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RESUMO

O cancer de colo de utero representa um problema de saude publica no Brasil
caracterizado frequentemente por diagndsticos em estagios avancados que
comprometem o prognéstico clinico e elevam os custos do sistema publico de saude.
O tratamento para carcinomas avangados pode envolver a administragao sistémica
da cisplatina, um quimioterapico com 6tima mecéanica farmacologica, porém que
apresenta indice terapéutico limitado pela ocorréncia de efeitos colaterais sistémicos
graves e pelo desenvolvimento de resisténcia tumoral. Diante desse cenario, a
nanomedicina tem estudado maneiras de otimizar o direcionamento do farmaco
especificamente para o microambiente tumoral. Este trabalho introduz os conceitos
da nanomedicina e apresenta uma analise comparativa de trés plataformas
nanométricas documentadas na literatura cientifica para a entrega de cisplatina em
linhagens de carcinoma cervical HelLa. Os trabalhos envolvem lipossomas
peguilados direcionados por estrona, nanoparticulas poliméricas de PLGA em
regime de co-entrega, e nanoparticulas de silica mesoporosa funcionalizadas com
grupos carboxila. Os resultados revelaram que a natureza quimica de cada matriz
traga perfis biologicos e fisico-quimicos distintos. Os lipossomas ES-SSL-DDP
apresentaram a maior poténcia citotoxica in vitro, aumentando em 169,6 vezes na
eficacia em comparacao ao farmaco livre, impulsionados pelo direcionamento ativo
de estrona via receptores de estrogénio nas células HelLa. Por sua vez, as MSNs-C
demonstraram superioridade quantitativa nos parametros de carregamento eficiéncia
de encapsulamento aproximada de 63,7% e capacidade de carga de 11,3%. Além
disso exibiram liberagdo altamente responsiva ao pH mais acido, garantindo a
protecao do farmaco sob condigdes fisiologicas neutras. As nanoparticulas de PLGA
viabilizaram um efeito terapéutico sinérgico na indugdo de apoptose quando
combinadas a silibinina, embora carecam de dados de captacgao celular direta. Sob
0 aspecto da estabilidade coloidal, a nanoparticula polimérica de PLGA exibiu o
maior modulo de potencial zeta negativo de -59 mV. Em suma, os nanocarreadores
analisados evidenciam um potencial notavel para superar as limitagdes da
quimioterapia classica.

Palavras-chave: cancer cervical, cisplatina, nanoparticula, PLGA, silica
mesoporosa, lipossoma.



ABSTRACT

Cervical cancer represents a public health problem in Brazil, frequently characterized
by diagnoses in advanced stages that compromise the clinical prognosis and raise the
costs of the public healthcare system. Treatment for advanced carcinomas may involve
the systemic administration of cisplatin, a chemotherapeutic agent with excellent
pharmacological mechanics, whose therapeutic index is, however, limited by the
occurrence of severe systemic side effects and the development of tumor resistance.
Faced with this scenario, nanomedicine has studied ways to optimize drug targeting
specifically to the tumor microenvironment. This work introduces the concepts of
nanomedicine and presents a comparative analysis of three nanoplatforms
documented in the scientific literature for the delivery of cisplatin in HeLa cervical
carcinoma cell lines. The studied works involve estrone-targeted PEGylated
liposomes, polymeric PLGA nanoparticles in a co-delivery regimen, and mesoporous
silica nanoparticles functionalized with carboxylic groups. The results revealed that the
chemical nature of each matrix outlines distinct biological and physicochemical
profiles. ES-SSL-DDP liposomes showed the highest in vitro cytotoxic potency,
increasing efficacy by 169.6-fold compared to the free drug, driven by active targeting
of estrone via estrogen receptors in HelLa cells. In turn, MSNs-C demonstrated
quantitative superiority in loading parameters, with an approximate encapsulation
efficiency of 63.7% and a loading capacity of 11.3%. In addition, they exhibited highly
responsive release at more acidic pH, ensuring drug protection under neutral
physiological conditions. PLGA nanopatrticles enabled a synergistic therapeutic effect
in inducing apoptosis when combined with silibinin, although they lack direct cellular
uptake data. Regarding colloidal stability, the PLGA polymeric nanoparticle exhibited
the highest negative zeta potential module of -59 mV. In summary, the analyzed
nanocarriers demonstrate remarkable potential to overcome the limitations of classical
chemotherapy.

Keywords: cervical cancer, cisplatin, nanoparticle, PLGA, mesoporous silica,
liposome.
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1.INTRODUGAO
Dados coletados pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) indicaram que o

cancer de colo de utero no Brasil tem demonstrado um panorama de curva crescente
registrando por volta de 19,3 mil novos casos anuais da doenga ao longo dos proximos
trés anos.'?3 Esse valor epidemioldgico representa um aumento significativo de
aproximadamente 14% em comparagao aos estudos de monitoramento realizados
anteriormente pelo mesmo instituto, cujas previsdes encontravam-se em pouco mais
de 17 mil ocorréncias por ano.?3

Dado os grandes numeros de casos estimados, o governo brasileiro tem
adotado métodos como campanhas de conscientizacao e disponibilizagao de vacinas,
que sao oferecidas pelo Programa Nacional de Imunizagdes (PNI) para imunizagéo
primaria.'* A vacina disponibilizada pelo sistema Unico de saude (SUS) é uma
quadrivalente que previne a infecgao pelos tipos de HPV 6, 11, 16 e 18, sendo os dois
ultimos responsaveis por mais de 70% dos casos de cancer do colo do utero.*°

Além da disponibilizagdo dessas vacinas, o SUS também possui programas de
rastreamento para detecg¢ao precoce de lesdes precursoras e desde agosto de 2025
tem incorporado gradualmente o teste molecular de DNA-HPV como método de
rastreamento para mulheres de 25 a 64 anos como alternativa menos invasiva.%’

Analisando estes numeros de forma mais profunda e a partir de um recorte
voltado para as desigualdades socioecondmicas regionais e das falhas que ocorrem
estruturalmente nos programas de rastreamento preventivo no pais, regides
destacadas por menores indices de desenvolvimento humano e maior vulnerabilidade
assistencial, como o Norte e Nordeste, apresentaram um panorama de maior
severidade.®> Conforme apontam os levantamentos do INCA, nas regides Norte e
Nordeste, as taxas de incidéncia atingem marcas de 20,48 e 17,59 casos a cada 100
mil mulheres, respectivamente, o que classifica o carcinoma cervical como o segundo
tipo de neoplasia maligna mais frequente na populagao feminina local.?

A elevada taxa de mortalidade e o progndstico desfavoravel associados a essa
doenca no Brasil estdo diretamente relacionados ao diagndstico tardio, em que
aproximadamente 60% dos casos sdo diagnosticados em estagios avancados da
doenca.?

O crescimento evidenciado e previsto para os proximos anos atrelado ao
diagndstico tardio indica que independente dos protocolos adotados, as barreiras de

controle da patologia continuam a desejar no territério nacional.8?



Esse cenario dificulta significativamente as chances de sucesso do tratamento,
reduzindo as taxas de sobrevida dos pacientes e contribuindo para a menor
efetividade das terapias convencionais na pratica clinica brasileira. Além dos prejuizos
para os pacientes, o diagnostico tardio também gera um impacto expressivo no
sistema publico de saude, uma vez que o tratamento de casos avancados exige
procedimentos mais complexos e que aumentam consideravelmente os custos para o
Sistema Unico de Saude (SUS).8

Em relacdo ao tratamento, as terapias convencionais tendem a apresentar
maior eficacia quando empregadas nas fases iniciais da doencga.'®'" No entanto, os
meétodos mais utilizados, como a quimioterapia e a radioterapia, estdo associados a
efeitos adversos como nauseas, vOmitos, fadiga, alopecia, comprometimento da
fertilidade, toxicidade sistémica e lesdes em tecidos saudaveis adjacentes ao tumor
que podem impactar a qualidade de vida das pacientes.'>'31415 A principal causa
dessas complicagdes esta na baixa especificidade celular das terapias convencionais.
Tanto a quimioterapia quanto a radioterapia ndo atuam exclusivamente sobre as
células tumorais, afetando também células saudaveis do organismo, levando aos
efeitos adversos que comprometem a qualidade de vida dos pacientes.12.13.14.16.17

Sabendo das limitagbes dos tratamentos convencionais e o impacto deles nos
pacientes, se torna necessario a busca por estratégias terapéuticas mais seletivas,
capazes de atingir especificamente as células cancerigenas, e que diminuam os
efeitos colaterais. Os avangos na area da nanomedicina tém se destacado como uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras

utilizando nanoparticulas para o direcionamento de farmacos aos tumores.'7:18.19.20.21

2. CONTEXTUALIZAGAO TEORICA

2.1. CANCER CERVICAL, HPV E A ONCOGENESE

Para entender melhor os mecanismos bioldgicos que estédo por tras das novas
estratégias de tratamento, é importante primeiramente conhecer a estrutura do colo
do utero e as alteracdes celulares associadas ao cancer cervical. O cérvix é a regiao
mais estreita e inferior do utero que liga o canal vaginal ao corpo uterino
desempenhando papel importante na protegdo do Utero e na reprodugdo.?? O
carcinoma cervical se desenvolve quando a regiao do cérvix passa por um processo

biolégico que transforma as células normais em células cancerigenas, a oncogénese.



Esse processo o corre pelo contato dessas células com agentes cancerigenos que
podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos, causando mutagdes no DNA, fazendo as
células se multiplicarem de forma descontrolada em condi¢gdes préoximas a
imortalidade, dando origem ao tumor.?® Dessa forma, compreender como essas
alteragbes ocorrem € essencial para entender a progressédo da doenga e o
funcionamento das terapias propostas para seu tratamento.

O surgimento e o desenvolvimento desse tipo de cancer estdo diretamente
ligados a infeccdo persistente por tipos oncogénicos do Papilomavirus Humano
(HPV).#523 O virus além de ser um fator de risco isolado, também é classificado como
a causa central da doenca e, por isso, se torna um alvo de interesse para o
desenvolvimento de novas terapias.?3 Existem diversos subtipos na familia do HPV,
dentre eles estdo os gendtipos HPV16 e HPV18, que, como visto anteriormente, sdo
considerados de alto risco, tornando o interesse de construir sistemas focados no
combate a esses subtipos crescente devido a probabilidade de maior eficacia na
prevencgédo ou tratamento do carcinoma.4°23

O processo molecular que transforma a infecgao viral simples em um tumor
comega quando o genoma do virus se incorpora ao DNA da célula humana.
Inicialmente o virus se encontra em baixa quantidade, na sua forma epissomal e em
estado latente, nesse momento os genes E1 e E2 regulam e mantém essa estrutura
circular e dormente. Nao se tem conhecimento ainda qual fenébmeno transforma o
virus do estado latente para o seu estado ativo, porém é durante essa etapa em que
ocorre a integracdo do genoma viral ao genoma do hospedeiro, 0os genes virais
regulatérios E1 ou E2 sdo cortados e perdem fungdo. Em uma infecgdo normal, a
proteina E2 funciona como um regulador da replicagdo do virus e sem a proteina E2
para regular o sistema por conta da integracao, a expressao dos genes do virus sai
do controle, quebrando a estabilidade da célula e iniciando uma producao desregulada
das oncoproteinas virais E6 e E7.23

Essa producgao descontrolada e constante de E6 e E7 é o que chama a atengao
dos cientistas para usa-las como alvos em sistemas de nanoparticulas. Essas
proteinas sado responsaveis pelo bloqueio dos mecanismos de defesa que impediriam
o crescimento do tumor. A oncoproteina E6 ataca diretamente a proteina supressora
tumoral p53, que tem por fungdo monitorar os possiveis danos no DNA e, diante de
tal, bloquear a divisao celular para reparo quando possivel, ou se irreparavel, induzir

a morte celular (apoptose), prevenindo a formagao de tumores. A E6 se utiliza de uma



enzima da prépria célula, chamada E6AP (uma ubiquitina ligase), para realizar a
degradagao da p53. Sem a p53 ativa, a célula perde sua capacidade natural de pausar
o ciclo celular para corrigir erros no DNA ou de acionar a morte celular programada.
O resultado é que a célula infectada acumula muta¢des graves sem ser eliminada,
tornando-se "imortal".23.24

Ja a oncoproteina E7 é responsavel por desregular o controle da divisdo
celular, forgando a célula a se multiplicar sozinha. A E7 se liga e desativa a proteina
do retinoblastoma (pRb). Em células n&o tumorais, a pRb segura um fator de
transcricdo chamado E2F, o impedindo de exercer sua fungcdo que é estimular a
divisao celular, mantendo a célula fora do ciclo de divisdo. Quando a E7 inativa a pRb,
o E2F é liberado no meio intracelular desencadeando uma proliferacdo celular
descontrolada.??

