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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento e a caracterizacao fisico-quimica de
uma plataforma nanocarreadora estruturada por meio da técnica de montagem
multicamada (Layer-by-Layer — LbL), utilizando micelas de PEG-PCL-Maleimida
como nucleo polimérico. O sistema foi projetado para a entrega de SIRNA,
incorporado a estrutura por adsorcdo fisica superficial, visando o tratamento da
Leucemia Linfoblastica Aguda de células T (LLA-T) como uma estratégia de medicina
de precisdo para pacientes com prognosticos desafiadores. Os nudcleos micelares,
sintetizados por nanoprecipitacao e estabilizados com Poloxamer 407 (1%), resultaram
em particulas monodispersas de 72,6 nm, com estabilidade dimensional sugerida por
60 dias sob refrigeracdo. A caracterizagdo eletrocinética revelou um perfil de potencial
elétrico estavel (-13,0 mV em pH 5,0, utilizando agua Milli-Q como meio dispersante)
e ponto isoelétrico inferior a 2,0, assegurando estabilidade coloidal em pH fisioldgico.
A investigacdo da interface coloidal foi validada por modelagem matemaética (Modelo
de Hill), revelando um mecanismo de adsorgdo cooperativa de RNA (p = -10,6). A
arquitetura multicamada foi confirmada por sucessivas inversdes de carga, onde o
potencial zeta transitou de —9,3 mV para +15,8 mV apo6s a complexacdo da Poli-L-
Arginina (PLA), retornando a —10,7 mV com o recobrimento de Acido Hialurénico
(HA). Esta dltima etapa induziu fendbmenos de bridging, elevando o didmetro
hidrodinamico para patamares de 200 nm. Ensaios de citometria de fluxo em linhagens
Jurkat e MOLT-4 indicaram auséncia de internalizacéo citoplasmatica significativa do
siRNA no intervalo avaliado, sugerindo que o incremento dimensional pos-
recobrimento influencia a cinética de captacdo. Ainda, as analises sugeriram
preservacao da viabilidade celular nas condicdes teste, indicando um perfil preliminar
de biocompatibilidade. O estudo conclui, portanto, que a engenharia do nanovetor é
tecnicamente viavel, estabelecendo pardmetros para o refinamento da estabilidade,
contudo, buscando futuramente um ajuste para a manutencdo do tamanho
hidrodindmico ideal descrito na literatura, e da interacdo bioldgica da plataforma.
Esses achados abrem caminho para ensaios quantitativos de viabilidade e testes de
silenciamento, servindo como ponto de partida para novas estratégias no tratamento

da leucemia.

Palavras-chave: LLA-T; Nanoparticulas Poliméricas; PEG-PCL-Maleimida; SiRNA,;
Layer-by-Layer; Terapia Avangada.



ABSTRACT

The present study describes the development and physicochemical characterization of
a nanocarrier platform structured through the layer-by-layer (LbL) assembly
technique, utilizing PEG-PCL-Maleimide micelles as the polymeric core. The system
was designed for the delivery of sSiRNA, incorporated into the structure via superficial
physical adsorption, aiming at the treatment of T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia
(T-ALL) as a precision medicine strategy for patients with challenging prognoses. The
micellar cores, synthesized by nanoprecipitation and stabilized with Poloxamer 407
(1%), resulted in monodisperse particles of 72.6 nm, with dimensional stability
suggested for 60 days under refrigeration. Electrokinetic characterization revealed a
stable electrical potential profile (-13.0 mV in pH 5.0, using Milli-Q water as the
dispersing medium) and an isoelectric point below 2.0, ensuring colloidal stability at
physiological pH. The investigation of the colloidal interface was validated by
mathematical modeling (Hill Model), revealing a cooperative RNA adsorption
mechanism (p = —10.6). The multilayer architecture was confirmed by successive
charge inversions, where the zeta potential transitioned from —9.3 mV to +15.8 mV
after Poly-L-Arginine (PLA) complexation, returning to —10.7 mV following
Hyaluronic Acid (HA) coating. This final step induced bridging phenomena,
increasing the hydrodynamic diameter to levels around 200 nm. Flow cytometry
assays in Jurkat and MOLT-4 lineages indicated the absence of significant cytoplasmic
siRNA internalization within the evaluated interval, suggesting that the post-coating
dimensional increase influences uptake kinetics. Furthermore, the analyses suggested
the preservation of cell viability under the test conditions, indicating a preliminary
biocompatibility profile. The study concludes, therefore, that the engineering of the
nanovector is technically feasible, establishing parameters for the refinement of
stability; however, future work should seek to adjust the maintenance of the ideal
hydrodynamic size described in the literature and the biological interaction of the
platform. These findings pave the way for quantitative viability assays and silencing

tests, serving as a starting point for new strategies in leukemia treatment.

Keywords: T-ALL; Polymeric Nanoparticles; PEG-PCL-Maleimide; siRNA; Layer-
by-Layer; Advanced Therapy.
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CAPITULO I: Introducéo

1.1. Justificativa e Relevancia do Trabalho

O cancer configura-se como um dos maiores desafios de satde publica global,
caracterizando-se pela proliferacdo descontrolada de células geneticamente
transformadas que favorecem clones progressivamente resistentes e agressivos. No
espectro das neoplasias hematoldgicas, a Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é
definida pela expansdo anormal de linfoblastos e seu acimulo na medula 06ssea,
comprometendo a hematopoiese normal e resultando em um curso clinico severo.
Entre seus subtipos, a Leucemia Linfoblastica Aguda de células T (LLA-T) destaca-
se como uma patologia de alto risco, correspondendo a aproximadamente 15% dos
casos pediatricos e 25% dos diagnosticos em adultos. Neste caso, alteracdes genéticas
especificas interrompem a maturagédo regulada dos timocitos no timo, causando um
bloqueio na diferenciacdo e a proliferacao aberrante de precursores imaturos de células
T. Dentre essas alteracdes estdo mutacdes ativadoras no oncogene NOTCH1 (presentes
em 69% dos casos), delecdes nos genes supressores de tumor CDKN2A/B, além de
translocacfes cromossdmicas que resultam em aumento de expressdo de um grupo

diverso de fatores de transcricdo que funcionam como oncogenes.

