
significativamente o tempo de sobrevida do paciente. As terapias convencionais, como
quimioterapia e radioterapia, sdo acompanhadas de diversos efeitos colaterais, que complicam o
prognostico dos pacientes. Nesse cenario, a nanomedicina surge como uma alternativa promissora,
oferecendo abordagens inovadoras para reduzir os efeitos adversos e aumentar a eficicia do
tratamento. O presente estudo visou o desenvolvimento de nanoparticulas a base de poli(acido
latico-co-acido glicélico) (PLGA), carregando paclitaxel (PTX), como estratégia terapéutica para o
cancer de pulmdo. A sintese de nanoparticulas (NPs) foi investigada através das técnicas de
nanoprecipitacdo e nanoemulsio. Apenas o método de nanoemulsdo foi bem-sucedido para a
obtencdo de NPs contendo o PTX, sendo que a formulagdo com os melhores pardmetros
demonstrou NPs com 60+£10% de eficiéncia de encapsulagdo do PTX, com tamanho médio de
208+8 nm, indice de polidispersividade (PDI) de 0,18+0,08 e potencial Zeta de -10£3 mV. As NPs
obtidas apresentaram estabilidade ao longo de duas semanas, conforme monitoramento por DLS,
além de uma morfologia esférica e uniforme em imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV). Ensaios de viabilidade celular utilizando células A549 revelaram que as nanoparticulas
brancas exibiram biocompatibilidade, enquanto os sistemas contendo PTX apresentaram um efeito
citotoxico esperado. Portanto, nanossistemas poliméricos t€m potencial significativo para aumentar
a eficacia e reduzir os efeitos adversos da quimioterapia contra o cancer de pulmao, indicando um

caminho em dire¢do a terapias oncologicas inteligentes e seguras.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga de incidéncia mundial, que surge de mutacdes genéticas que alteram
o comportamento da célula, transformando-a numa célula cancerosa [1]. Dos mais de 100 tipos de
cancer, no Brasil, o de pulmio foi o terceiro de maior incidéncia entre os homens e o quarto entre as
mulheres, desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma (Non-Melanoma Skin Cancer - NMSC),
conforme os dados de 2023 do Instituto Nacional de Céancer (INCA) [1]. Globalmente, segundo
estimativas de 2020 da International Agency for Research on Cancer (IARC), o cancer de pulméo ¢
o terceiro mais incidente e o de maior mortalidade, também excluindo o NMSC [2]. Seu alto indice
de mortalidade se deve ao fato de ser majoritariamente diagnosticado em estagios avangados do

tumor, o que diminui consideravelmente o tempo de sobrevida do paciente [1].

Atualmente, as principais formas de tratamento sdo a quimioterapia, radioterapia e ressec¢ao
cirargica [3]. Entre os quimioterapicos mais utilizados para tratar o cancer esta o paclitaxel (PTX)
(figura 1), cuja acdo antineoplasica foi descoberta em 1979, sendo utilizado posteriormente contra
diversos tipos de cancer, sobretudo o de mama, bexiga e pulmio de células ndo pequenas

(Non-Small Cell Lung Cancer - NSCLC) [4, 5].

0
0
e\ 1/
H .O M H 0 -
0
=0
L)

Figura 1 - Estrutura quimica do Paclitaxel: um diterpenoide tetraciclico proveniente do Teixo do Pacifico
(Taxus brevifolia), comercializado sob a marca Taxol® e outras [6].

Este composto possui origem natural e age se ligando as tubulinas, impedindo a

despolimerizagdo dos microtibulos, prejudicando, assim, a mobilidade do citoesqueleto das células



afetadas [4, 5]. A quimioterapia, porém, resulta numa série de efeitos colaterais, devido a falta de
especificidade dos tarmacos [7], o que debilita ainda mais os pacientes. Além disso, o PTX possui

baixa solubilidade em meio aquoso [5], dificultando a sua biodisponibilidade no organismo.