A atuacdo dessas oncoproteinas estabelece um ambiente tumoral sdlido.
Enquanto a expressao constante da oncoproteina E6 impede que a célula defeituosa
ative seus eixos internos de morte por apoptose, a acdo da oncoproteina E7 remove
o freio replicativo celular (pPRb/E2F), fazendo com que a linhagem de células epitelial
cervical se divida infinitamente, caracterizando a formacéao e a progressao da massa

tumoral .23

2.2. CISPLATINA: FUNDAMENTOS FARMACOLOGICOS, APLICAGCAO CLINICAE
LIMITAGOES.

A cisplatina, Figura 1, € um agente quimioterapico importante da oncologia
moderna e permanece como um dos principais farmacos utilizados no tratamento de
diversos tumores sdlidos, incluindo o cancer do colo do utero.'-'213 Embora a
molécula ja fosse conhecida anteriormente, suas propriedades antitumorais foram

descobertas por Barnett Rosenberg na década de 1960.
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Figura 1:representacdo estrutural da cisplatina (esquerda) para a transplatina



(direita).(adaptado)®’

A cisplatina consiste em um complexo de coordenagdo contendo um atomo
central de platina ligado a dois ligantes amino e dois ligantes cloro dispostos em
configuracdo geométrica cis. Essa disposi¢cao estrutural € fundamental para sua
atividade bioldgica, uma vez que o isdmero frans correspondente apresenta atividade
antitumoral significativamente reduzida devido a sua incapacidade de formar as
interagdes adequadas com o DNA celular.'?

Apos sua administragdo sistémica, a cisplatina permanece relativamente
estavel na circulagdo sanguinea em razao da elevada concentragdo de ions cloreto
presente no plasma e nos fluidos extracelulares. Nessas condi¢des, a dissociagao dos
ligantes cloro é desfavorecida, permitindo que o farmaco seja transportado pelo
organismo sem sofrer ativacdo prematura. A entrada da cisplatina nas células pode
ocorrer tanto por difusdo passiva através da membrana plasmatica quanto por
mecanismos de transporte mediados por proteinas especificas, como o transportador
de cobre CTR1, reconhecido como um dos principais responsaveis pela captagcao
intracelular do farmaco. 121324

Uma vez no interior da célula, onde a concentracdo de cloreto é
significativamente menor, a cisplatina sofre um processo denominado aquacéao.
Durante esse processo, os ligantes cloro sao progressivamente substituidos por
moléculas de agua, originando espécies carregadas positivamente e altamente
reativas. Essas formas ativadas apresentam elevada afinidade por grupos
nucleofilicos presentes em biomoléculas intracelulares, especialmente os atomos de
nitrogénio das bases nitrogenadas que compdem o DNA.1213

A atividade antineoplasica da cisplatina esta relacionada a sua capacidade de
induzir lesdes gendmicas persistentes. Apds sua ativagdo, o complexo de platina
estabelece ligagdes covalentes coordenadas predominantemente com os residuos de
guanina e, em menor quantidade, com adenina do DNA. Como resultado, ocorre a
formacao de diferentes tipos de adutos de platina, sendo as ligagbes cruzadas
intrafilamento as mais frequentes. Essas alteragcbes promovem distor¢coes estruturais
na dupla hélice, modificando sua conformacao tridimensional e comprometendo
processos celulares essenciais.'?13

A presenca desses adutos interfere diretamente nos mecanismos de replicagao
e transcrigdo génica, uma vez que dificulta o avango das DNA e RNA polimerases ao



longo da molécula de DNA. Consequentemente, ocorre interrupgao da progressao do
ciclo celular, acumulo de danos genéticos e ativagado de proteinas envolvidas na
resposta ao dano ao DNA. Quando esses danos excedem a capacidade celular de
reparacdo, sao desencadeadas vias de sinalizacdo que culminam na apoptose,
processo de morte celular programada responsavel pela eliminagdo das células
tumorais.'213

Em virtude de sua elevada eficacia citotdxica, a cisplatina foi muito estudada
para terapias no tratamento do cancer, sendo amplamente utilizada em esquemas de
quimiorradioterapia e em protocolos destinados ao tratamento de doenga localmente
avangada ou metastatica.'"'%13 Entretanto, apesar de seus beneficios, a utilizagao do
farmaco é limitada pela auséncia de seletividade tumoral. Apds a administracao, a
cisplatina distribui-se amplamente pelo organismo, alcangando tecidos saudaveis e
provocando efeitos toxicos significativos que frequentemente restringem a dose
maxima administravel.1213.25

Dentre as toxicidades associadas ao tratamento, a nefrotoxicidade é
considerada a complicacdo clinica mais relevante e uma das principais causas de
reducao ou interrupgdo da terapia. Esse efeito adverso decorre da acumulagao
preferencial de compostos de platina nas células dos tubulos renais, promovendo
estresse oxidativo, inflamacao e danos mitocondriais. Como consequéncia, podem
ocorrer lesdo tubular aguda e comprometimento da fungdo renal, exigindo o
encerramento do tratamento. 314

Além da toxicidade renal, a cisplatina também esta associada ao
desenvolvimento de ototoxicidade irreversivel, caracterizada principalmente pela
perda auditiva bilateral progressiva, especialmente em altas frequéncias. A
neurotoxicidade periférica representa outra importante limitagcao clinica, manifestando-
se por parestesias, dorméncia e alteragdes sensoriais decorrentes do acumulo de
platina em estruturas neuronais. Outros efeitos adversos frequentemente observados
incluem mielossupressao, fadiga, nauseas e vémitos, os quais podem comprometer
significativamente a qualidade de vida dos pacientes e a adesdo ao tratamento.'3

Paralelamente aos desafios relacionados a toxicidade sistémica, a eficacia
terapéutica da cisplatina pode ser reduzida pelo desenvolvimento de resisténcia
tumoral. Diversos mecanismos celulares estao envolvidos nesse processo, formando
uma barreira multifatorial a acdo do farmaco. Entre eles destacam-se a reducéo da

captacgao intracelular de cisplatina, o aumento de sua eliminagéo por transportadores



de efluxo, a neutralizagdo por moléculas contendo grupos tidis, como a glutationa, e a
intensificagdo dos mecanismos de reparo dos danos induzidos ao DNA fazendo com
que as lesbes genéticas produzidas pelo tratamento sejam corrigidas antes que
possam desencadear a morte celular, reduzindo significativamente a eficacia
terapéutica. Além disso, determinadas células tumorais desenvolvem a capacidade de
tolerar niveis elevados de dano genético sem ativar adequadamente as vias
apoptéticas, favorecendo a sobrevivéncia e a progressdo tumoral mesmo apds a
exposicéo ao quimioterapico.'324

No cancer do colo do utero, esse fendmeno pode ser agravado pela presenca
do papilomavirus humano (HPV).'23 As oncoproteinas virais, especialmente a
proteina E6, promovem a degradacao do supressor tumoral p53, uma das proteinas
envolvidas na resposta celular ao dano genético. Como resultado, as células
neoplasicas tornam-se menos suscetiveis a apoptose induzido pela cisplatina,
contribuindo para a diminuigdo da resposta terapéutica e para o surgimento de
recidivas tumorais.'323

Diante das limitagdes impostas pela toxicidade sistémica e pelos mecanismos
de resisténcia tumoral, novas estratégias tém sido amplamente investigadas para
otimizar o desempenho terapéutico da cisplatina.?®? Nesse contexto, a
nanotecnologia aplicada a medicina tem emergido como uma abordagem promissora
para aumentar a eficacia e a seguranga do tratamento.'®'” A encapsulagdo da
cisplatina em sistemas nanoestruturados permite proteger o farmaco contra interagdes
prematuras no meio biolégico, prolongar seu tempo de circulagdo e favorecer sua
acumulacgao preferencial em tecidos tumorais por meio de mecanismos passivos ou
ativos de direcionamento. Além disso, a redugédo da exposi¢cado de 6rgdos saudaveis
ao farmaco pode contribuir para minimizar efeitos adversos, aumentar a dose
efetivamente entregue ao tumor e potencialmente superar alguns mecanismos de

resisténcia observados na terapia convencional. 16:17:25

2.3. NANOPARTICULAS

A nanotecnologia baseia-se na exploragcdo de materiais cujas dimensdes se
encontram na faixa de aproximadamente 1 a 100 nm. Nessa escala, os materiais
passam a apresentar comportamentos distintos daqueles observados em sistemas
macroscopicos. Dentre os fatores que influenciam nesses comportamentos estao o

aumento da raz&o area superficial em relagdo ao volume, o surgimento de efeitos de



confinamento quantico e o tamanho. Em conjunto, esses fendmenos alteram
profundamente a forma como os materiais interagem com luz, calor, cargas elétricas
e sistemas bioldgicos.6:27:28.29

A medida que o tamanho das particulas diminui, cada vez mais a&tomos passam
a se localizar na superficie. Diferentemente dos atomos presentes no interior da
estrutura, que possuem suas ligagdes quimicas praticamente satisfeitas, os atomos
superficiais apresentam maior energia livre e maior tendéncia a interagir com
moléculas do meio externo. Como consequéncia, os nanomateriais exibem elevada
reatividade quimica, maior capacidade de adsorcdo molecular e maior facilidade de
funcionalizacdo superficial, caracteristicas particularmente importantes para
aplicagdes biomédicas. 16:27:28.29

Quando as dimensdes do material se tornam comparaveis as escalas
caracteristicas dos elétrons, estes passam a ocupar niveis discretos de energia, em
vez das bandas continuas observadas em materiais convencionais. Esse fendbmeno,
conhecido como confinamento quantico, altera significativamente as propriedades
eletrdnicas e Opticas do sistema. Um exemplo classico sdo os quantum dots,
semicondutores cuja cor de emissdao pode ser ajustada simplesmente pela
modificagdo do tamanho da nanoparticula devida a modulagéo dos band gaps.3°