Apesar da consolidacdo de protocolos quimioterapicos multiagentes
intensivos, que buscam remissfes profundas, recidiva a LLA-T recidivada ou
refrataria apresenta um prognéstico extremamente desfavoravel, com taxas de
sobrevida frequentemente abaixo de 25%. A quimioterapia convencional, embora
eficaz em muitos casos, € acompanhada por toxicidades sistémicas severas, incluindo
danos hepaticos e pancreatite, e falha em eliminar a Doenca Residual Minima (DRM)
em subtipos de alto risco, 0 que impulsiona a busca por estratégias de medicina de
precisdo, como a terapia génica baseada em RNA de interferéncia (RNAI). A
tecnologia de RNAI permite o silenciamento génico pos-transcricional de alvos
criticos, mas sua aplicagdo clinica enfrenta obstaculos como a répida degradagéo por

nucleases séricas e a dificuldade de entrega em tecidos extra-hepaticos.
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Nesse cenario, os sistemas de entrega artificiais, particularmente as
nanoparticulas poliméricas, emergem como uma alternativa promissora para esse uso
terapéutico por oferecerem consideravel biosseguranca, baixa imunogenicidade e
versatilidade sintética, principalmente quando comparado aos vetores virais. Entre as
plataformas organicas, as micelas baseadas em copolimeros anfifilicos, como o0 PEG-
PCL-Maleimida, destacam-se pela estrutura auto-organizada de ndcleo-casca. Assim,
0 nucleo de policaprolactona (PCL) promove a estabilidade estrutural e o
encapsulamento de cargas, enquanto a coroa de polietilenoglicol (PEG) confere o
efeito stealth, prolongando a circulacdo sistémica ao evitar a captura pelo Sistema
Fagocitario Mononuclear. Paralelamente, a funcionalizagdo com maleimida atua como
um sitio estratégico, provendo versatilidade para funcionalizagbes posteriores; no
contexto desta plataforma esse grupamento atua na coordenacdo do material genético
junto a superficie da particula, viabilizando a retencao da carga, o que pode apresentar
resultados ainda mais expressivos caso 0 siRNA seja quimicamente modificado com
a insercdo de um grupo tiol terminal. Para potencializar a entrega do material genético,
a estratégia de montagem Layer-by-Layer (LbL) permite o carregamento da
nanoparticula por meio da deposicao eletrostatica sequencial do sSiRNA, isto €, a sua
carga terapéutica, e de polieletrdlitos complementares. Esta técnica, portanto,
possibilita a incorporacdo do siRNA com uma camada formadora da arquitetura da
nanoparticula, seguida de recobrimento por materiais como a Poli-L-Arginina (PLA)
e 0 Acido Hialurdnico (HA), criando nanovetores inteligentes capazes de proteger a
carga genética da degradacgdo enzimatica, promover o0 escape endossomal e realizar o
direcionamento seletivo as células tumorais via receptores CD44, assim possibilitando

que o siRNA possa ter seu efeito de silenciamento génico.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

O objetivo central deste estudo é o desenvolvimento e a caracterizagdo fisico-
quimica de uma plataforma nanocarreadora para o tratamento da LLA-T. A estratégia
baseia-se na estruturagéo de um nanovetor via montagem multicamada (LbL), partindo

de um nucleo hidrofébico de PEG-PCL-Mal complexado ao siRNA por meio de uma
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adsorcdo fisica gerada por diferenca de cargas, conforme ilustra a Figura 1. A
arquitetura prossegue com a deposi¢do sequencial de PLA, polieletrolito catiénico
biodegradavel selecionado por sua alta densidade de carga e propriedades
tamponantes, fundamentais para promover o escape endossomal e garantir a entrega

citoplasmatica da carga terapéutica.

2/ Policaprolactona

% Polietilenoglicol

Maleimida

O
mm siRNA

' Poli-L-Arginina

Acido Hialurdnico

Figura 1. Representacdo esquematica da arquitetura do nanovetor estruturado via montagem
multicamada por interacdo eletrostatica. O sistema é composto por um nucleo hidrofébico de
Policaprolactona (PCL), uma coroa hidrofilica de Polietilenoglicol (PEG) funcionalizada com Maleimida e

siRNA, recobertos sucessivamente por camadas de Poli-L-Arginina (PLA) e Acido Hialurdnico (HA).

A etapa final consiste na incorporacio do Acido Hialurénico como camada
externa. A presenca do HA visa neutralizar o potencial citotoxico dos polications
internos, conferir protecdo fisica contra a degradacdo enzimatica e aumentar a
biocompatibilidade sistémica do nanovetor. Adicionalmente, o HA atua como ligante
para o reconhecimento ativo de receptores CD44, frequentemente superexpressos em
linhagens celulares de LLA-T, visando uma internalizagdo celular seletiva e mediada

por receptores.
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1.2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar fisico-quimicamente o nucleo polimérico de PEG-PCL-Mal
quanto ao seu diametro hidrodindmico, indice de polidispersdo, carga

superficial estabilidade temporal, esterilidade e citotoxicidade;

Investigar a eficiéncia de adsorcdo do material genético via interacdes
eletrostaticas, utilizando o RNA de levedura como modelo para a validagédo
inicial dos parametros de saturacdo, seguida da aplicacdo do protocolo ao

SiRNA para a consolidacdo do sistema nanovetorizado.