Com isso em vista, o estudo de alternativas que minimizem os efeitos negativos e
potencializem a especificidade do tratamento s3o essenciais. Dessa forma, a nanotecnologia
possibilita a otimizacdo da terapia contra o cancer, buscando diminuir a toxicidade dos farmacos e
promover uma entrega direcionada e controlada ao alvo [8]. Para isso, diversos materiais sdo
testados para estruturar as nanoparticulas (NPs) responsaveis por carrear as moléculas de interesse.
Um material que se destaca para essa composi¢do € o poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA)
(figura 2), por ser biodegradavel, biocompativel e aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) [8]. O PLGA ¢ formado por dois mondmeros, acidos latico e glicdlico, caracterizando-o
como um copolimero, sendo os produtos de sua hidrolise passiveis de serem metabolizados pelo
proprio organismo humano [8]. Outra vantagem ¢ a sua eficiéncia em encapsular farmacos
lipofilicos, como ¢ o caso do PTX [5, 8]. Portanto, o desenvolvimento de NPs de PLGA se mostra
bastante vantajoso, devido ao seu potencial de aumentar a biodisponibilidade do farmaco e reduzir

os efeitos colaterais dos métodos convencionais.
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Figura 2 - Estrutura quimica do PLGA. As letras n e m representam, respectivamente, o numero de
monomeros dos acidos latico e glicélico presentes no copolimero.

Diante disso, este projeto teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema
nanoestruturado a base do copolimero PLGA, contendo PTX, como uma alternativa para o
tratamento do cancer de pulmao. Para tal, os objetivos especificos incluiram a investigagdo das
técnicas de nanoprecipitagdo e nanoemulsdo para a sintese de nanoparticulas, visando a
caracterizagdo fisico-quimica do nanossistema otimizado. Ademais, a citotoxicidade dos
nanossistemas, com e sem PTX, foi avaliada in vitro, por meio do ensaio de viabilidade celular
utilizando uma linhagem tumoral proveniente de cancer de pulmdo. Esse conjunto de andlises ¢

fundamental para verificar a biocompatibilidade, a reprodutibilidade e a eficicia dos nanossistemas.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1.  Sintese de nanoparticulas

Os métodos de nanoprecipitacdo e emulsdo simples foram empregados para otimizar a
sintese das nanoparticulas de PLGA encapsulando o PTX. O processo de nanoprecipitagdo consiste
na dissolugdo do PLGA e PTX em solvente organico, que deve ser rapidamente injetado em uma
solugdo aquosa contendo surfactante, sob agitacdo magnética constante. J4 na técnica de
nanoemulsdo as solugdes organica e aquosa sdo misturadas sob agitacdo com um sonicador de ponta
(Ultrasonic Cleaning, Soni-tech). Nos dois métodos, ilustrados na figura 3, a mistura ¢ mantida sob

agitagdo magnética constante para evaporagdo do solvente organico e estabilizagdo das NPs.
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Figura 3 - Esquema de sintese de nanoparticulas por nanoprecipitagdo (A) e nanoemulsdo (B): (I)
solubilizagdo de PLGA+PTX em solugdo orgénica; (II) adicdo da solugdo organica na solugdo aquosa sob
agitacdo magnética em (A) ou em sonicador de ponta em (B); (III) etapa final, deixar em agitagdo para
evaporacdo do solvente orgénico.

Pelo método de nanoprecipitacdo, foram verificadas treze formulagdes (T1 a TI13),
variando-se a propor¢do entre fase orgdnica e aquosa, tipo ou concentra¢cdo dos reagentes e a
temperatura da amostra, que estdo apresentadas na tabela 1. Em todos os testes o Pluronic® F-127
foi utilizado como agente emulsificante na fase aquosa. Os solventes organicos utilizados foram
acetonitrila, acetona e dimetilformamida (DMF), sendo que o volume aplicado variou de 1 a2 mL

por teste, de forma a obter a concentragdo final desejada de PLGA. Além disso, nas sinteses T6, T7



e T7.1 foi utilizado o PLGA 50:50, enquanto nas demais se utilizou o 85:15 (propor¢do acido
latico:acido glicdlico). O volume de fase orgénica inserida na fase aquosa foi sempre mantido em 1
mlL., variando-se apenas o volume da fase aquosa. Na etapa de agitacdo as amostras foram deixadas
por cerca de 1 hora e 30 minutos para evaporagdo do solvente, com exce¢do do DMF, que néo é
volatil e foi deixado por aproximadamente 20 minutos. Ademais, as sinteses T1 a T9 foram
realizadas a temperatura ambiente (25°C), enquanto as sinteses T10 a T13 foram realizadas apds a
fase aquosa atingir a temperatura de 35 a 38°C.

Tabela 1 - Parametros investigados nas sinteses das nanoparticulas por nanoprecipitagao.