Os efeitos de superficie e o confinamento quantico refletem-se em diversas
propriedades fisico-quimicas. Nas propriedades oOpticas, observa-se a modulacao da
absorcao e emissao de luz, permitindo o desenvolvimento de sondas fluorescentes de
alta sensibilidade para diagnostico e imageamento biomédico. 62831 Nas propriedades
elétricas, a discretizacdo dos niveis de energia e a maior influéncia das superficies
modificam o transporte de cargas, possibilitando a constru¢do de sensores e
dispositivos eletrénicos miniaturizados.3? Do ponto de vista térmico, a propagacao de
calor passa a ser influenciada por interacbes em interfaces e superficies, podendo
alterar a condutividade térmica e reduzir a temperatura de fusdo dos materiais em
comparagdo aos seus tamanhos macroscépicos.®® Ja no contexto bioldgico, o
tamanho na escala nanométrica das nanoparticulas favorece sua interacdo com
células, tecidos e biomoléculas, influenciando processos como internalizagao celular,
biodistribuigdo e direcionamento terapéutico.6.18.28.34

Embora a definicdo classica de nanoparticulas estabeleca a faixa de 1 a 100
nm, esse limite foi originalmente proposto para fins de padronizagao e para destacar

a escala na qual surgem essas propriedades fisico-quimicas distintas. Entretanto, n&o



existe uma mudanca abrupta de comportamento exatamente aos 100 nm. Muitas das
caracteristicas que tornam os materiais nanoestruturados interessantes permanecem
presentes acima desse limite, especialmente em sistemas coloidais utilizados em
aplicagdes biomédicas. Por esse motivo, areas como a nanomedicina adotam uma
definigdo mais funcional que considera nanoparticulas sistemas com dimensodes que

podem se estender até algumas centenas de nandémetros. 16:21.27.29

2.4 PLATAFORMAS DE ENTREGA DE FARMACOS

O tamanho nanométrico associado a alta area superficial levaram as
nanoparticulas a serem de extremo interesse cientifico para o desenvolvimento dos
sistemas de entrega de farmacos, amplamente denominados na literatura como drug
delivery sistems.'®1729 No cendrio da oncologia, como visto anteriormente, a
administracgao sistémica de agentes quimioterapicos livres possui limitagbes.%13.16.26
Os farmacos convencionais podem manifestar baixa solubilidade em meio fisiolégico
neutro, sofrer degradagdo quimica prematura por enzimas circulantes no plasma e
apresentar filtragao renal excessivamente rapida, exigindo a administracdo de doses
elevadas para que uma fragdo minima consiga alcangar a eficacia biolégica
necessaria no tecido-alvo. A auséncia de uma seletividade celular faz com que os
quimioterapicos livres se distribuam de maneira inespecifica por todo o organismo,
desencadeando efeitos adversos agudos, cumulativos e dose-limitantes.1213.16.17.26

Nesse contexto, as nanoparticulas foram integradas a medicina para atuar
como vetores de transporte coloidal estrategicamente projetados para contornar esses
problemas biofarmacéuticos. Ao encapsular o agente terapéutico, o nanosistema pode
assumir o papel de uma barreira fisica protetora. Essa blindagem impede a interagéo
prematura do farmaco com as proteinas plasmaticas, reduzindo drasticamente as
taxas de metabolizagéo e inativagéo precoce do composto ativo.16.17:25.29.35

Consequentemente, também é observado um prolongamento do tempo de
meia-vida de circulagao periférica do principio ativo na corrente sanguinea, permitindo
que uma fragédo substancialmente maior da dose administrada permanega viavel no
plasma por periodos prolongados, o que aumenta as chances de o vetor se acumular
de forma preferencial no microambiente tumoral através do efeito de aumento da
permeabilidade e retengéo (EPR).16253536 Dessa maneira, as plataformas de entrega
modificam o perfil farmacocinético, a biodistribuicdo e a seguranga dos compostos

terapéuticos livres, maximizando a eficacia local no sitio da lesdo e também atenuando



de forma expressiva os danos colaterais nos tecidos sadios, contribuindo para a
reducao dos efeitos colaterais associados aos tratamentos tradicionais e para a

melhora da sobrevida das pacientes.!6:17.35.36

2.5. NANOMATERIAIS PARA ENTREGA DIRECIONADA DE FARMACOS

Existem diversas plataformas nanotecnolégicas, como podemos ver na Figura
2, empregadas para o carregamento de farmacos podem ser classificadas de diversas
formas, uma delas € a organizagdo pela composicdo quimica das suas matrizes
estruturais, dividindo-se em sistemas organicos, inorganicos e hibridos. A escolha do
material da nanoparticula € de extrema importancia para o objetivo do estudo, cada
categoria possui propriedades unicas que determinam o seu comportamento em
meios bioldgicos e ditam a sua capacidade para diferentes modalidades de

diagnostico e terapia.'6:17:21.37
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Figura 2:Tipos de nanoparticula A: parecida com virus, B: micelar, C: liposssomal,
D:nanotubo, E: nanoesfera, F:polimérica, G: dendrimética, H: peptidica, I:
nanocristal, J: metalica, K: silica, L: a base de carbono. (adaptado)®®

2.5.1. Nanoparticulas orgéanicas

Dentro dos nanosistemas organicos geralmente se destacam as classes de
polimeros e lipidios.'®1” Os lipossomas representam uma classe proeminente de
carreadores organicos de natureza lipidica, descrita como uma das primeiras
plataformas coloidais de entrega de farmacos a alcangar o mercado farmacéutico
C||'nico_35,38,39,40

Descobertas em 1961 por Alec D. Bangham, essas vesiculas esféricas sao
compostas por uma ou mais bicamadas concéntricas de fosfolipidios anfipaticos que

circundam espontaneamente um nucleo aquoso central, mimetizando a estrutura
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molecular das membranas celulares bioldgicas.3%40

O principal diferencial dos lipossomas € a sua capacidade ambivalente de
carregar os farmacos. Devido a sua natureza anfifilica, essa plataforma atua como um
sistema capaz de incorporar e alojar simultaneamente compostos hidrofilicos e
lipofilicos ou hidrofébicos como quimioterapicos, proteinas, peptideos, nucleotideos e
agentes de imagem. Os farmacos hidrofilicos podem ser encapsulados no
compartimento aquoso interno enquanto os farmacos lipofilicos podem ser
incorporados na bicamada lipidica. 17353840

Outras formas estruturais como as nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) e os
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) também foram desenvolvidos. As
SLNs se diferenciam por possuirem matriz preenchida e soélida na temperatura
corporal, porém como desvantagem podem possuir menor armazenamento de
farmaco. Ja as CLNs sao desenvolvidas por uma mistura de lipidios sélidos e liquidos.
Essa mistura distorce o arranjo cristalino criando imperfei¢gdes e espagos vazios que
aumentam a encapsulacdo de farmacos e providenciam uma liberacdo mais
controlada.*!

Pelo lado da outra classe organica, os polimeros sdo os materiais versateis
explorados para a construgado de novos sistemas de liberacao de farmacos. Para que
um polimero seja considerado viavel no desenvolvimento dessas nanoparticulas, ele
precisa ser quimicamente inerte, livre de impurezas lixiviaveis, totalmente atéxico e
apresentar uma estrutura fisica que resista ao envelhecimento no organismo. Eles
podem ser sintéticos como o poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) ou naturais como
a quitosana, colageno e albumina.!7.3442:43

Os polimeros naturais, por mais que biologicamente aceitos, podem sofrer com
a falta de reprodutibilidade, degradagdo acelerada e risco de induzir respostas
imunologicas. Ja os sintéticos utilizados sao altamente customizaveis e
biodegradaveis, porém dependendo da heterogeneidade estrutural podem apresentar
alto indice de polidispersdo. Entre os grupos estruturais das nanoparticulas
poliméricas estdo as nanoesferas e as nanocapsulas. As nanoesferas possuem matriz
polimérica sélida onde o composto é ligado ou adsorvido na rede cristalina. Ja as
nanocapsulas possuem um nucleo liquido rodeado por uma camada polimérica fina
que protege o ativo.3442

Dentre as nanoparticulas poliméricas, o copolimero poli(acido lactico-co-

glicolico) (PLGA) € um material consolidado e seguro para a veiculagdo de agentes
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quimioterapicos.34444546 Estruturalmente, o PLGA é um poliéster sintético linear
composto por propor¢des variaveis de mondmeros de acido lactico e acido glicolico,
cuja ligacdo do tipo éster confere flexibilidade e estabilidade mecéanica ao
nanosistema. O grande diferencial biolégico dessa matriz reside na sua
biodegradabilidade completa e na sua aprovagdo pelas agéncias regulatérias
internacionais para uso clinico em humanos.3442

2.5.2. Nanoparticulas inorganicas

Em contraste com os sistemas organicos, as nanoparticulas inorganicas
correspondem a uma classe de carreadores desenvolvidos a partir de materiais
inorganicos, incluindo metais, 6xidos metalicos e ceramicas, que se destacam por
suas propriedades fisicas, Opticas e magnéticas intrinsecas que viabilizam a
integracgéo entre o diagndstico por imagem e a terapia direcionada.'”4’

Essa categoria de nanoparticulas costuma apresentar limitagcbes quanto a
biocompatibilidade e taxas de biodegradacdo quando comparadas aos sistemas
lipidicos e poliméricos, porém oferecem como vantagem a reprodutibilidade da sintese
quimica em relagdo ao seu tamanho, formato e propriedades. Para a aplicagao in vivo,
podem aparecer juntas a um revestimento protetor para diminuir a toxicidade celular,
evitar a agregagao e estender a estabilidade fisica do sistema na circulagcédo
sanguinea.1747:48

As principais classes inorgéanicas aplicadas como veiculos de principios ativos
sdo as nanoparticulas de ouro, grafeno e silica. As nanoparticulas de ouro (AuNPs)
sao comumente sintetizadas via redugdo quimica de sais metalicos e costumam
apresentar alta estabilidade e natureza inerte.'”47

Além disso, devido ao fendbmeno de ressonancia plasmdnica de superficie
(SPR), absorvem luz na regiao do infravermelho préximo (NIR), permitindo associar a
entrega de farmacos a terapia fototérmica por liberagao local de calor.? Paralelamente,
o grafeno e o 6xido de grafeno (GONPs) oferecem uma geometria bidimensional com
grande area superficial, ideal para a adsorgao estavel de quimioterapicos aromaticos
por meio de interagdes hidrofébicas.*?