Propor modelos de isotermas para auxiliar a compreensdo dos mecanismos de
interacdo na interface coloidal.

Validar a montagem da arquitetura multicamada através do monitoramento da
inversdo de carga superficial e da variacdo de tamanho apds deposicao
sequencial de Poli-L-Arginina e Acido Hialurénico.

Realizar ensaios preliminares de internalizacdo citoplasmatica da plataforma
final (NP-RNA-PLA-HA) em linhagens de LLA-T (Jurkat e MOLT-4) para
avaliar a viabilidade biologica e a estabilidade inicial do nanovetor em meio

de cultura.
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CAPITULO II: Revisdo bibliografica

2.1. Leucemia linfoblastica aguda das células T

2.1.1. Contexto e Panorama Epidemioldgico da LLA-T

O cancer é um dos maiores problemas de saude puablica no mundo, destacando-
se como uma das principais causas de morte (INCA, 2022). Esta é uma doenca
caracterizada pela proliferacdo descontrolada de células genética e epigeneticamente
transformadas, sujeitas a selecdo natural, isto €, uma selecdo interna do tumor, em que
clones celulares cada vez mais agressivos, resistentes e com capacidade acelerada de
multiplicacdo celular (BROWN et.al, 2023). Os canceres podem ser agrupados em
quatro categorias principais, conforme o tipo de célula e tecido de origem: carcinomas,
sarcomas, leucemias e linfomas. Os carcinomas, mais comuns, surgem nas células
epiteliais. Os sarcomas desenvolvem-se em tecidos de sustentagdo, como mdsculos,
0sso0s, cartilagens e tecidos fibrosos. Ja as leucemias e os linfomas tém inicio em

células do sistema sanguineo e linfatico, respectivamente (COOPER, 2000).

Como mencionado, a leucemia consiste em uma neoplasia maligna que
acomete os glébulos brancos e, em geral, apresenta origem indefinida. E caracterizada
pelo acumulo de células transformadas na medula Gssea, as quais substituem
progressivamente as células hematopoéticas normais. Em escala global, a leucemia
representou, em 2020, aproximadamente 2,5% de todos os novos casos de cancer e
3,1% de todos os Obitos atribuidos a doenca (HUANG et al., 2022). No mesmo
periodo, a leucemia infantil correspondeu a cerca de 33% dos novos diagnésticos de
cancer e 31% dos 6bitos por cancer entre criancas de 0 a 14 anos, configurando-se
como a neoplasia maligna mais incidente na infancia (MOHAMMADIAN-
HAFSHEJANI; FARBER; KHEIRI, 2024). A enfermidade apresenta distribuicéo
mundial, com maior prevaléncia e mortalidade registradas nos paises desenvolvidos
(TEBBI, 2021).

As leucemias séo tradicionalmente classificadas em duas categorias principais,

de acordo com a linhagem celular acometida: mieloide e linfoide (ou
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linfocitica/linfoblastica). Adicionalmente, conforme o curso clinico, subdividem-se
em formas agudas, de evolucdo rapida e comportamento mais agressivo, e cronicas,
de progressdo lenta e continua. Dessa forma, distinguem-se quatro tipos principais:
leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia
linfoblastica aguda (LLA) e leucemia linfoblastica cronica (LLC) (INCA, 2022).

A incidéncia da leucemia tende a aumentar com o avango da idade, embora
possa ocorrer em qualquer faixa etaria. Observa-se, entretanto, uma distribuicdo etaria
caracteristica dos subtipos: a LLA é predominante em crian¢as menores de 15 anos,
enquanto a LMA e a LLC apresentam maior frequéncia em individuos idosos (INCA,
2022).

A LLA é definida pela proliferagdo anormal e excessiva de células linfoides
imaturas, denominadas linfoblastos, que se acumulam na medula Gssea e
comprometem a hematopoiese normal. Esse processo resulta na reducéo da producéo
de plaquetas e hemacias devido a substituicdo por aqueles acometidos por alteracfes
genéticas, além de interferir na diferenciacdo das demais células precursoras
hematopoéticas. Em condicBes fisiologicas, tais precursores dariam origem aos
linfécitos B e T, elementos essenciais da resposta imunoldgica adaptativa. O acimulo
de linfoblastos na medula dssea, portanto, constitui o principal mecanismo patogénico
da doenca (LIMA et al., 2024).

A LLA é classificada conforme a linhagem dos linfoblastos em B ou T, de
acordo com o fendtipo das células acometidas. Representa o tipo de cancer mais
prevalente na populacdo pediatrica, com maior incidéncia entre dois e cinco anos de
idade (SILVA et al., 2021). A LLA-T, que se caracteriza pela proliferacéo
descontrolada de células T imaturas (timdcitos) e pela sua infiltracdo na medula 6ssea
e no sangue periférico, é considerada uma doenca de alto risco, podendo envolver o
mediastino, o liquido cefalorraquidiano e outros 6rgdos linfoides. Em termos
epidemioldgicos, a LLA-T corresponde a aproximadamente 15% dos casos pediatricos
e 25% dos casos em adultos (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024, BARDELLI et al.,
2021).

O que desencadeia as alteragdes no material genético nessas linhagens

envolvidas na neoplasia ainda é desconhecido, mas alguns fatores de risco podem estar
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associados ao seu desenvolvimento, como historico familiar de céncer, exposicao
materna ao tabagismo durante a gravidez e contato com agrotoxicos nesse periodo
(SILVA etal., 2021). E nesse contexto de incerteza etioldgica e complexidade genética
que se torna crucial identificar os genes desregulados na LLA-T. Liu et al. (2017)
confirmaram a heterogeneidade das lesdes de LLA-T identificando 106 genes-alvo,
metade dos quais inéditos. Mais recentemente, POlonen et al. (2024) detectaram
mutagOes recorrentes para 16 genes codificadores néo relatados anteriormente, bem
como alteracBes gendmicas nao codificadoras. Esses estudos indicam que um

potencial muito grande para novos alvos terapéuticos ainda precisa ser explorado.