PLGA PTX Solvente Fase aquosa
. Temperatura
Tipo (mg/mL) (mg) organico (% m/v) (mL)
T1 85:15 5 1 acetonitrila 2 2
T2 85:15 10 1 acetonitrila 2 2
T3 85:15 5 1 acetonitrila 2 4
T4 85:15 10 - DMF 2 4
TS 85:15 10 - acetona 2 4
T6 50:50 10 - DMF 2 4 ambiente
T7 50:50 10 - acetonitrila 2 4
T7.1 50:50 10 1 acetonitrila 2 4
T8 85:15 5 - acetonitrila 1 4
T8.1 85:15 5 1 acetonitrila 1 4
T9 85:15 10 - acetona 1 5
T9.1 85:15 10 1 acetona 1 5
T10 85:15 5 - acetonitrila 1 4
T10.1 85:15 5 1 acetonitrila 1 4
T11 85:15 5 - DMF 2 4 35 a38°C
T11.1 85.15 5 1 DMF 2 4
T12 85:15 10 | acetonitrila 5 4
T13 85:15 10 1 DMF 10 4



Em seguida, foram avaliadas seis formulagdes (T14 a TI19) utilizando a técnica de
nanoemuls@o simples com evaporagdo de solvente, analisando-se a propor¢do entre fase orgénica e
aquosa, o tipo e a concentragdo de PLGA e de surfactante, além da amplitude de sonicagio,
conforme apresentado na Tabela 2. A sintese T14 foi a unica cuja nanoemulsdo utilizou o
surfactante Pluronic® F-127, que foi substituido por alcool polivinilico (PVA) nas demais
formulagdes (T15 a T19). Na sintese T16, a amplitude de sonicacdo foi de 30%, enquanto nas
outras foi de 40%. Além disso, nessa mesma amostra, a concentragdo de PVA foi de 1% m/v,
enquanto nas demais foi de 2% m/v. O tempo de sonicagdo nas sinteses T14 a T16 foi de 1 minuto,
com um volume de fase orgéanica de 1 mL em cada uma, exceto na T17, que foi realizada com 2
mL. Ademais, a partir da amostra T17, foi aplicada uma sonicag@o de 30 segundos na fase organica
isoladamente, seguida de 1 minuto de sonicag¢do junto a fase aquosa. Por fim, foram analisadas
concentragdes de 5 mg/mL de PLGA (85:15) nas sinteses T17 ¢ T18 e de 10 mg/mL nas demais. O
tempo de agitagdo apds a sonicacdo foi semelhante ao do método de nanoprecipitagdo, variando

entre 1h e 1h30min.

Tabela 2 - Parametros investigados nas sinteses das nanoparticulas por nanoemuls&o.

PLGA PTX Cloroféormio Fase aquosa Amplitude de
Tipo (mg/mL) (mg) (mL) Surfactante % m/v =~ (mL) sonfcagdlo
T14 85:15 10 1 1 Pluronic® 1 4 40%
T15 85:15 10 1 1 PVA 2 4 40%
T16 85:15 10 1 | PVA 1 4 30%
T17*  85:15 5 1 2 PVA 2 4 40%
T18*  85:15 5 1 1 PVA 2 4 40%
T19*  85:15 10 1 1 PVA 2 4 40%

* A fase organica das amostras T17-19 foi submetida a 30 segundos sonicagdo antes da adi¢do da fase
aquosa. Logo apos, a fase aquosa foi adicionada, e a mistura passou por mais 1 minuto de sonicagéo.

Apds a sintese, a amostra melhor avaliada foi selecionada (T18) e submetida a uma
ultracentrifuga¢do a 35.000 rpm por 30 minutos, utilizando uma ultracentrifuga Optima MAX-XP
(Beckman Coulter, EUA), a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido para a medida indireta

de eficiéncia de encapsulagdo e a amostra foi ressuspendida em 4 mL de PBS.



2.2, Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e célculo da eficiéncia de

encapsulacdo (EE)

Para avaliar a eficiéncia de encapsulacdo do PTX pelas NPs, utilizou-se a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinar a concentragdo de PTX no
sobrenadante e calcular indiretamente a EE. A obtengdo dos dados foi realizada com o sistema
Agilent 1260 Infinity II LC (Agilent, Santa Clara, Califérnia, EUA), e a analise dos dados, pelo
software OpenLab. O sistema empregou uma fase modvel composta por dgua deionizada e
acetonitrila (55:45, v/v, J.T.Baker) ¢ uma coluna de fase reversa Poroshell 120 EC-C18 (100 x 4,6
mm, 4 um). O volume de inje¢do foi ajustado para 60 pL., com uma taxa de fluxo de 1,1 mL/min e
temperatura de 40°C. Realizou-se uma medida preliminar em um espectrometro UV-Vis (U-2900,
Hitachi, China) no intervalo de 190 a 600 nm, identificando um pico de absorbancia de PTX a 227.,4
nm. Uma solugéo estoque de PTX (1 mg/mL) em acetonitrila foi utilizada para preparar as dilui¢oes
da solug¢do de trabalho. A partir dessa solu¢do padrio, construiu-se um grafico de regressdo linear,
cuja equacdo foi utilizada para calcular a concentragdo de PTX no sobrenadante coletado ao final da

sintese, apos analise por HPLC.