Como o presente trabalho fez um recorte voltado para sistemas direcionados
de liberacdo de farmacos, certas classes de nanoparticulas inorganicas, como os
guantum dots e nanoparticulas magnéticas nao serao aprofundadas nesta revisao por
terem como foco primario o diagnéstico por imagem.'6:37

As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs), exemplificam o avango dos
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sistemas carreadores inorganicos estaveis de Uultima geragdo. A arquitetura
nanomeétrica dessas particulas consiste em uma rede rigida que abriga em seu interior
arranjos ordenados de poros uniformes, cujos didametros situam-se na faixa de 2 a 50
nm.24:48.50,51

O diferencial tecnolégico das MSNs em relagao as matrizes poliméricas e
lipidicas consiste na sua area superficial extremamente elevada, que pode ultrapassar
700 m?/g de material. Essa configuragédo estrutural confere a silica uma capacidade
de carga, permitindo a adsor¢do de grandes quantidades de agentes quimioterapicos.
Além de utilizar essas nanoparticulas de forma pura, a hibridizagdo com diferentes
materiais € uma possibilidade para ter o maximo de aproveitamento de todas as
propriedades de interesse e modelar sistemas mais complexos que superam as
dificuldades encontradas para cada farmaco e patologia. 24:48.5051,52

A selecao ou hibridizagao dessas matrizes é essencial para a modelar veiculos
terapéuticos sob medida para superar barreiras anatémicas e celulares especificas de

cada patologia. 16:17:37

2.6. Estratégias de alvejamento

Além de uma matriz bem escolhida, o método de direcionar essas
nanoparticulas, o alvejamento, também influéncia muito o resultado final dos sistemas
nanomeétricos escolhidos e desenvolvidos em laboratério. Métodos passivos podem
apresentar baixa eficacia sendo necessario escolher um método direto para direcionar
de forma mais eficaz esse sistema.'6-36-
2.6.1. Alvejamento indireto

O efeito de aumento da permeabilidade e retengcdo (EPR) constitui um dos
principais pilares biolégicos para o direcionamento passivo de sistemas
nanotecnoldgicos a tecidos tumorais. Este fenébmeno é decorrente do crescimento
cadtico e acelerado do tumor, que resulta em uma vasculatura estruturalmente
defeituosa que varia de 100 a 780 nm de diametro.'6.36

Aliado a essa hiperpermeabilidade vascular, o microambiente tumoral
apresenta uma deficiéncia no sistema de drenagem linfatica. A auséncia de um fluxo
linfatico funcional impede o escoamento de fluidos, promovendo a retengao
prolongada das nanoparticulas. 16:36

Nesse cenario, para que um sistema carreador nanométrico possa

efetivamente se beneficiar do efeito EPR e maximizar seu acumulo no tecido-alvo, o
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controle rigoroso de suas propriedades fisico-quimicas é um fator determinante. 51248

Entre essas caracteristicas, o controle dimensional desempenha um papel
critico, visto que nanoparticulas variando de alguns nanémetros até por volta de 200
nm apresentam o didametro ideal para transitar pelas fendas tumorais e,
simultaneamente, escapar dos mecanismos de filtragem fisioldgica realizados pelo
figado e pelo bago. 16:36

A densidade de carga superficial também influencia de modo que superficies
neutras ou com carga negativa auxiliam no prolongamento da meia-vida de circulagao
da nanoparticula no plasma sanguineo, estendendo o tempo disponivel para que o
acumulo tumoral ocorra, enquanto a presenca de uma carga superficial positiva pode
ser vantajosa em alguns casos por elevar a afinidade eletrostatica da nanoparticula
com o endotélio vascular do tumor, o qual possui carga predominantemente
negativa.!6.36

Por fim, a forma das nanoparticulas, tais como bastdes, cilindros, esfera
auxiliam na hidrodinamica vascular, ditando uma melhor velocidade de acumulo e

maior penetragéo tecidual.’6:36

2.6.2. Alvejamento direto

O direcionamento ativo € uma estratégia fundamental para contornar a
toxicidade generalizada e o alcance limitado das terapias aplicadas a oncologia. Esse
método se baseia na funcionalizacdo quimica das superficies nanoparticulares
através do acoplamento de ligantes especificos, Figura 3, os quais reconhecem com
alta afinidade os receptores e antigenos superexpressos pelas células
ma|ignas_16,18,20,53

A partir desse acoplamento na periferia do tumor, desencadeia-se uma cascata
de endocitose mediada por receptor que internaliza rapidamente o nanocarreador.
Esse processo garante o confinamento da acdo citotdxica ao ambiente maligno,
poupando os tecidos sadios adjacentes e maximizando a eficacia terapéutica

diretamente no interior das células doentes. 16.18.20.53
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Figura 3: Esquema dos diferentes tipos de funcionalizagdo de superficie. 8°

2.6.3. Métodos de sintese de nanoparticulas

A obtencgao de sinteses reprodutiveis e eficientes é importante para garantir um
tratamento consistente. Existe uma vasta gama de métodos de sintese consolidados
na literatura cientifica.”2128.29 No cenario dos lipossomas, abordagens como a injegéo
de solvente, evaporagdao em fase reversa e hidratacdo de filme fino atrelado a
processos de congelamento e descongelamento, extrusdo de membrana e sonicacgao,
sdo estudadas.*®*% Para os carreadores de silica mesoporosa, destacam-se os
processos de sol-gel, corroséo, co-condensagado e método de Stober.485154 Ja para o
polimero PLGA, técnicas como a nanoprecipitacao, emulsao simples, dupla emulséo,
método assistido por microfuidica e salting out estdo entre as mais
empregadas.3442:45.46

Contudo, para fins do escopo deste trabalho, a discussédo sera direcionada
exclusivamente a trés metodologias principais referente a cada artigo utilizado para a
analise comparativa entre os sistemas nanoparticulados de entrega de farmaco,
sendo elas a hidratacao de filme fino para nanoparticulas lipossomais, emulsao dupla
para nanoparticula polimérica e método templado por surfactante para nanoparticulas

de silica mesoporosa.

2.6.3.1 O Método de hidratagao de filme fino (Método de Bangham)

A técnica de hidratacao do filme fino, historicamente denominado método de
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Bangham, consolidou-se como a abordagem mais antiga, comum e simplificada para
a preparagdo de nanoparticulas de carater lipidico.3%4%4! A metodologia € subdividida
em etapas sequenciais baseadas na transicdo estrutural de lipidios organizados a
partir de um estado solido desidratado para uma suspenséo aquosa dispersa.*°

Primeiramente, os fosfolipidios principais selecionados para compor a estrutura
da nanoparticula sao solubilizados junto a farmacos lipofilicos, quando for o caso, em
um solvente organico, tais como cloroférmio, diclorometano, etanol ou uma mistura
deles, obtendo-se uma solugdo homogénea.*® Em seguida, a remogdo da fase
organica é conduzida sob pressao reduzida, mantendo-se a temperatura entre 45°C
e 60°C.#0%556 Pgra volumes reduzidos, utiliza-se um fluxo seco de nitrogénio ou
argdnio em capela de exaustao até a eliminagdo completa dos residuos; para volumes
maiores, emprega-se a evaporagao rotatoria. Este processo resulta na deposigéo de
um filme lipidico fino, seco e homogéneo, composto por bicamadas empilhadas nas
paredes do frasco.4°

Esse filme é reidratado em um meio aquoso adequado, podendo ser agua
destilada simples ou uma solug¢ao tampéo salina de fosfato (PBS) com pH fisiolégico
ajustado em 74, por 1 a 2 horas sob agitacdo. Essa etapa deve ocorrer
obrigatoriamente acima da temperatura de transicdo de fase (Tm) dos lipidios
constituintes na sintese, geralmente entre 60°C e 70°C, para facilitar o
desprendimento das lamelas da parede do recipiente. Nesse momento, os farmacos
hidrofilicos podem ser inseridos para serem incorporados no lipossoma. Apds essas
etapas, a suspensao deve passar por um periodo de estabilizagdo durante 24
horas.4°:55:56

Até esse ponto, as vesiculas lipidicas apresentam-se heterogéneas e com
multicamadas em solucdo, devendo passar por processos de miniaturizagao,
geralmente por sonicagao, extrusdo, ou por ambos 0s processos combinados. O
processo de sonicacdo € utilizado como forma de transferir energia ultrassénica
suficiente para quebrar essas camadas e homogeneizar as nanoparticulas em
tamanhos menores, empregando geralmente um banho de ultrassom ou sonicador de
sonda em processos de pulso para evitar o superaquecimento da amostra. Ja o
processo de extrusdo € uma técnica fisica onde as nanoparticulas séo pressionadas
contra membranas de policarbonato com diferentes tamanhos de poros, quebrando
as vesiculas maiores e reorganizando-as em tamanhos menores. Geralmente, este

processo deve ser repetido diversas vezes para atingir o tamanho desejado das
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nanoparticulas.*®

2.6.3.2 O Método de dupla emulsao para nanoparticulas de PLGA

O meétodo de emulsdo dupla baseia-se na compartimentacdo sequencial de
fases aquosas e organicas imisciveis, permitindo a estruturacdo de um sistema
carreador capaz de reter eficientemente o farmaco em sua matriz
poIimérica.34'44'45'46'57

O processo experimental inicia-se com o preparo isolado da fase aquosa
interna (W1), contendo o farmaco dissolvido em agua destilada, e da fase organica
primaria (O), composta pelo polimero solubilizado em um solvente organico imiscivel
em agua, como o diclorometano ou o cloroférmio. Na sequéncia, estas duas fases
iniciais sdo combinadas e submetidas a uma primeira etapa de sonicacido, o que
resulta na formagao da emulsao primaria (W1/O). Imediatamente apds o término dessa
fase, incorpora-se uma solugao de surfactante como o alcool polivinilico (PVA), que
atua como a segunda fase aquosa (W2) a emulsdo recém-formada, mantendo-se a
sonicagédo ativa para consolidar o sistema de emulsdo dupla (W1/O/W3).34:44.57

Para promover a estruturagao das nanoparticulas, o sistema duplo obtido pode
ser vertido em uma nova solug¢ao de surfactante em baixa porcentagem sob agitacéao
suave. Essa mistura permanece em evaporagao até a eliminacdo completa do
solvente orgéanico. Por fim, a suspensdo passa por uma rota de purificagdo via
centrifugacdo e ressuspensao em agua deionizada com o intuito de separar as
nanoparticulas do sobrenadante e coletar o precipitado, que contém o farmaco nao

encapsulado.3+44.57

2.6.3.3 Método Templado por Surfactante para Silica Mesoporosa

A sintese de nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) fundamenta-se no
método direcionado por molde estrutural. O procedimento experimental inicia-se com
a etapa de preparo do molde micelar, na qual uma quantidade controlada de um
surfactante direcionador de poros, como o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), &
completamente dissolvida em agua destilada sob aquecimento moderado e agitagao
constante até a obtengéo de uma solugdo homogénea. 48505154

Em seguida, adiciona-se um agente alcalinizante, como hidréxido de sédio
(NaOH) ou hidroxido de aménio (NH4OH), promovendo as condi¢cdes basicas

necessarias para as etapas subsequentes de hidrélise e condensacdo dos
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precursores de silica. Nessa fase, parametros como a concentracao de surfactante, o
volume do meio reacional, o pH e a temperatura exercem influéncia direta sobre as
caracteristicas morfolégicas das nanoparticulas obtidas, incluindo seu tamanho,
distribuicdo granulométrica e organizagdo mesoporosa. 485154

Quando o objetivo é a obtencdo de nanoparticulas funcionalizadas, pode-se
empregar a estratégia de co-condensacéo utilizando organossilanos funcionalizados.
Ele pode ser adicionado ao sistema reacional antes ou simultaneamente ao precursor
principal de silica. Entre os agentes utilizados encontram-se derivados
organossilanicos contendo grupos amino, tiol ou carboxila, permitindo a incorporagao
direta de funcionalidades quimicas a matriz inorganica durante a formagado da
estrutura mesoporosa. Apos a adicdo dos precursores, a mistura € mantida sob
agitagdo continua até a completa homogeneizagéo do sistema.485458