Embora os dados epidemioldgicos revelem a gravidade da LLA-T, a
compreensdo de sua agressividade exige uma analise dos mecanismos intracelulares
que desviam o desenvolvimento normal dos timdcitos. A transicdo para a malignidade
decorre de uma cascata de falhas moleculares que conferem resisténcia e alta
capacidade proliferativa as células imaturas. Assim, para entender a resisténcia e a alta
taxa proliferativa dessas células imaturas, torna-se necessario detalhar a fisiopatologia
e as bases moleculares da LLA-T, abordando as falhas genéticas que subvertem o

desenvolvimento linfoide normal.

2.1.2 Fisiopatologia e Bases Moleculares

A LLA-T é uma neoplasia maligna altamente heterogénea de precursores de
células T, diagnosticada pela expressdo do marcador CD3 (na superficie da membrana
plasmética ou no citoplasma), além de outros marcadores como CD1a, CD2, CD4,
CD5, CD7 e CD8. Imunofenotipicamente, a doenca é subclassificada nas formas pro-
T, pré-T, T cortical e T madura, além do subtipo imaturo ETP-ALL (progenitor de
célula T precoce) (CHIARETTI; ZINI; BASSAN, 2014).

A base da LLA-T reside em alteragdes no material genético, frequentemente
chamadas de modificacgdes drivers ou "condutoras”, capazes de iniciar a transformagéo
leucémica (BUCKLEY et al., 2025). No entanto, a LLA-T apresenta uma dificuldade
elevada de deteccdo. Isso ocorre porque aproximadamente 60% desses drivers de

leucemia envolvem regides nao codificantes do genoma (“ocultas”), ou seja, as partes
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que ndo produzem proteinas (POLONEN et al., 2024). Essas regides atuam como
reguladores defeituosos, ativando genes promotores de cancer (oncogenes). Um
mecanismo altamente prevalente (50% dos casos) € o0 sequestro de enhancers, que séo
sequéncias ndo codificantes de DNA que agem como um “super-interruptor” para
amplificar drasticamente a expressdo desses oncogenes (POLONEN et al., 2024).
Como as técnicas de sequenciamento padrdo, como o Sequenciamento Completo do
Exoma (WES), ndo conseguem identificar essas mudancas ocultas, o0 Sequenciamento
do Genoma Inteiro (WGS) se torna necessario para um diagnostico completo
(POLONEN et al., 2024). Assim, 0 WGS é crucial para a caracterizagdo precisa da
doenca, permitindo a identificacdo dos drivers ocultos, a classificagdo correta do
subtipo, a estratificacdo de risco e o prognostico, além da identificacdo de alvos
terapéuticos (BUCKLEY et al., 2025). Analises genémicas recentes definiram 15
subtipos de LLA-T com padrdes de expressao génica e resultados clinicos distintos,
delineados principalmente por essas alteracfes ndo codificantes e pelo estagio de
diferenciacéo celular (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024; POLONEN et al., 2024).

Apesar disso, é conhecido que as LLA-T sdo impulsionadas por um conjunto de
alteracbes moleculares comuns que determinam o comportamento e a agressividade
da doenga. O gene NOTCH1 é um dos oncogenes mais frequentemente alterados, com
mutacOes ativadoras observadas em cerca de 69% dos casos (MANSUR, 2008).
Embora as alteraces na via NOTCH, familia de genes que codifica receptores de
sinalizacdo celular, sejam geralmente associadas a um prognéstico favoravel,
variacOes especificas, como as mutacdes intrénicas, podem estar ligadas a resultados
clinicos piores (MANSUR, 2008, FERRANDO, 2009).

Outra alteracdo extremamente comum (71% dos casos) sdo as delecdes nos genes
CDKNZ2A/B, que codificam inibidores cruciais do ciclo celular, e cuja inativagdo
funcional resulta na perda da capacidade da célula de interromper seu ciclo de divisédo
(PERAZZI0, 2022). Em contraste, mutacOes ou delegdes no gene RUNX1, fator de
transcricdo essencial para a regulacdo da diferenciacdo dos precursores linfoides,
causam o bloqueio do desenvolvimento normal dos timdcitos, levando a interrupgéo
da maturacdo e impedindo que essas células adquiram caracteristicas funcionais de
linfécitos T maduros (SIN; MAN, 2021).

Além disso, a desregulagdo da via JAK-STAT, que transmite sinais extracelulares

ao nucleo para ativar genes especificos, é fundamental, sendo observada em 21% a
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25% dos casos de LLA-T (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024). Mutacdes em receptores
como o IL7R podem levar a hiperestimulacdo dessa via, que é de sobrevivéncia e
crescimento celular, resultando em um sinal incessante para a célula proliferar e
sobreviver, o que contribui diretamente para o desenvolvimento e a progressao da
leucemia (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024, SIN; MAN, 2021). A ativacédo da via JAK-
STAT é particularmente comum em subtipos de alto risco, como a LLA de Precursor
de Células T Precoce (LLA-TPE), e esta ligada a um risco mais elevado de Doenca
Residual Minima (DRM) apds o tratamento inicial, indicando risco aumentado de
recidiva (KANTARJIAN; JABBOUR, 2025). Devido a essa prevaléncia, a via JAK-
STAT representa um alvo atraente para inibidores, como o ruxolitinibe, que mostram
potencial terapéutico (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024).