Posteriormente, o valor médio da concentragdo de PTX no sobrenadante ([PTX ] prenadante) € @
concentragdo total de PTX utilizada na sintese inicial ([PTX],,i) foram empregados para calcular a
porcentagem de EE, conforme demonstrado na equagdo abaixo. Esse resultado foi entdo utilizado

para calcular a concentragdo molar aplicada nos ensaios de viabilidade celular subsequentes.

[PTX] . = —[PTX]
% EE — inicial

sobrenadante
[PTX] x100

inicial

2.3.  Caracteriza¢do das NPs

Os dados de caracterizagdo das NPs foram obtidos a partir de duas amostras brancas
(NPBR) e trés contendo PTX (NPPTX). Assim, os valores finais representam a média entre as
amostras de NPBR e de NPPTX, visando obter dados para o calculo do desvio padrio das

caracteristicas fisico-quimicas, além de avaliar a reprodutibilidade da metodologia de sintese.

2.3.1.  Dispersdo dinamica da luz (DLS), potencial zeta e analise de rastreamento de

nanoparticulas (NTA)

O diametro hidrodindmico médio e o indice de polidispersidade (PDI) das NPs foi medido

com base na dispersdo dindmica da luz (Dynamic Light Scattering - DLS) utilizando o Zetasizer



(Malvern espectrometro Nano ZS - Malvern Instruments, UK), com angulo de dispers@o de 90° e
temperatura igual a 20°C. Para tanto, as amostras foram diluidas 100x em dgua deionizada a
temperatura ambiente. O potencial zeta (PZ) também foi medido no Zetasizer, que aplica uma
mobilidade eletroforética sob um campo elétrico, utilizando a mesma suspensdo diluida
anteriormente. Adicionalmente, as NPs tiveram o seu tamanho médio e concentragdo medidos
através da andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) utilizando o NanoSight NS300
(Malvern Panalytical Instruments). Para isso, as amostras foram diluidas 1000x em dgua deionizada

em temperatura ambiente.
2.3.2.  Estabilidade das nanoparticulas

As NPs tiveram o seu tamanho médio, PDI e potencial zeta monitorados no Zetasizer ao
longo de 6 semanas, sendo analisadas com intervalos de uma a quatro semanas ao longo do periodo,

com o objetivo de avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas.
2.3.3.  Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A caracterizagdo da morfologia das NPs foi realizada por microscopia eletronica de
varredura (MEV) utilizando o microscopio eletronico de varredura ZEISS (SIGMA). Previamente,
as amostras de NPs foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos para remoc¢do do PBS e
posterior ressuspensdo em agua deionizada. Para a analise, uma lamina de silicio polido foi fixada a
um stub com fita dupla face de carbono condutora. Sobre a ldmina de silicio, foram adicionados 10
uL da solug¢do de nanoparticulas diluida 100x em agua deionizada, sendo esta deixada para secar a

vacuo. Finalmente, as imagens foram geradas por MEV utilizando um feixe de elétrons de 2 kV.
2.4.  Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Foram realizados testes in vitro para estimar o efeito das nanoparticulas na viabilidade das
células A549, uma linhagem celular de cancer de pulmao. Para tanto, as células em meio de cultivo
com soro foram adicionadas em placas de 96 pocos e apds 24 horas de incubacdo em estufa, foram
expostas a diferentes concentra¢des das nanoparticulas, incubando-se novamente as células durante
24h. As concentragdes foram previamente calculadas utilizando o valor de EE, de forma que a
concentragdo de PTX fosse igual na solug¢do de farmaco livre e na suspensdo de NPPTX (0, 1, 10,
100 ¢ 1000 nM). Ademais, as amostras de NPBR ¢ de PBS foram adicionadas em numero de

particulas € volume equivalentes a quantidade de NPPTX (0, 107, 10% 10° e 10" NPs/mL,



respectivamente). Apos o periodo de exposi¢do de 24h e 72h, foi realizada a quantificagdo da
viabilidade celular através do método colorimétrico por reducdo do tetrazolio MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-brometo de difeniltetrazolio]. A leitura das placas foi realizada por

absorbancia a 570 nm no SpectraMax® M3.