A etapa de formagao da matriz de silica ocorre por meio da reagao sol-gel,
iniciada pela acdo do precursor da silica, como o tetraetilortosilicato (TEOS),
geralmente diluido em um co-solvente alcodlico, como o etanol. Uma vez introduzido
no meio reacional, o TEOS sofre hidrélise seguida de condensacgao, promovendo a
nucleacao e o crescimento da rede inorganica ao redor das micelas formadas pelo
surfactante. A suspensao permanece sob agitagao vigorosa durante varias horas para
assegurar a formacdo ordenada da estrutura mesoporosa. Em determinados
protocolos, etapas adicionais de alimentagdo de TEOS podem ser empregadas para
modular o crescimento das particulas, a espessura das paredes mesoporosas ou a
distribuicdo do tamanho das nanoparticulas.*-5

Apos a conclusdo da reagdo, a suspensado € submetida ao processo de
envelhecimento sob condigdes estaticas e temperatura controlada, geralmente entre
25°C e 80°C, por periodos que podem variar de algumas horas até um dia completo.
Essa etapa favorece o rearranjo estrutural da rede de silica e o aumento da
estabilidade mecanica do material. Em seguida, os sélidos formados sao recuperados
por centrifugacéo e submetidos a sucessivas etapas de lavagem com agua deionizada
e etanol para remocdo de reagentes residuais e subprodutos da sintese.
Posteriormente, o material é seco ao ar, em estufa de baixa temperatura ou sob vacuo,
conforme as condi¢des experimentais adotadas.*854

Para que a porosidade interna seja efetivamente ativada e os canais
mesoporosos fiquem disponiveis para o carregamento de farmacos, torna-se

necessaria a remocao do surfactante presente no interior da estrutura. Essa etapa
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pode ser realizada por calcinagédo em altas temperaturas, promovendo a eliminagao
completa do molde orgéanico, ou por extracdo quimica utilizando solventes
apropriados.48:54

Quando a matriz contém grupos organicos funcionalizados que devem ser
preservados, a extracdo quimica € preferida. Nesse procedimento, o material é
submetido a refluxo em solventes como etanol ou tetraidrofurano (THF) acidificados
com pequenas quantidades de acido cloridrico, promovendo a remogao eficiente do
surfactante sem comprometer os grupos funcionais incorporados a superficie da silica.
ApOs a extragao, as nanoparticulas de silica mesoporosa sdo novamente recuperadas
por centrifugacao, lavadas para remogao dos residuos do processo e secas,
resultando em um material mesoporoso purificado e com os poros acessiveis.*:5

O protocolo de carregamento de farmacos em nanoparticulas de silica
mesoporosa ocorre por adsorg¢ao passiva. O farmaco é solubilizado em um solvente
ou sistema de solventes adequados, garantindo uma dispersdo molecular
homogénea. Em seguida, adiciona-se uma quantidade proporcional das
nanoparticulas de silica diretamente a solugédo contendo o principio ativo.4851.54

A suspensao resultante é mantida sob agitagao constante por um periodo
prolongado de 24 horas em temperatura moderada de 45°C (ou temperatura ambiente
para moléculas termolabeis) para assegurar a difusdo e a retencao efetiva das
moléculas no interior dos mesoporos. Apds o equilibrio de adsor¢ao, o nanocarreador
carregado é separado do meio reacional por meio de centrifugagao.*8:54

O precipitado é coletado e submetido a lavagens abundantes com agua ou
solvente compativel para eliminar os residuos de farmaco que nao foram incorporados
e que permaneceram fracamente aderidos, procedendo-se entdo a secagem do

material solido.4854

2.7 METODOS AVALIATIVOS DOS SISTEMAS NANOPARTICULADOS

A avaliacao de sistemas nanoparticulados envolve uma ampla variedade de
técnicas de caracterizagdes fisico-quimicas e ensaios bioldgicos que permitem
investigar desde propriedades estruturais, superficiais das particulas, assim como seu
comportamento em sistemas celulares e modelos animais.?842.5°

Dependendo da aplicagdo proposta, podem ser empregados estudos
relacionados a morfologia, tamanho de particula, estabilidade coloidal, eficiéncia de

encapsulagédo, cinética de liberagdo, internalizacdo celular, citotoxicidade,
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biodistribuicdo, farmacocinética e eficacia terapéutica, entre diversos outros
parametros.'6.28.42

Entretanto, em virtude da diversidade de metodologias disponiveis e
considerando o escopo do presente trabalho, optou-se por concentrar a discussdo nos
parametros importantes para a posterior avaliagdo dos sistemas nanoparticulados da

literatura.

2.7.1. Caracterizagoes
2.7.1.1 Microscopias Eletronicas

A microscopia eletrénica € um método utilizado para a caracterizagdo de
sistemas nanoparticulados direcionando um feixe de elétrons para gerar imagens com
resolucao superior e em escalas menores (Figura 4) em comparagao as obtidas por
microscopios Opticos. Essa elevada resolugcdo permite a analise de caracteristicas
estruturais em escala nanométrica, empregada na avaliagao de propriedades fisicas
e morfolégicas de nanomateriais.4?%9

Entre as microscopias mais utilizadas estdo a microscopia eletrbnica de
transmissao (TEM) e a microscopia eletrobnica de varredura (MEV). O TEM é
empregado principalmente para investigar o tamanho, a distribuicdo e a organizagao
interna das nanoparticulas. Nessa técnica, elétrons sdo acelerados e direcionados
através de uma amostra previamente preparada em pequena espessura mantida sob
condigbes de vacuo. As diferencas de interacédo dos elétrons com regides de distintas
densidades geram contrastes que sao convertidos em imagens de alta resolucgao,
permitindo a visualizacdo detalhada da estrutura interna e da morfologia das
particulas.#2-60

Por outro lado, o MEV ¢ utilizado para a caracterizacdo das nanoparticulas,
fornecendo informacgdes sobre morfologia, topografia e organizagao estrutural externa.
O método baseia-se na varredura superficial da amostra por um feixe focalizado de
elétrons, cuja interagdo com o material produz diferentes sinais detectaveis. Esses
sinais sdo processados para gerar imagens bidimensionais. Além disso, dependendo
dos detectores acoplados ao equipamento, o MEV pode fornecer informacgdes

complementares sobre a composigéo quimica dos materiais analisados.*%80
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Figura 4: Imagens de nanoparticula de silica mesoporosa em (a) MEV e (B) TEM.#®

2.7.1.2 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

O espalhamento de luz dindmico estda entre os modelos utilizados na
caracterizacdo de nanoparticulas em suspensdao para determinar o tamanho
hidrodinamico e o indice de polidispersidade (PDI) das particulas a partir das
flutuagdes da luz espalhada por nanoparticulas em movimento browniano, permitindo
calcular seu diametro hidrodindmico médio (Figura 5). Esse parametro corresponde
ao tamanho aparente da particula dispersa no meio, incluindo a camada de solvatagao
presente em sua superficie.61.62.63

Além da determinagdo do tamanho, o DLS pode indicar o indice de
polidispersidade (PDI), utilizado para avaliar a uniformidade da distribuicdo de
tamanhos das particulas na formulagdo. De modo geral, valores reduzidos de PDI,
menores que 0,2, indicam sistemas mais homogéneos, enquanto valores elevados,
maiores que 0,2, sugerem maior heterogeneidade e possivel agregacdo das
nanoparticulas. 61,6263

A estabilidade coloidal da suspensdao pode ser complementada pela
determinagcao do potencial zeta, obtido por técnicas de mobilidade eletroforética
frequentemente acopladas aos equipamentos de DLS. Esse parametro corresponde
ao potencial elétrico na interface entre a superficie da nanoparticula € o meio
dispersante, permitindo obter a carga superficial do sistema. Valores elevados de

potencial zeta podem estar associados a maior estabilidade coloidal devido ao
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aumento das forgas de repulséo entre as particulas, o que pode reduzir a tendéncia a
agregacao. 59616263

Em sistemas nanoparticulados destinados a liberagdo de farmacos, esses
parametros conseguem sugerir como sera o comportamento da formulagdo. O
tamanho hidrodindmico influencia processos como biodistribuicdo, circulagéo

sistémica e internalizacéo celular.16:18.34
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Figura 5: Distribuicao de diametro hidrodinamico de nanoparticulas de silica
mesoporosa contendo 250mL (azul), 350mL (vermelho) e 450mL (preto) de agua
destilada na sua formulagéo. (adaptado)*®

2.7.1.3. Espectroscopia de absorg¢ao no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A espectroscopia de absorgao no ultravioleta-visivel (UV-Vis) avalia a interagao
da radiagao eletromagnética com a amostra pela absor¢do de luz nas regides do
ultravioleta e do visivel. A analise é feita quando um feixe de luz atravessa uma
solucado contendo a nanoparticula, sobrenadante, ou outra solugdo de interesse, e a
intensidade da radiacdo transmitida € comparada com a de uma amostra de
referéncia. A partir dessa diferenca, € possivel determinar o espectro de absorcao da
amostra. Na area de nanomedicina, a espectroscopia UV-Vis & frequentemente
utilizada para confirmar a presenca de farmacos encapsulados, monitorar processos
de encapsulacdo e liberacdo, além de auxiliar na quantificagdo de compostos
presentes em sistemas nanoparticulados referentes a sua faixa espectral

especifica.13:64.65
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2.7.1.4. Espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier (FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier € uma técnica
aplicada para confirmar modificagbes de superficie e monitorar a integridade estrutural
das matrizes orgénicas e inorganicas baseada na absor¢do de radiagéo
eletromagnética na regiao do infravermelho pelas ligagdes quimicas de uma molécula.
Essa absorgéo ocorre quando a frequéncia da radiagdo coincide com a frequéncia de
vibragdo natural da ligagdo quimica, promovendo a transigcdo para niveis mais
elevados de energia vibracional. Para que ocorra a absorgéo, o modo vibracional deve
gerar uma alteragdo temporaria no momento de dipolo elétrico da molécula. O
espectro gerado funciona como uma assinatura molecular, identificando grupos

funcionais a partir de bandas vibracionais especificas presentes na amostra.%6-67

2.7.1.5. Difragao de raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X € uma técnica analitica ndo destrutiva utilizada para
investigar o estado fisico, a cristalinidade e a organizagéo estrutural de materiais em
escala atdbmica e molecular, utilizando o espelhamento coerente de feixes de raios-X
incidentes por planos atdbmicos paralelos e ordenados na amostra. Em materiais que
exibem ordenamento cristalino periddico, o perfil difratométrico exibe picos nitidos em
angulos de difracao especificos. Além disso, o tamanho médio de dominios cristalinos

também pode ser estimado pela mesma técnica.%8:5°

2.7.1.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um método instrumental de
separacgao analitica utilizado para a identificacdo, separacao e quantificacdo precisa
de compostos em misturas liquidas. O sistema opera forgando a passagem de uma
fase movel liquida sob alta pressao por uma fase estacionaria empacotada no interior
de uma coluna cromatografica. A separagcao dos analitos baseia-se na diferenga de
afinidade e interagao fisica e quimica que cada composto exibe em relagao as duas
fases, gerando tempos de retengao especificos na coluna. Ao eluirem, as moléculas
passam por sistemas de detecg¢ao, como espectrofotdmetros UV-Vis ou detectores de
fluorescéncia, gerando sinais cromatograficos cujas areas de pico sdo proporcionais

a concentragao das substancias na amostra.% 7071

2.7.1.7. Fisiossorgao de nitrogénio
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A fisiossorcdo de nitrogénio gasoso € uma analise mais utilizada para
caracterizagao de materiais porosos que se baseia na adsorgéo fisica e condensagao
capilar de moléculas de nitrogénio sobre a superficie e no interior dos poros de um
material mantido sob temperatura criogénica constante de 77 K. Pela variagao
controlada da pressao de gas no sistema, obtém-se a curva isotérmica de adsorg¢ao-
desorcao, exemplificada pela Figura 6, e a partir da aplicagéo estatistica do modelo
matematico de Brunauer-Emmett-Teller (BET) na regido de pressdes relativamente
baixas, pode determinar a area superficial especifica. Complementarmente, o método
de Barrett-Joyner-Halenda (BJH) aplica equagdes de condensacdo capilar para
determinar o volume total acumulado e a curva de distribuicdo do diametro dos poros

a partir do ramo de desorgédo da isoterma.”?"3
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Figura 6: Grafico da isoterma de fisiossorgéo de nitrogénio para sintese MSNs-C350.
48