Adicionalmente, a LLA-T apresenta caracteristicamente a translocacdo e a
expressdo aberrante de oncogenes de fatores de transcricdo. Esses rearranjos
cromossOmicos colocam tais oncogenes sob o controle de intensificadores, ou
enhancers (que funcionam como potentes elementos reguladores de aumento de
transcricao génica), fortes e especificos de células T, localizados nos loci TCRB (7q34)
ou TCRA-TCRD (14qg11). Este fendmeno, conhecido como "sequestro de enhancer”,
resulta na expressao descontrolada de fatores de transcricdo em progenitores de células
T que, em condi¢des normais, deveriam estar silenciados ou rigorosamente regulados.
Esses fatores oncogénicos incluem membros da familia basic helix-loop-helix
(bHLH), como TAL1, TAL2, LYL1 e BHLHB1,; genes de dominio LIM-only (LMO1 e
LMO2); e genes homeobox (HOX) como TLX1/HOX11, TLX3/HOX11L2, entre outros
(VAN VLIERBERGHE; FERRANDO, 2012). Na pratica, esse rearranjo genético
altera 0 "manual de instrucdes" da célula: ao aproximar um interruptor molecular
permanentemente ligado (o enhancer do TCR) de genes que comandam a proliferacéo,
a célula interrompe seu processo de maturacdo e passa a se dividir de forma aberrante.
Somado a isso, mecanismos como dele¢des intracromossdmicas (como no caso do
TAL1 em 1p32) ou a ativagdo constitutiva do receptor NOTCH1 (TAN1) refor¢cam esse
estado de "congelamento” em estagios imaturos, conferindo as células T um fendtipo
agressivo e persistente (VAN VLIERBERGHE; FERRANDO, 2012).

Se, por um lado, o cenario molecular revela alvos promissores para o
tratamento, a aplicacdo desses achados na pratica clinica ainda enfrenta barreiras

importantes. A complexidade genética discutida anteriormente dificulta a acdo das
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terapias, influenciando o modo como os protocolos atuais tentam lidar com as
variagdes da doenca. Por isso, é necessario entender como as estratégias vigentes
buscam o controle da LLA-T e quais limita¢cdes impedem que o tratamento tenha um
sucesso duradouro, motivando, assim, cada vez mais a busca por alternativas seguras

e eficazes.

2.1.3. Abordagens Terapéuticas Atuais e Suas Limitacgdes

A LLA-T, especialmente quando a doenca se torna recidivada (retorna apés o
tratamento) ou refrataria (ndo responde ao tratamento), tem um prognostico
desfavoravel, com taxas de sobrevida frequentemente abaixo de 25% ap0s terapias
agressivas (AMARAL et al., 2025).

O tratamento padrdo de primeira linha baseia-se em protocolos de
quimioterapia multiagente intensiva, que foram originalmente desenvolvidos para a
LLA de células B, mas adaptados com modificacBes essenciais e especificas para a
linhagem T, objetivando uma remissdo completa da forma mais precoce, segura e
profunda possivel (KANTARJIAN; JABBOUR, 2025). Um componente crucial € a
L-Asparaginase, uma enzima que destr6i o aminoacido L-asparagina, do qual as
células leucémicas dependem para sobreviver (MAESE; RAU, 2022). Sua eficécia €
alta, com regimes de quimioterapia intensiva (metotrexato estilo Capizzi) que incluem
PEG-Asparaginase, uma formulacdo que oferece uma deplecdo de asparagina mais
prolongada no soro, resultando em sobrevida livre de doenca de até 87% em ensaios
clinicos (GOKBUGET et al., 2024; KANTARJIAN; JABBOUR, 2025). Contudo, seu
uso é limitado por toxicidades que exigem monitoramento rigoroso, como toxicidade
hepatica, pancreatite e problemas de coagulacdo, especialmente em adultos
(GOKBUGET et al., 2024). Além disso, a resisténcia ao tratamento é um desafio
central, frequentemente causada pelo aumento da producéo interna de asparagina pelas
proprias células leucémicas (AMARAL et al., 2025).

Além disso, a quimioterapia intratecal, isto €é, administracdo de
quimioterapicos, como Metotrexato (MTX), Citarabina (ARAC) e esteroides
diretamente no liquido cefalorraquidiano, é obrigatoria para prevenir recaidas no
Sistema Nervoso Central, que ¢ um risco maior na LLA-T (KANTARJIAN;

JABBOUR, 2025). Complementando esses regimes, a Nelarabina, um pro-farmaco
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analogo da desoxiguanosina que demonstra toxicidade seletiva contra linfoblastos T,
é a Unica terapia especificamente aprovada pela FDA para a LLA-T (KANTARJIAN;
JABBOUR, 2025). Embora tenha sido aprovada em 2005, inicialmente para pacientes
com doenca recidivada ou refrataria (R/R), ela é cada vez mais incorporada no
tratamento de primeira linha da doenca (HORMANN; RUDD, 2025).

Para casos de alto risco, o Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas
Alogénico (allo-HSCT) é a consolidacdo recomendada (KANTARJIAN; JABBOUR,
2025). Este procedimento consiste em substituir a medula 6ssea do paciente por
células-tronco saudaveis de um doador, mas seu sucesso exige que a DRM, a pequena
quantidade de células cancerosas remanescentes, esteja negativa antes do transplante,
isto €, a carga tumoral remanescente deve atingir niveis inferiores ao limite de detec¢éo
das técnicas laboratoriais de alta sensibilidade antes dessa intervencdo (GEORGE;
CHAN; RIQS, 2024).

No entanto, a quimioterapia tradicional, além de um percurso clinico
extenuante, apresenta altos niveis de toxicidade e se mostra insuficiente para remissoes
prolongadas (AMARAL et al., 2025). Ainda, para o subtipo de alto risco, LLA de
Precursor de Células T Precoce (LLA-TPE), esse protocolo apresenta um prognostico
particularmente desfavoravel (SANTOS, 2025). Em resposta a esses desafios da
terapia convencional e a necessidade de reduzir a DRM, a terapéutica tem incorporado,
de forma crescente, abordagens de medicina de precisdo individualizada, focadas em
terapias-alvo e imunoterapias que exploram a heterogeneidade genética e as
vulnerabilidades moleculares da LLA-T (AMARAL et al., 2025).