3. RESULTADOS
3.1.  Sintese de nanoparticulas por nanoprecipitagio

A técnica de nanoprecipitacdo se aplica para a construgdo de nanoparticulas poliméricas
capazes de encapsular compostos lipofilicos, como é o caso do paclitaxel (PTX). Além disso, outras
vantagens deste método consistem na sua boa reprodutibilidade em laboratorio e capacidade de ser
produzida em escala industrial [9]. Aqui nds investigamos treze formulagGes diferentes para a
sintese das nanoparticulas por essa técnica (tabela 1), em busca da formulagdo mais efetiva para a
encapsulacdo do PTX. As primeiras sinteses, T1 a T3, foram realizadas adicionando o PTX nas
formulagdes. A amostra T1 foi analisada via DLS, apresentando tamanho em torno de 300 nm e
PDI 0,6, o que indica uma alta polidispersividade e um tamanho quase o dobro do esperado [10]. As
amostras T2 e T3 formaram um precipitado com aspecto brilhoso disperso na solucdo aquosa,

indicando a nfo efetividade do método de sintese.

Em seguida, testamos sinteses sem o PTX e alterando o solvente organico para DMF (T4) e
para acetona (T5). Nas duas sinteses também ocorreu a formagdo de um precipitado, principalmente
na T35, indicando que essas condig¢des de sintese mais uma vez ndo sdo as mais efetivas para a
obten¢do das nanoparticulas. As sinteses T6 e T7 tiveram entdo o tipo de PLGA substituido para o
50:50, sendo o T6 repetido com DMF e o T7 com a acetonitrila. Destas, ambas resultaram em
nanoparticulas homogéneas, com PDI préximo de 0,1, e didmetro médio em torno de 60 nm em T6
e de 124 nm em T7. Como o PTX ¢ uma molécula relativamente grande, cujo peso molecular é
853.,9 g/mol [6], selecionamos a metodologia que apresentou maior tamanho, T7, para adicionar o
PTX, conforme descrito para o teste T7.1, visando um maior rendimento na encapsula¢do. No
entanto, os resultados novamente indicaram que a metodologia de sintese ndo é aplicavel para a
produgdo de NPs contendo este farmaco, cujo tamanho e PDI foram respectivamente, de 434 nm e
0,7. Na sequéncia, realizamos as sinteses T8 e T9, na auséncia do PTX, e T8.1 ¢ T9.1, adicionando

o PTX. Visualmente, as amostras na auséncia do farmaco apresentaram aspecto homogéneo.
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Entretanto, T8.1 e T9.1 apresentaram novamente a formag¢@o de um precipitado disperso na solucéo

aquosa apos a evaporagdo do solvente organico, indicando a ndo encapsulagdo do PTX.

A temperatura foi o préximo pardmetro investigado como uma possivel interferéncia na
formag¢do do precipitado nas sinteses. Assim, as sinteses T10 e T11 foram realizadas sob
temperatura de 35 a 38 °C, bem como os respectivos pares e outras duas formulagdes semelhantes
contendo PTX, T10.1, T11.1, T12 e T13. As amostras sem o farmaco foram obtidas com o aspecto
almejado, sendo que T11 apresentou tamanho em torno de 56 nm e 0,1 em PDI. Porém, naqueles
contendo o farmaco houve, mais uma vez, a formagdo de um precipitado, ndo sendo possivel obter
uma metodologia efetiva de sintese pela técnica de nanoprecipitagdo. Portanto, neste estudo a

metodologia de sintese por nanoprecipitagdo segue como um desafio a ser superado.
3.2.  Sintese de nanoparticulas por nanoemulsdo

A técnica de nanoemulsdo simples com evaporagdo do solvente foi empregada com o
objetivo de otimizar o nanossistema, focando principalmente no aumento da EE, sem comprometer
as caracteristicas fisico-quimicas desejaveis. Neste estudo, foram avaliadas seis formulagdes (T14 a
T19), cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2. Dentre as sinteses realizadas, a formulagdo
T18 foi selecionada como a mais promissora, devido aos melhores resultados em termos de
tamanho, indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta. A formulacdo T14 apresentou formacao
de precipitado, 0o que motivou a substituigio do surfactante Pluronic® por PVA nas sinteses
subsequentes. Nas formulagdes T15 e T16, foram testadas concentracdes de 2% e 1% m/v de PVA,
respectivamente, além de uma redu¢do da amplitude de sonicagdo de 40% para 30% em T16. A
amostra T15 apresentou um tamanho médio de 210 nm, PDI de 0,15 e potencial zeta de -21 mV
logo apos a evaporacdo do solvente, ainda em solug¢do aquosa contendo PVA, com um PDI que

indica um perfil monodisperso e um tamanho préximos da literatura [10-12].