2.7.1.8. Espectrometria de emissao optica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES)

A espectrometria de emissao 6ptica com plasma acoplado indutivamente € uma
técnica espectroquimica quantitativa de alta sensibilidade muito utilizada
principalmente para a determinacao de tragos de elementos metélicos em solugdes.
O principio baseia-se na nebulizagéo e introdugdo da amostra na forma de aerossol
em um plasma de argbnio mantida sob temperaturas extremamente elevadas, por

volta de 10000 °C. Nesse ambiente térmico, os elementos quimicos passam por
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processos de atomizagao, ionizacao e excitacédo eletrénica, e ao retornarem para o
estado fundamental, os atomos e ions emitem radiagdo eletromagnética em
comprimentos de onda caracteristicos, cujas intensidades de emissao sao detectadas
e correlacionadas linearmente com as concentracbes elementares na amostra
original.”475

Essa técnica apresenta elevada eficiéncia analitica para elementos metalicos,
porém possui limitagcbes para a determinagcdo de alguns elementos da tabela
periodica, como gases nobres, nitrogénio, oxigénio e carbono. No caso dos gases
nobres, a detecgao é dificultada devido ao mascaramento dos sinais pelo plasma de
argodnio utilizado no equipamento e a sua alta energia de ionizag&o.”*"®

Para o nitrogénio e o oxigénio, a principal limitacdo decorre da interferéncia
proveniente do ar atmosférico, que contém esses mesmos elementos em sua
composic¢édo, comprometendo a precisdo das medigdes.”>76

Ja para o carbono, a dificuldade esta relacionada as suas linhas de emissao
localizadas na regido do ultravioleta a vacuo (VUV), faixa espectral que geralmente
nao € acessivel ou adequadamente coberta pela maioria dos espectrometros

convencionais.”7>

2.7.1.9. Ressonancia magnética nuclear de estado sélido (2°Si-RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de estado sélido focada
no nucleo de silicio-29 constitui uma técnica espectroscopica avancada de alta
resolucao para determinar de forma direta o ambiente quimico local, a coordenagao
eletronica e o grau de polimerizagéo de silicio em amostras sélidas insollveis.26:31:43

Pela auséncia de movimento rotacional rapido tipico de solugdes, as amostras
em estado sélido sofrem com alargamentos fisicos de picos causados pela anisotropia
do deslocamento quimico e por acoplamentos dipolares homonucleares e
heteronucleares. 4876.77

Esse obstaculo instrumental € contornado por meio da técnica de rotagado no
angulo magico (MAS-RMN), na qual a amostra em pé € mantida sob rotagdo em
altissima velocidade inclinada sob o angulo critico de 54,74 graus em relagéo ao

campo magnético estatico aplicado. 48.76.77

2.7.2. Estudos in vitro
2.7.2.1. Ensaio de Viabilidade Celular por MTT
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O ensaio de MTT é uma metodologia colorimétrica utilizada na triagem in vitro
de viabilidade metabdlica e citotoxicidade celular quando exposto a agentes quimicos
livres ou incorporados a carreadores coloidais. O ensaio fundamenta-se na
capacidade de desidrogenases ativas localizadas na cadeia mitocondrial de células
metabolicamente viaveis reduzirem o sal soluvel de coloracdo amarela brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) a cristais de formazan insoluveis de
cor purpura intensa.”879.80

Esses cristais gerados acumulam-se no citoplasma celular e, apos a adigédo de
um solvente organico de dissolugao, como o dimetilsulfoxido (DMSO), a absorbancia
Optica da solugdo homogénea resultante € lida espectrofotometricamente em

comprimentos de onda especificos, correlacionando com o numero de células vivas.
78,79,80
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Figura 7: Esquema do teste do MTT para avaliag&o da citotoxicidade.*®

2.7.2.2. Estudos de Liberagao por Dialise

O ensaio de liberagao in vitro por dialise constitui o modelo experimental
classico projetado para monitorar como é feita a eluigdo de farmacos ativos
encapsulados em suspensdes de nanoparticulas ao longo do tempo. O ensaio baseia-
se no aprisionamento da formulagdao coloidal no compartimento interno de uma
membrana porosa de dialise com limite de corte de massa molecular especifico para
cada nanoparticula e farmaco.81.82.83

Essa barreira porosa impede fisicamente a passagem das nanoparticulas
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integras de escala nanométrica, porém permite a livre difusdo de moléculas de
farmaco em seu estado molecular livre e soluvel em diregao ao reservatorio externo
de liberagéo sob agitagcdo mecénica constante e sob temperatura controlada de 37°C
para simular condi¢des fisioldgicas. Por¢ées do meio ao qual o farmaco foi difundido
sdo recolhidas e quantificadas para predizer as caracteristicas de liberagdo do

farmaco. 81:82.83

2.7.2.3. Internalizacao Celular das nanoparticulas

A localizagao citoplasmatica e a distribuicao perinuclear de nanoparticulas em
suspensao celular in vitro podem ser mapeadas pela co-coloragao seletiva do nucleo
celular com corantes supravitais especificos que se intercalam no DNA e detectadas
por microscopia de fluorescéncia.3'84

Dentre os métodos utilizados como a citometria de massas, citometria de fluxo
e ICP-MS, a microscopia de fluorescéncia se destaca por ser técnica de imageamento
biolégico optico de alta resolugdo espacial baseada na excitagdo eletrbnica de
moléculas fluorescentes (fluoréforos) por radiagdo luminosa em comprimentos de
onda especificos e subsequente captacdo e amplificagdo da luz emitida em
comprimentos de onda mais longos. Por meio do imageamento de amostras celulares
fixadas ou em tempo real, a técnica permite mapear e diferenciar estruturas celulares

especificas pela aplicagdo combinada de corantes e sondas.3'-84

3. ANALISE COMPARATIVA DE ESTUDOS RELEVANTES DA LITERATURA

Este capitulo propde uma analise comparativa de trés artigos cientificos que
abordam o mesmo problema por caminhos completamente diferentes. Todos os
artigos partem do mesmo objetivo principal que € otimizar a entrega da cisplatina, um
excelente quimioterapico que possui alta toxicidade sistémica.'2'314 Para resolver
esse problema, cada grupo de pesquisadores selecionou e otimizou uma plataforma
nanométrica diferente, explorando matrizes inorganicas, poliméricas e lipidicas.444855

O primeiro estudo propbs a sintese de nanoparticulas de silica mesoporosa
funcionalizadas com grupos carboxilicos para a administragao de cisplatina. O objetivo
central foi contornar a baixa afinidade da cisplatina pela silica pura e, com isso,
melhorar a capacidade de carregamento e modular a liberagao do farmaco. Para isso,
os autores utilizaram uma estratégia one-pot em duas etapas, baseada na co-

condensacgao do sal sédico de carboxietilsilanetriol (CES) com TEOS, sob moldagem
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por CTAB. 48

O segundo trabalho executou uma perspectiva polimérica, nanoparticulas de
PLGA (poliacido latico-co-glicélico) como carreadores de cisplatina e silibinina, com o
proposito de melhorar a estabilidade dos compostos, favorecer a liberagdo controlada
e ampliar o potencial terapéutico contra células de cancer cervical HeLa. Nesse caso,
as nanoparticulas foram produzidas por uma metodologia de dupla emulsao do tipo
W/O/W (agua/oleo/agua) associada a evaporagao de solvente, empregando PVA
como estabilizante e solventes organicos como diclorometano ou cloroféormio,
conforme a formulacgdo. Diferentemente dos outros artigos, o objetivo principal deste
estudo foi a sintese de duas formulagdes independentes, uma para cada farmaco,
posteriormente utilizadas em conjunto nos experimentos celulares para avaliar um
possivel efeito sinérgico entre a quimioterapia convencional e um agente
quimioterapico natural.*4

Por fim, adotando uma abordagem biomimética e lipidica, o terceiro estudo teve
como objetivo desenvolver um sistema lipossomal para a veiculagdo da cisplatina,
buscando superar limitagdes classicas do farmaco. Para isso, os autores trabalharam
com lipossomas peguilados e direcionados por estrona, isto €, uma plataforma lipidica
biocompativel na qual foi incorporado o polimero PEG (polietilenoglicol) para
aumentar a estabilidade circulatéria e reduzir a captagcao pelo sistema fagocitico
mononuclear, além do ligante de estrona para favorecer o reconhecimento por células
que expressam receptores estrogénicos. A preparacao foi realizada pelo método de
hidratacado de filme fino, seguida de sonicacao e extrusdo para ajuste de tamanho e
posterior conjugacao do ligante direcionador. °

As trés publicagdes utilizaram a linhagem celular HeLa, um adenocarcinoma
cervical positivo para o HPV-18, para a validag&o bioldgica em vitro.44:48.55

Para avaliar sistematicamente o impacto da matriz estrutural no desempenho
de entrega da cisplatina, as propriedades das trés principais plataformas
nanoparticuladas documentadas na literatura cientifica foram compiladas e analisadas
quantitativamente através da Tabela 1.