Nesse contexto, o campo de maior inovagdo reside nas Imunoterapias
Emergentes, notadamente as terapias com Células T com Receptor de Antigeno
Quimérico (CAR T-cells) (SANTQOS, 2025). Este tratamento consiste na coleta das
células T do proprio paciente, que sdo geneticamente modificadas in vitro para
expressar um Receptor de Antigeno Quimérico (CAR), permitindo que, apés a
reinfusdo, essas células alteradas reconhecam especificamente e medeiem a destrui¢éo
das células tumorais (RAMPOTAS; RODDIE, 2025). Contudo, o desafio central na
LLA-T é a antigenicidade compartilhada, pois as células T cancerosas e as células T
normais (necessarias para a imunidade) compartilham marcadores (AMARAL et al.,
2025). Essa semelhanca pode causar o chamado fratricidio, quando as células CAR-T

se atacam e destroem umas as outras, ou aplasia de células T, quando ocorre a
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destruicdo das células T normais do paciente. Embora ja existam pesquisas em
andamento que utilizam métodos de edi¢do genética, como CRISPR/Cas9 e edicao de
base, para bloquear a expresséo do antigeno alvo nas proprias células CAR-T na busca
por contornar esse obstaculo, a terapia ainda deve superar barreiras imunoldgicas e
bioldgicas distintivas da LLA-T para se consolidar como tratamento padrdo de
primeira linha ou de salvamento (AMARAL et al., 2025, DOURTHE; BARUCHEL,
2024).

Outras terapias-alvo promissoras incluem inibidores da via JAK-STAT
(Ruxolitinibe) e inibidores de BCL-2 (Venetoclax), que bloqueiam vias de
crescimento e sobrevivéncia da célula leucémica. (AMARAL et al., 2025, GEORGE;
CHAN; RIOS, 2024). Também, pesquisas sdo impulsionada pela deteccdo de
mutacOes que ativam vias de quinase, o que direciona o uso de Inibidores de Tirosina
Quinase como o Dasatinibe (AMARAL et al., 2025). Abordagens adicionais incluem
Anticorpos Anti-CD38 (como o Daratumumabe), que obtiveram altas taxas de
resposta em LLA-T R/R, e agentes epigenéticos, investigados devido a hipermetilacao
(uma alteracdo na regulacdo da expressdao dos genes sem que haja uma mutacao na
sequéncia do DNA) caracteristica da doenca (AMARAL et al., 2025, GOKBUGET et
al., 2024). Por fim, ferramentas computacionais como a Inteligéncia Artificial séo
propostas para acelerar a descoberta e otimizar as estratégias de tratamento da LLA-T
(AMARAL et al., 2025).

Entretanto, apesar dos avancgos nas terapias-alvo, muitos genes "condutores"
(drivers) da LLA-T, particularmente os fatores de transcricdo desregulados,
permanecem dificeis de inibir com pequenas moléculas convencionais (SHARMA et
al., 2023). Isso reforca a necessidade de estratégias que atuem diretamente no nivel
genético. Nesse contexto, a tecnologia de interferéncia por RNA (RNAI) via siRNA
surge como uma ferramenta de alta preciséo para o silenciamento desses oncogenes,

conforme detalhado a seguir.
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2.2. Terapia Alvo com RNA de Interferéncia (SiRNA)

2.2.1. Silenciamento génico por RNA de Interferéncia

A tecnologia de Interferéncia por RNA (RNAI) tem sido amplamente
investigada como uma abordagem promissora para o tratamento de leucemias, uma
vez que permite a modulacdo seletiva de alvos genéticos envolvidos na fisiopatologia
da doenca (LANDRY et al., 2015). O mecanismo de silenciamento génico mediado
por RNAI, também denominado Silenciamento Génico Pds-Transcricional (PTGS),
constitui um processo regulatorio altamente conservado em organismos eucariotos, no
qual ocorre a degradacdo de moléculas de RNA mensageiro de forma dependente da
sequéncia de nucleotideos (AGRAWAL et al., 2003).

Como ilustrado na Figura 2, o processo inicia-se com a presenca de moléculas
de RNA de fita dupla (dsRNA, do inglés double-stranded RNA), pequenos RNAs de
fita dupla em grampo (ShRNA, do inglés short hairpin RNA) ou microRNAs (miRNA),
que séo reconhecidos e clivados pela enzima RNase 111 Dicer em fragmentos menores
denominados small interfering RNAs (siRNAs), com aproximadamente 21 a 25
nucleotideos de comprimento. Esses siRNAs sdo posteriormente incorporados a um
complexo proteico multienzimatico conhecido como Complexo Indutor de
Silenciamento de RNA (RNA-Induced Silencing Complex — RISC). No interior do
RISC, a dupla hélice € dissociada, e apenas a fita antissenso (ou fita guia) € retida,
servindo como molde para o reconhecimento do RNA mensageiro complementar. O
complexo ativado, guiado pela sequéncia do siRNA, promove a clivagem especifica
do mRNA alvo, resultando na sua degradacdo e, consequentemente, na inibicdo da
traducdo da proteina correspondente (AGRAWAL et al., 2003).
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Figura 2. Representacéo esquematica do mecanismo de interferéncia por RNA. Adaptado de MOCELLIN
e PROVENZANO (2004).