Posteriormente, realizamos a sintese T17 com o dobro do volume da fase organica, com o
objetivo de verificar o efeito da mudancga na proporcdo entre as fases aquosa e organica, alterando-a
de 1:4 para 1:2. No entanto, essa modifica¢do resultou na separacdo de fases ao final da sonicagao,
tornando a mistura heterogénea, o que ndo ¢ desejado. Em vista disso, retomamos as condi¢des
utilizadas em T15, adicionando 30 segundos de sonicag@o a fase organica isolada e comparando as
concentragdes de 5 e 10 mg/mL de PLGA nas sinteses T18 e T19, respectivamente. Ambas as

formulagdes foram analisadas no Zetasizer imediatamente apds a evaporacdo do solvente, ainda em
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solugdo aquosa contendo PVA. A formulacdo T18 apresentou um didmetro médio de 201,4 nm, PDI
de 0,14 e potencial zeta de -30,3 mV, enquanto a T19 apresentou valores de 235,8 nm, 0,09 e -28,6
mV, na mesma ordem. Dessa forma, o fator determinante na escolha da formulagdo foi o menor

tamanho, uma vez que as demais caracteristicas foram equivalentes entre si.
3.3.  Caracterizagdo das nanoparticulas

Apdés a selecdo da sintese T18, realizamos a caracterizagdo completa das NPs,
subsequentemente a centrifugacdo e ressuspensdo em PBS. Os valores obtidos para NPPTX e
NPBR antes do revestimento estdo apresentados na Tabela 3 e mostraram-se estatisticamente
equivalentes entre si. A concentra¢do das NPs esta dentro do esperado, na ordem de 10" [11], assim
como o tamanho, que foi determinado em 208+8 nm pelo DLS e 174+£2 nm pelo NTA para a
NPPTX, com valores equivalentes para NPBR. Essa discrepancia nos tamanhos entre o DLS e o
NTA ¢ atribuida as particularidades técnicas de cada equipamento, que oferecem andlises
complementares. A técnica de DLS € mais sensivel para a deteccdo de NPs maiores, pois considera
a intensidade da luz espalhada pelo movimento browniano das particulas, a qual é proporcional a
sexta poténcia do didmetro das NPs [13, 14]. Isso implica em uma superestimag@o do tamanho de
NPs maiores, uma vez que o espalhamento de luz aumenta com o didmetro [13, 14]. Em
contrapartida, o NTA mede o movimento browniano das NPs individualmente, utilizando um
sistema de alta resolucdo para a detec¢@o do espalhamento de luz [14]. Assim, essas caracteristicas
explicam por que as NPs medidas pelo DLS apresentam um didmetro médio cerca de 40 nm maior

do que o obtido pelo NTA.

Tabela 3 - Resultados de caracterizagdo das NPs suspensas em PBS, antes do revestimento com MC, quanto
a eficiéncia de encapsulagdo (EE), concentragéo (particulas/mL), didmetro médio (nm), indice de
polidispersdo (PDI) e carga superficial (mV).

NTA DLS
% EE PZ (mV)
(particulas/mL) (nm) (nm) PDI
NPBR i (1,1+0,6)-10" 17043 210420  0,20+0,10  — 1043
NPPTX 60+10 (1,140,2)-10" 17442 208+8  0,1840,08  — 1043

O PDI, com valor em torno de 0,2, indica uma homogeneidade de tamanho na suspensao das
NPs, considerando que o intervalo de leitura varia de 0,1 a 1, representando, respectivamente, os

extremos monodisperso e polidisperso. A partir da analise por HPLC, calculamos uma %EE de
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60+£10%, valor compativel com estudos anteriores. Um destes estudos relatou uma eficiéncia de
encapsulamento de 60,55+£3,6% para uma NP de PLGA (50:50) contendo PTX [12], sob condicdes
de sintese semelhantes as utilizadas neste estudo. Por fim, as medi¢des de PZ resultaram nos valores
de -10+3 mV para a NPPTX e para a NPBR. A relevancia do PZ consiste na avaliacdo da
estabilidade fisica das NPs, visto que ele promove a repulsdo eletrostatica entre as particulas. Além
disso, o PZ ¢ um pardmetro importante para a interagdo com membranas celulares [12].
Adicionalmente, a carga negativa das NPs pode ser atribuida a dissocia¢do dos grupos carboxilicos