Tabela 1. Parametros para analise comparativa entre as sinteses diferentes.
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Parametro de Lipossoma Lipossoma Lipossoma Li ticula de Silica Mesoporosa
Caracterizagéo [ i Direci Peguilado Duplo-Modificado PLGA (F7) Carboxilada
(L-DDP) (ES-L-DDP) (SSL-DDP) (ES-$SL-DDP) (MSNs-C350)
L 78,7+ 48 855+ 296 90,0+375 973071 1640 ~85
Tamanho Médio por
DLS/TEM (nm)
o - . 0,084 + 0,003 0,163 + 0,006 0,174 + 0,002 0,206 + 0,005
Indice de Polidispersidade polidisperso monodisperso
(PDI)
~ + K + R + - + -
Potencial Zeta (mV) 259+0,24 251045 1984058 19,3+0,36 59,0 Negativo
(-CO0)
. 413142 468+121 48,2+ 0,87 477+0,92 59,4+ 0,074 63,7
Eficiéncia de
Encapsulamento (EE%)
+ + + +
Capacidade de Carga (%) 325009 3322008 3072004 3012004 N&o determinado 13
o 9 o 9 + 9 ~289
Liberagsio em 48h (pH 7,4) 79,67% 7% 69,33% 66,33% 5718+ 3,07% 28%
Liberagido em 48h (pH Né&o avaliado N&o avaliado Né&o avaliado N&o avaliado 73,41+0,69% ~50%
Acido)
~11,0 ng/mL ~1,6 ng/mL 1,47 ng/mL 1,24 ng/mL 3,708 ug/mL 8,3 ug/mL
ICy, para H..ELa em 48h (~1,48 vezes menor) (~10,18 vezes (11,08 vezes maior) (13,14 vezes maior) (1,5 vezes maior) (2,38 vezes maior)
(comparagdo com DDP maior)
livre)

Fonte: elaborada pelo autor

3.1. ANALISE DIMENSIONAL E DISTRIBUIGAO DE TAMANHO

Os dados dimensionais medidos por DLS e TEM revelaram uma variagao
sistematica que reflete diretamente a natureza fisico-quimica e a metodologia de
sintese de cada matriz carreadora. Os sistemas lipossomais exibiram tamanhos por
DLS que variaram de 78,7+ 4,8 nm (L-DDP) a 97,3 + 0,71 nm (ES-SSL-DDP).>* O
aumento gradual do didmetro hidrodindmico é justificado termodinamicamente pela
introdugao sequencial do fragmento de peguilacdo (DSPE-mPEG200) e do fragmento
de direcionamento ativo ancorado ao polimero DSPE-PEG200-ES), os quais se
estendem radialmente a partir da bicamada fosfolipidica externa e expandem a
camada de solvatagdo ao redor das vesiculas.®® O PDI dessas formulagdes manteve-
se estritamente abaixo de 0,206, indicando excelente monodispersao coloidal.>®

Para as nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs-C), o diametro
hidrodinamico médio obtido para a amostra MSNs-C350 foi de aproximadamente 85
nm, com tamanho estimado por TEM de cerca de 80 nm, exibindo um perfil de
distribuicdo estreito.*®

No extremo superior da escala nanométrica, as nanoparticulas poliméricas de
PLGA (F7) apresentaram um tamanho médio de 164 nm medido por DLS.4* Essa

dimensao mais elevada decorre da sintese realizada via técnica de dupla emulsao
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com evaporacgao de solvente (W1/0O/W2), na qual o tamanho final é altamente sensivel
a viscosidade da fase organica de diclorometano contendo o copolimero de PLGA
(proporgéo de lactideo para glicolideo de 50:50) e a energia fornecida durante as
etapas de sonicagdo.3442:44.57

Além de maiores, a formulagéo F7 foi classificada como polidispersa, indicando
dispersibilidade inadequada podendo ocorrer precipitacao coloidal macroscépica em
meio aquoso.* Do ponto de vista do efeito EPR, todas as trés plataformas situam-se
na faixa dimensional ideal para transitar pelo endotélio tumoral, minimizando
simultaneamente a filtragdo glomerular renal precoce e maximizando a retencao

passiva no intersticio neoplasico pelo efeito EPR.18.16.36

3.2. CINETICA DE LIBERAGAO E RESPONSIVIDADE AO MICROAMBIENTE
TUMORAL

Os perfis de liberagao in vitro avaliados por dialise ao longo de 48 horas sob
diferentes condicbes de pH e temperatura revelam mecanismos de transporte
molecular totalmente distintos e controlados de acordo com a arquitetura quimica de
cada nanomaterial.

Nas nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs-C350), o mecanismo de
liberacdo baseia-se na estabilidade de coordenagao entre os residuos carboxilato e o
atomo de platina central. Sob condi¢des fisiolégicas neutras (pH 7,4, 37 °C), a
liberacdo de cisplatina € extremamente restrita, situando por volta de 28% ao longo
de 48 horas e demandando até 96 horas para atingir o equilibrio de saturagéo no meio
de dialise. A forga dessa coordenagao impede a difusdo passiva e elimina por
completo qualquer efeito de liberacdo explosiva, o que confirma que o farmaco esta
covalentemente ancorado e protegido no interior dos mesoporos e nao apenas
fisicamente adsorvido na superficie externa do carreador.*®

Quando o meio ¢ acidificado para valores tipicos de endossomos e lisossomos
(pH 5,5), ocorre a protonagdo em massa dos grupos carboxilato para a forma de acido
carboxilico eletricamente neutro (-COOH). Essa transigcdo quimica desestabiliza a
coordenacao coordenada e enfraquece a ligacao entre a platina e a parede do poro
de silica, acelerando o processo de eluicdo do farmaco, que alcanga cerca de 50%
em 48 horas. A acidez tumoral atua, portanto, como um gatilho quimico de
descomplexagao, garantindo que o quimioterapico permanecga protegido durante a

circulagio e seja liberado rapidamente apenas apds a internalizagao intracelular.*®
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Nas nanoparticulas poliméricas de PLGA (F7), a cinética de liberagao exibe um
padrao bifasico classico.?6:344446 Sob pH fisioldgico (7,4, 37 °C), ocorre uma liberagéo
inicial cumulativa de 57,18 + 3,07% em 48 horas, regulada majoritariamente pela
dessorcao passiva da cisplatina fisicamente retida proxima a superficie porosa da
matriz polimérica.**

Quando exposta as condi¢gées simuladas do microambiente tumoral acido e
hipertérmico (pH 5,2, 42 °C), a taxa de liberagdo acumulada de cisplatina eleva-se
significativamente para 73,41 + 0,69%.4* Sob pH acido e temperatura elevada ocorre
a catalise acida da hidrolise das ligagdes éster do esqueleto polimérico do PLGA,
convertendo o copolimero em seus mondmeros soluveis de acido latico e acido
glicélico. Simultaneamente, a elevacéo da temperatura do meio acima da temperatura
de transigéo vitrea (Tg) do polimero expande o volume livre interfacial e aumenta a
mobilidade das cadeias, acelerando de forma combinada o processo de erosao da
matriz e a difusdo molecular do farmaco em diregdo ao meio tumoral. 34444546

Para as preparagdes lipossomais avaliadas em pH fisiolégico (7,4), a eluicao
de cisplatina em 48 horas registrou taxas de 79,67% para L-DDP, 77% para ES-L-
DDP, 69,33% para SSL-DDP e 66,33% para ES-SSL-DDP.> A reducao sistematica
da liberagao observada nas formulagdes peguiladas (SSL-DDP e ES-SSL-DDP) deve-
se a presenca fisica da densa coroa hidrofilica de cadeias de PEG polimerizadas
sobre as cabecas polares dos fosfolipidios na superficie externa da vesicula. Esse
envoltério molecular forma uma barreira estérica que restringe a mobilidade e a
penetracdo de agua através da bicamada lipidica, retardando a difusdo passiva da
cisplatina encapsulada no nucleo aquoso para o meio de dialise.?54%% Embora as
formulacgdes lipossomais ndo tenham sido avaliadas sob pH &cido in vitro, ensaios
adicionais comprovaram excelente estabilidade fisica a 4 °C, mantendo uma taxa de
vazamento de cisplatina inferior a 10% apds 48 horas de armazenamento, o que indica

grande viabilidade de estocagem sob refrigeragdo.>

3.3. DINAMICA DE CAPTAGAO CELULAR E EFICACIA ANTITUMORAL IN VITRO

Os ensaios de viabilidade celular conduzidos por MTT contra a linhagem
tumoral de carcinoma cervical HeLa expuseram uma diferenca marcante na eficacia
terapéutica em virtude dos mecanismos de internalizagdo apresentados por cada
carreador.448.55

O lipossoma duplo-modificado (ES-SSL-DDP) demonstrou uma poténcia
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citotoxica extraordinariamente superior em comparagao aos quimioterapicos livres e
as demais preparagdes. Apos 48 horas de incubacéo, o ICso da formulagao ES-SSL-
DDP atingiu a marca de apenas 1,24 ng/mL, enquanto o lipossoma peguilado nao
direcionado (SSL-DDP) registrou 1,47 ng/mL, o lipossoma convencional (L-DDP)
manteve-se na faixa de 11,0 ng/mL e a cisplatina livre apresentou 16,3 ng/mL.5%®

A amplificacao da toxicidade do ES-SSL-DDP expandiu-se drasticamente apés
72 horas de exposigéo, onde o seu ICso decaiu para a concentragao infinitesimal de
0,09 ng/mL contra os 15,27 ng/mL da cisplatina livre, consolidando um aumento de
poténcia terapéutica real de 169,6 vezes sobre o farmaco convencional.%®

Esse desempenho excepcional é diretamente justificado pelo mecanismo de
direcionamento ativo promovido pela estrona acoplada a extremidade das cadeias de
PEG. As células HelLa expressam os receptores de estrogénio (ER) em sua
membrana plasmatica e a conjugacdo com a estrona induz o reconhecimento
especifico de alta afinidade por esses receptores, desencadeando uma cascata de
endocitose que internaliza rapidamente a vesicula lipossomal integra. 954385

A quantificagdo exata da superioridade do direcionamento ativo de estrona foi
estabelecida via analise de intensidade de fluorescéncia utilizando a rodamina B como
sonda molecular. O lipossoma direcionado (ES-SSL-Rh B) atingiu um nivel de
captacao de aproximadamente 95.000 unidades de intensidade de fluorescéncia nas
células HelLa, enquanto a formulagdo peguilada nao-direcionada (SSL-Rh B) e a
rodamina livre mantiveram-se na faixa basal de 55.000 unidades, demonstrando que
o direcionamento ativo promoveu uma internalizacao intracelular de farmaco 1,7 vezes
maior em comparagao com a entrega passiva.>

A especificidade desse ligante foi comprovada por ensaios de bloqueio de
receptores em que as células HelLa foram pré-incubadas com estrona livre em
excesso para saturar os receptores de estrogénio de membrana, a captagao
intracelular do lipossoma modificado despencou de 95.000 para apenas 30.000
unidades. Esse declinio drastico confirma que a livre interagao entre o ligante estrona
na superficie lipossomal e o receptor celular ER é o fator determinante para induzir
uma taxa de internalizag&o celular 3 vezes superior a captagdo basal inespecifica.>®

Para a silica mesoporosa (MSNs-C350-CDDP), o valor de ICso obtido em 48
horas contra as células HelLa foi de 8,3 ug/mL, representando um aumento
significativo de citotoxicidade em relagdo a cisplatina livre (19,8 ug/mL).4® Esse

incremento na morte tumoral esta perfeitamente alinhado as analises de acumulo
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intracelular de platina quantificadas via espectroscopia ICP-OES.48747% As células
incubadas com a formulagdo otimizada MSNs-C350 contendo cisplatina exibiram
niveis de retengao liquida de platina intracelular (expressos em ng Pt/ g de proteina
celular) de 8 a 10 vezes maiores em comparagao com as celulas que receberam o
quimioterapico em sua forma livre.*®

Analises complementares de captagao de silica livre de farmaco (pg de silica /
célula) revelaram que o processo de endocitose é altamente sensivel a geometria
espacial das particulas. A amostra esférica MSNs-C350 (80 nm) exibiu a
internalizacdo mais eficiente, seguida pela MSNs-C450 (60 nm). Em contraste, a
formulacdo MSNs-C250 (100-140 nm), que exibe um formato elipsoidal alongado
decorrente da rapida velocidade de condensacao induzida pela elevada concentragao
dos precursores de silicio na sintese, apresentou a menor captacao celular de silica.*®

Isso pode ocorrer devido as particulas esféricas possuirem distribuicdo de
curvatura simétrica e isotrépica que minimiza a barreira de energia livre e a
deformacédo elastica necessaria para que a membrana celular se curve ao redor da
nanoparticula durante a endocitose, ao passo que o formato alongado/elipsoidal
impde uma resisténcia mecanica desfavoravel a membrana plasmatica. Esse
comportamento pode indicar que a morfologia alongada e as maiores dimensdes do
carreador impdem barreiras termodindmicas desfavoraveis para a flexdo da
membrana celular durante a formacdo da vesicula endossomal, retardando a
internalizacao do sistema.