2.2.2.Potencial Terapéutico do RNAI para LLA-T

A tecnologia RNAI tem se consolidado como uma estratégia promissora por
possibilitar a modulacdo precisa de alvos genéticos envolvidos na patogénese da
doenca (LANDRY et al., 2015). Uma das vantagens desta tecnologia reside em sua
alta especificidade molecular, que a estabelece como uma estratégia terapéutica de
precisdo. Essa especificidade permite o direcionamento seletivo a alvos criticos, como
as mutacBes condutoras (driver mutations), que sdo alteracbes genéticas
frequentemente presentes em todas as células leucémicas e que, por serem preservadas

durante a recidiva, representam alvos ideais para o tratamento (JYOTSANA et al.,
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2018). Adicionalmente, o RNAIi pode ser empregado para silenciar proteinas
envolvidas na sobrevivéncia celular e que se encontram anormalmente superexpressas
nas células de LLA-T, um mecanismo que contribui diretamente para a reducdo da
resisténcia celular e, consequentemente, potencializa a eficacia terapéutica (RAMOS
et al., 2025).

Embora a maioria dos estudos pioneiros sobre a terapia por RNAI tenha focado
na LLA de linhagem B, os principios terapéuticos observados sdo plenamente
transponiveis a LLA-T. Estratégias de silenciamento génico inicialmente validadas em
LLA-B ou LMC demonstraram eficacia equivalente em linhagens de LLA-T, como
Jurkat, MOLT-4 e CCRF-CEM, além de blastos primarios de pacientes. Essa eficacia
foi comprovada através do uso de siRNA ou shRNA direcionados a genes criticos
como PPP2R5C, BCL11B, ORP4L, IGF2BP2 e nucleostemina (CHEN et al., 2013;
FENG et al., 2022; HUANG et al., 2011; ZHONG et al., 2016).

No entanto, as abordagens experimentais para validar esses alvos variam
significativamente em alcance biolégico e métodos de entrega, revelando obstaculos
criticos para a transposicao clinica. Chen et al. (2013), por exemplo, demonstraram in
vitro que o silenciamento do gene PPP2R5C inibe a proliferacdo celular. Contudo, a
entrega do siRNA foi realizada via nucleofeccdo, um método fisico de alta toxicidade
e inviavel para aplicacdo sisttmica por ndo oferecer protecdo contra a degradacdo
enzimatica. De forma semelhante, Huang et al. (2011) validaram o gene BCL11B
como alvo critico para a sobrevivéncia da LLA-T, utilizando siRNA para induzir a
morte celular em linhagens Molt-4 e blastos primérios. Neste caso, o método
empregado foi a lipofec¢do; embora funcional em bancada, essa técnica quimica
carece de estabilidade sistémica, uma vez que complexos lipidicos convencionais
interagem inespecificamente com proteinas plasmaticas e sofrem rapida depuracédo

biolodgica.

Em um nivel superior de complexidade pré-clinica, investigacdes avangaram
para modelos in vivo, utilizando estratégias de transducédo viral. Feng et al. (2022)
identificaram a proteina IGF2BP2 como reguladora essencial do oncogene NOTCH1,
cuja ativacdo exacerbada é o principal motor patogénico da LLA-T. Utilizando vetores
lentivirais para promover um nocaute génico estavel, os autores demonstraram em

modelos de xenoenxerto que a auséncia desta proteina reduz a carga tumoral e aumenta
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a sobrevida dos animais. Complementarmente, Zhong et al. (2016) elucidaram o papel
da proteina ORP4L na manuten¢do do metabolismo energético exacerbado das células
malignas. Este alvo apresenta um diferencial terapéutico relevante: sua expressao é
exclusiva em células de LLA-T, permanecendo indetectavel em linfocitos T saudaveis.
O estudo demonstrou que a deplecdo da ORP4L via shRNA lentiviral impede o
desenvolvimento da leucemia em camundongos, resultando na abrogacdo do

crescimento tumoral in vivo.

Apesar do sucesso experimental desses estudos, observa-se uma lacuna
tecnoldgica comum: enquanto os métodos fisicos e quimicos tradicionais restringem-
se ao uso laboratorial, os vetores virais, embora eficazes em modelos animais, impdem
desafios de seguranca e complexidade de producdo, além dos altos custos. Assim, a
implementacdo dessas estratégias como terapias clinicas sistémicas exige o
desenvolvimento de carreadores ndo virais, como 0s sistemas nanoparticulados, que
sejam capazes de proteger o siRNA e direciona-lo de forma segura e eficaz ao alvo

tumoral.
2.2.3. Superacao das Barreiras para Aplicacéo Clinica

Apesar do grande potencial terapéutico dos farmacos baseados em RNAI,
como aquelas empregando o SiRNA, sua aplicacdo clinica, especialmente no
tratamento da LLA-T, ainda enfrenta desafios significativos relacionados a entrega,
estabilidade, toxicidade e especificidade (XIAO et al., 2025). Nesse sentido, uma das
principais barreiras é a entrega extra-hepatica. Atualmente, os medicamentos de
siRNA aprovados pela FDA atuam predominantemente no figado, constituindo o
chamado “efeito de primeira passagem”. O figado ¢ um 6rgdo que apresenta alto fluxo
sanguineo, funcdo natural de filtracdo e é facilmente acessado por tecnologias de
entrega ja consolidadas, capazes de direcionar o farmaco especificamente aos
hepatocitos (XIAO et al., 2025). Entretanto, a entrega de siRNAs a outros tecidos,
como as células leucémicas da medula éssea e do sangue, necessaria para o tratamento
da LLA-T, é um processo muito mais complexo e continua sendo um dos maiores
obstaculos tecnoldgicos ao avango das terapias baseadas em RNAi (GARBAYO et al.,
2024). Além da complexidade de entrega, a implementacdo de estratégias de
direcionamento ativo € essencial para garantir que o siRNA alcance de forma precisa

as células cancerosas, como os linfocitos T malignos (GARBAYO et al., 2024).
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Outro desafio importante esta relacionado a estabilidade do farmaco. O siRNA
livre, sem protecdo ou transportador, é rapidamente degradado por nucleases séricas e
filtrado pelos rins devido ao seu pequeno tamanho, resultando em curta meia-vida no
organismo (XIAO et al., 2025). Além disso, 0 sSiIRNA desprotegido em circulacdo pode
ativar o sistema imune inato, desencadeando respostas imunoldgicas indesejadas
(XIAQO et al., 2025).