terminais dos monomeros de acido latico presentes no PLGA [15].
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Figura 4 - Graficos de estabilidade de NPPTX e de NPBR. O tamanho hidrodindmico médio, indice de
polidispersdo (PDI) e carga superficial (Potencial Zeta) foram monitorados nos periodos de 0, 1, 2, ¢ 6
semanas apos a sintese das nanoparticulas.

Na figura 4, s@o exibidos os graficos de estabilidade das NPs em relag@o ao tamanho, PDI e
potencial Zeta, essenciais para estimar a durabilidade da integridade das NPs. Os resultados indicam
que ambas as NPs (NPBR e NPPTX) mantiveram-se estaveis durante as duas primeiras semanas,
com os valores de tamanho se mantendo constantes e o PDI exibindo uma diminui¢do durante a

primeira semana, sugerindo maior homogeneidade. No entanto, na segunda semana, o PDI
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apresentou um aumento consideravel para a NPPTX, passando de 0,3, sinalizando uma perda de
estabilidade na formulacdo. Apesar da NPBR ndo apresentar a mesma diferenca na segunda
semana, ¢ possivel notar o mesmo perfil crescente no PDI entre a primeira e sexta semanas, o que
reflete também no tamanho de ambas as nanoparticulas. Entretanto, ndo houve formagdo de

precipitados, mesmo com o aumento da polidispersidade.

O potencial Zeta apresentou pequenas flutuagdes até a segunda semana, com uma variagdo
significativa na sexta semana, o que confirma perda de estabilidade. Essa grande variagdo na carga
apds a segunda semana pode indicar que o PBS, meio de armazenamento das NPs, esteja
fornecendo contra-ions que desestabilizam a carga superficial das NPs, resultando no aumento do
desvio padrdo do potencial Zeta. Consequentemente, isso pode induzir a perda da repulsio
eletrostatica entre as NPs, facilitando seu agregamento. No entanto, as causas intrinsecas a esse

efeito ainda precisam ser melhor investigadas nesta pesquisa.

Figura 5 - Imagens obtidas por MEV das NPs, demonstrando alguns valores de tamanho obtidos por meio
desta técnica: 216,8 ¢ 130,6 nm (NPBR); ¢ 149,6 ¢ 128,7 nm (NPPTX).

As imagens obtidas por MEV da NPBR e da NPPTX s#o exibidas na figura 5, que mostram
uma morfologia esférica, com superficie uniforme e medidas de didmetros de 216,8 ¢ 130,6 nm para
NPBR e 149,6 ¢ 128 nm para NPPTX, nas imagens expostas na figura. Essas medidas resultantes
do MEV, realizadas com amostras secas, oferecem alta resolu¢do na imagem, gerando dados bem
acurados, como uma boa precisdo no tamanho. Apesar disso, foi possivel observar que, em média,

os valores de tamanho corroboram com as andlises realizadas pelas técnicas de DLS e NTA.

Um fator importante para a avaliagdo desses resultados é o conhecimento a respeito do

microambiente tumoral. Ele é naturalmente favoravel ao direcionamento passivo das nanoparticulas
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devido ao efeito de permeabilidade e retencdo aprimorada (EPR), uma vez que o estimulo a
angiogénese ¢ caracteristico de tumores malignos para ter mais acesso ao oxigénio e nutrientes [16].
Para além, nanoparticulas com didmetro entre 20 e 200 nm s@o capazes de se acumular no espaco
intersticial, o que € beneficiado pela vascularizacdo atipica, cuja permeabilidade é aumentada, pela
deficiéncia de tecido linfitico no microambiente tumoral [16]. Portanto, grande parte das NPs
obtidas neste estudo estdo dentro da faixa de tamanho adequado para se acumular no microambiente

tumoral.
3.4. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Os nanossistemas foram avaliados in vitro no modelo celular A549, derivado de cancer de
pulm3o humano, mediante o ensaio de MTT. Este teste consiste na analise colorimétrica
quantitativa baseada na reacdo de redug¢do do MTT (amarelo) em cristais de Formazan (roxo), que
ocorre na mitocondria de células vidveis [17]. A figura 6 mostra os resultados de viabilidade celular
obtidos por meio deste ensaio nos periodos de 24 e 72h apos o tratamento com NPBR, NPPTX e
PTX em diferentes concentracdes. No intervalo de 24h ndo houve uma redugdo significativa na
viabilidade para a concentra¢do de 1 e 10 nM, seguido por uma redugdo de 20% a 25% para 100 e
1000 nM, para NPPTX. Neste mesmo tempo, o farmaco livre causou uma reducdo de

aproximadamente 50% na viabilidade entre 10 e 100 nM.