Por fim, as nanoparticulas de PLGA com cisplatina (F7) apresentaram um ICso
de 3,706 ug/mL contra os 5,563 ug/mL obtidos para a cisplatina livre. A associacao
com as nanoparticulas poliméricas contendo silibinina (F4) desencadeou uma morte
celular sinérgica amplificada, confirmada por testes estatisticos de ANOVA de duas
vias (P <0,05). A silibinina encapsulada em PLGA induz a parada de ciclo na transigéo
G1-S através da modulagao do estresse oxidativo celular, redu¢ao da fosforilagao da
pRb e consequente supressdo do complexo mitético E2F1/DP1.44

Essa acao antineoplasica complementar e ndo-sobreposta atua em perfeita
sinergia com o dano genotopico direto induzido pela cisplatina no DNA, promovendo
a clivagem em massa das caspases 3, 7 € 9 no citoplasma das células HeLa. Contudo,
€ fundamental ressaltar que a publicacido referente ao PLGA carece totalmente de
dados quantitativos ou de imageamento experimental para captagdo celular e

internalizagao.**
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Os autores justificam essa auséncia metodoldgica pela falta de instalagdes
laboratoriais adequadas para a realizacdo de ensaios de microscopia confocal de
varredura a laser ou citometria de fluxo, limitando-se a deduzir teoricamente que a
maior citotoxicidade do PLGA-CDDP decorre de uma provavel maior retengao interna
de farmaco.

Essa dedugao puramente indireta representa uma limitagao cientifica relevante,
visto que estudos mecanisticos da literatura alertam que nanoparticulas puras de
PLGA sem modificagdo com ligantes especificos ndo sdo prontamente internalizadas
por células cancerigenas em monocultura.3*42

Diferentemente dos lipossomas direcionados e das MSNs carregadas
negativamente, as quais interagem ativamente com a membrana celular, as particulas
de PLGA nao-funcionalizadas tendem a exercer sua citotoxicidade majoritariamente
pela liberagao prévia do quimioterapico no meio extracelular, com posterior captagao
passiva do farmaco livre pelas células hospedeiras, ou por processos inespecificos de

transferéncia por contato de membrana. 3442

3.4. ESTABILIDADE DE CARGA SUPERFICIAL

O potencial zeta pode ditar a estabilidade de dispersdo coloidal e o
comportamento de circulagdo sistémica das plataformas nanoparticuladas.0-37.67
Potenciais zeta com modulo absoluto superior a 30 mV geram forgas de repulsao
eletrostatica mutua de altissima magnitude entre as particulas dispersas em
suspensao, superando as forgas atrativas de dispersao de Van der Waals, impedindo
a agregagao.5'.63

Na silica funcionalizada, essa eletronegatividade & conferida pela presenca
abundante dos grupos carboxilato (-COO") desprotonados e expostos ao longo de
toda a rede inorganica de silicato, somada a desprotonacdo dos grupos silanois
superficiais remanescentes (Si-OH).4®

No polimero de PLGA, a nanoparticula polimérica de PLGA (F7) registrou
marcas de -59 mV.2 Essa carga altamente negativa origina-se dos residuos carboxila
livres terminais das cadeias de poliéster e do uso do tensoativo alcool polivinilico
(PVA) como agente estabilizante de emuls&o.4434.57

Em contrapartida, os sistemas lipossomais exibiram uma dinédmica de carga
superficial marcadamente distinta, regulada pela modificagdo de membrana. Os

lipossomas convencionais L-DDP e direcionados sem PEG (ES-L-DDP) apresentaram
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potenciais zeta negativos de -25,9 + 0,24 mV e -25,1 £ 0,45 mV, respectivamente.
Com aincorporagao do fragmento polimérico hidrofilico de polietilenoglicol, o potencial
zeta das formulagdes peguiladas SSL-DDP e ES-SSL-DDP sofreu uma redugdo em
sua magnitude eletronegativa, deslocando-se para valores préximos de -19,8 £ 0,58
mV e -19,3 + 0,36 mV.%

Essa perda de carga negativa superficial apés a polimerizagdo com PEG é
cientificamente explicada pelo fenédmeno fisico de mascaramento estérico de carga. A
incorporagao do lipidio peguilado introduz volumosas cadeias lineares de PEG que se
projetam para fora das cabecas polares fosfolipidicas na superficie externa da
bicamada.35:40.55.56

Essas cadeias densamente hidratadas promovem um deslocamento fisico do
plano de cisalhamento hidrodinamico das particulas para uma distancia
significativamente maior em relagao a carga elétrica nativa da superficie fosfolipidica
central 554086 Como o potencial elétrico decai em relagdo a distancia da superficie
carregada, o equipamento de difracdo eletroforética DLS registra uma queda na

magnitude do potencial medido.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

A presente revisao permitiu uma analise cientifica aprofundada a respeito do
papel da nanomedicina no tratamento do carcinoma cervical. A cisplatina livre, embora
possua um mecanismo de o6timo atendimento para o enfrentamento do cancer,
apresenta toxicidade consideravel e resisténcia no organismo.'%13.14.24 A partir disso
foi possivel avaliar o encapsulamento da cisplatina em trés plataformas
nanotecnoldgicas de matrizes diferentes, os lipossomas duplamente funcionalizados,
as nanoparticulas de PLGA em sistema de co-entrega e as nanoparticulas de silica
mesoporosa carboxilada.*448% Todos os sistemas demonstraram o potencial de
superar essas barreiras biofarmacéuticas e otimizar a cisplatina, dados que confirmam
que o carregamento de quimioterapicos via nanocarreadores representa uma vertente
promissora para o desenvolvimento de tratamentos oncolégicos eficazes, seguros e
precisos.16.17:21.37

Em relacao a avaliagao de qual nanoparticula apresentou maior eficiéncia para
a entrega e otimizagdo da cisplatina, a nanoparticula lipossomal funcionalizada com
PEG e estrona teve a maior otimizacdo do farmaco com eficacia 13 vezes maior do

que a cisplatina livre para 48 h e de 169 vezes para 72 h de incubagcdo, mostrando
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que as suas modificagdes de superficie promoveram o reconhecimento especifico.%®

Por outro lado, as outras duas plataformas estruturais alcangaram otimizagdes
que também foram relevantes e possuiram diferenciais tecnoldgicos que as tornam
otimas precursoras para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.*+48

A sintese otimizada de silica mesoporosa carboxilada apresentou
superioridade quantitativa nos parametros de incorporagdo farmacoldgica,
alcancando a maior eficiéncia de encapsulamento de aproximadamente 63,7 % e uma
capacidade de carga de 11,3 %, que superam em escala os valores obtidos pelos
lipossomas, e obtiveram também uma excelente liberagao controlada e responsiva ao
pH, todos resultados decorrentes do sucesso na sua funcionalizagéo de superficie.*®

Por outro lado, as nanoparticulas de PLGA F7 obtiveram uma otimizacao
bioldgica ao viabilizar uma estratégia de co-administragdo. Embora individualmente
as formulagdes poliméricas tenham apresentado uma citotoxicidade moderada, a
associagao conjunta de nanoparticulas de PLGA encapsulando cisplatina (F7) com
nanoparticulas contendo silibinina (F4) induziu uma taxa de morte celular Hela
sinérgica, amplificada e viabilizada por uma matriz polimérica completamente
biodegradavel, biocompativel.**

A transposicdo futura dessas plataformas para o Sistema Unico de Saude
(SUS) apresenta relevancia frente ao panorama do cancer de colo de utero no Brasil,
que registra uma curva crescente que afeta desproporcionalmente as regides Norte e
Nordeste além de muitos diagndsticos tardios que elevam substancialmente os custos
do SUS com tratamentos complexos.'?38 Embora existam medidas preventivas e a
incorporagao testes moleculares de DNA-HPV para otimizar o rastreamento, o
tratamento de tumores avangados ainda pode depender da administracao sistémica
de cisplatina livre, cuja baixa especificidade provoca efeitos adversos severos e
limitantes.®7-12.13 Nesse cenario, a encapsulagdo em nanocarreadores atua como uma
blindagem protetora que tem 6timo potencial de reduzir a aquacao prematura do
farmaco na circulagao, diminuindo as toxicidades sistémicas, o que poderia levar a
menos internagdes hospitalares, menor demanda por hemodidlise de urgéncia e
otimizagdo dos recursos publicos por meio de uma oncologia de precisdo. 61725

Por mais que este estudo pode efetuar analises concretas sobre nanoparticulas
para o tratamento de cancer cervical, ele ainda apresentou limitacbes. A analise
comparativa evidenciou uma falta de padronizacdo na literatura cientifica

internacional, que frequentemente falha em reportar de forma homogénea parametros
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estruturais dos nanocarreadores, como o indice de polidispersidade e o potencial zeta.
Essa heterogeneidade metodoldgica gerou um problema no qual o aumento do
volume de artigos triados aprofundava as lacunas de comparagao, obrigando a
restricido da selegdo final deste trabalho a apenas trés plataformas de entrega
(lipossomas, PLGA e silica mesoporosa) para preservar a confiabilidade do estudo.
No entanto, mesmo entre as plataformas selecionadas, lacunas criticas de dados
ainda foram encontradas, que foram necessarias aproximag¢des ou a auséncia dos
resultados, como ensaios experimentais ou de imageamento de internalizagao celular
direta nas células HeLa para o PLGA, além de disparidades metodolégicas na
determinagao do ICso em varios tempos de incubacgéo, a falta em dados de capacidade
de carga e caréncia de dados que avaliem a liberagdo acumulada em pH acido (pH
5,2 a5,5) por 48 h.44,48,55,61,62,63

A avaliacdo fisico-quimica e biolégica dessas plataformas conseguiu
demonstrar que a existéncia de um nanocarreador perfeito esta longe da realidade. O
lipossoma duplamente modificado revelou a maior poténcia citotéxica in vitro de 169,6
vezes superior a cisplatina livre por meio do direcionamento ativo de estrona via
receptores de estrogénio (ER) superexpressos em células Hela, porém esta
funcionalizacdo de superficie ndo funciona para tumores com baixa expressao de
estrogénio.>

Por outro lado, as nanoparticulas de silica mesoporosa carboxiladas exibiram
superioridade na eficiéncia de encapsulamento, capacidade de carga e liberagao
responsiva ao pH, contudo possuem uma biodegradacédo in vivo mais lenta que
levanta preocupacgdes de bioacumulagao a longo prazo.*8

Por fim, as nanoparticulas de PLGA (F7) destacaram-se por sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade completas, possibilitando uma co-
administragcdo sinérgica com a silibinina (F4), mas sofrem com limitagbes de
polidispersdo e auséncia de dados de captacgio celular direta.**

Assim, o sucesso da nanomedicina no tratamento do cancer cervical reside na
selecao criteriosa do carreador ideal de acordo com as necessidades clinicas de cada

paciente.
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