24h 72h

Bm NPBR
mm NPPTX
mm PTX

Viabilidade celular (%)
Viabilidade celular (%)

0 1 10 100 1000 0 1 10 100 1000

Concentracao (nM) Concentracao (nM)

Figura 6 - Graficos de viabilidade celular de 24h e 72h. Os nanossistemas NPBR ¢ NPPTX, além do
farmaco livre (PTX), foram testados em 5 concentra¢des de PTX diferentes (0, 1, 10, 100 e 1000 nM), as
quais possuem concentragdes de NPs correspondentes para as NPBRs (0, 107, 108 10° ¢ 10'© NPs/mL,
respectivamente).

Por outro lado, no periodo de 72h foi notavel a reducdo na viabilidade, que ocorreu
gradualmente da menor para a maior concentragdo de farmaco, para NPPTX e PTX. As NPs com

PTX demonstraram perda de 50% da viabilidade entre 1 e 10 nM, enquanto o PTX reduziu mais da
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metade do nimero de células na menor concentragdo testada, em 72h. Por fim, as NPs brancas ndo
causaram citotoxicidade relevante em nenhuma das concentragdes e tempos testados, inclusive
sugere o aumento da viabilidade celular, indicando biocompatibilidade com as células, caracteristica
desejavel para essas nanoparticulas. Apesar disso, o efeito que proporcionou o aumento nos valores
de viabilidade necessita de andlises complementares que verifiquem suas possiveis causas.
Ademais, a perda de viabilidade mais expressiva em 72h, em comparagdo com 24h, pode indicar
uma liberagdo controlada do farmaco para as células, o que favorece o aumento da sua
biodisponibilidade e a protecdo do farmaco a degradacdo do meio. Porém, essas caracteristicas
devem ser melhor investigadas por ensaios de liberagdo do PTX, para verificar o perfil de liberacéo

do farmaco das NPs ao longo do tempo.

Um estudo publicado este ano [10], realizado também com NPs de PLGA contendo PTX
testadas in vitro contra células A549, demonstraram que para a concentragdo de 3 pg/mL (3513 nM)
houve uma diminui¢do proxima de 50% na viabilidade para NPs com PTX no periodo de 24h de
incubagdo. Para uma concentra¢do 10 vezes menor, a redugo foi em torno de 20%. Isso indica que
0s nossos resultados estdo coerentes, visto que na concentracdo de 1000 nM obtivemos uma perda

de viabilidade de 25%, intermediaria aos dois valores observados no estudo.

4. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

As sinteses das nanoparticulas mostraram resultados positivos para as NPs sem o paclitaxel,
mas ainda ndo obtivemos condi¢des favoraveis para o encapsulamento desse farmaco pela técnica
de nanoprecipitagdo, sendo necessario o aprimoramento da metodologia de encapsulagdo pelas
mudangas de parametros. Entretanto, por meio da técnica de nanoemulséo foi possivel encapsular o
PTX de forma satisfatoria, obtendo uma eficiéncia maior que 50%. Os demais resultados de
caracterizagdo confirmam que a metodologia utilizada ¢ adequada para preparar nanoparticulas,
mantendo um tamanho conveniente para captagdo celular, mas com uma desestabilizagdo a partir da
segunda semana, que ainda deve ser melhor investigada, para entendimento e aumento da
estabilidade. Adicionalmente, os resultados in vitro demonstram a biocompatibilidade das
nanoparticulas em células epiteliais, uma vez que as NPs brancas ndo apresentaram citotoxicidade,
mesmo na maior concentra¢do testada. Em contraste, as NPs contendo PTX exibiram o efeito
citotoxico esperado, com a diminui¢do gradual na viabilidade das células e demonstrando a

liberagdo controlada do farmaco, mas que ainda necessita de ensaios de liberacdo que confirmem
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essa caracteristica. Em suma, este estudo fornece evidéncias de que a nanotecnologia ¢ uma
abordagem promissora para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de tumores

pulmonares, sendo necessario seu continuo aprimoramento.
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