Outro ponto critico € a ocorréncia de efeitos fora do alvo (off-target effects).
Embora o siRNA seja projetado para apresentar alta especificidade, ele pode silenciar
transcritos nao intencionais, o que pode levar a toxicidade celular e representar um
importante obstaculo ao progresso clinico (PECOT et al., 2011). Esse efeito ocorre
devido a hibridizacéo cruzada entre o SiRNA e transcritos que compartilham apenas
similaridade parcial de sequéncia, de maneira andloga ao mecanismo de acdo dos
microRNAs (MiRNAS).

Dessa forma, torna-se necessaria a adocao de estratégias de entrega capazes de
superar as principais barreiras associadas a terapia com RNAI, proporcionando
protecdo contra a degradacéo, maior estabilidade em circulacdo, reducdo da toxicidade
e entrega direcionada as células leucémicas, ampliando, assim, o potencial de

aplicacdo clinica dessa abordagem terapéutica.

2.3. Nanoparticulas como Sistemas de Entrega para siRNA
2.3.1. O Papel dos Vetores na Superacéo das Barreiras Biologicas

Conforme discutido, a técnica de RNAI via silenciamento por siRNA, apesar
de seu imenso potencial para o tratamento de doengas como a leucemia, enfrenta
desafios significativos. Nesse sentido, a baixa eficiéncia na entrega e a dificuldade de
administrar o material genético sistemicamente as células doentes no corpo humano
limitam drasticamente sua eficacia terapéutica (BANOON et al., 2024). Nesse
contexto, o desenvolvimento de sistemas de entrega, ou vetores, se faz necessario. Para
que um sistema de entrega seja considerado ideal e eficaz, ele deve cumprir uma série
de requisitos rigorosos destinados a superar barreiras bioldgicas e a garantir a

seguranca do paciente. Em termos de segurancga, o vetor ideal deve possuir baixa
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toxicidade, boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e ser n&o-imunogénico
(HAMIMED; JABBERI; CHATTI, 2022; JIANG et al., 2023a; PARASHAR et al.,
2025). Ademais, ele precisa garantir a sobrevivéncia sisttmica: o carreador deve
proteger a carga terapéutica da degradacdo por nucleases e, a0 mesmo tempo, evitar
0s mecanismos de depuracao rapida do organismo (JIANG et al., 2023a). Isso inclui
escapar tanto da filtracdo renal, que elimina particulas pequenas (inferiores a
aproximadamente 6 nm, independente da carga), quanto da opsonizac¢do seguida de
captura pelo Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM), que remove particulas grandes

(superiores a 100 nm), preferencialmente as com carga positiva (SINANI et al., 2023)

Para que o nano-vetor seja eficaz, ele deve apresentar boa funcionalidade no
local de acdo, o que inclui ser internalizado pela célula-alvo de forma eficiente. Essa
etapa depende de suas caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho, forma e carga,
que influenciam as vias de endocitose, principal mecanismo de entrada celular
(SINANI et al., 2023). O tamanho das nanoparticulas é determinante nesse processo:
particulas menores que 60 nm geralmente favorecem a via mediada por caveolina, uma
proteina de membrana que forma pequenas invaginacdes conhecidas como caveolas,
responsaveis por um tipo de endocitose que evita a passagem pelo lisossomo e preserva
a integridade da carga terapéutica (SINANI et al., 2023). Em tumores liquidos, a
especificidade é aprimorada pelo direcionamento ativo, obtido por meio da
funcionalizacdo da superficie da nanoparticula com ligantes especificos, como
aptameros Sgc8 e acido hialurénico, que reconhecem receptores como PTK7 e CD44
nas celulas leucémicas (QIAN et al., 2024; SINANI et al., 2023). E por fim, um
tamanho controlado contribui para manter a nanoparticula em circulacdo por tempo

suficiente para que esses ligantes se liguem de forma eficiente ao alvo.

Apos a internalizacdo, € essencial que o sistema favoreca o escape endossomal,
evitando a degradacéo lisossomal da carga terapéutica. Além disso, o direcionamento
seletivo e a liberacdo controlada, de preferéncia responsiva a estimulos, sdo
fundamentais para aumentar a eficacia e reduzir a toxicidade (ZHANG; LIANG; MA,
2021; WANG et al., 2025; PARASHAR et al., 2025).

Uma estratégia primaria e intuitiva consiste no uso de vetores catiénicos, que
interagem eletrostaticamente com o siRNA de carga negativa, formando um complexo

com carga final positiva que facilita a adsorc¢éo na superficie celular e a subsequente
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internalizacdo (PACK; HOFFMAN; PUN; STAYTON, 2005). Contudo, essa
abordagem introduz um dos dilemas centrais no desenvolvimento de nanovetores: a
citotoxicidade associada a carga catiénica. Estd bem documentado na literatura que
polimeros com alta densidade de carga positiva, como a polietilenimina (PEI) de alto
peso molecular, podem desestabilizar as membranas celulares de forma néo especifica,
levando a lise celular, inducédo de apoptose e ativacdo de respostas inflamatorias (LYU
et al., 2024; MOLLE et al., 2022). Este fendmeno, por vezes chamado de "paradoxo
catibnico”, evidencia que a mesma propriedade que confere alta eficiéncia de
transfeccdo € também a principal fonte de toxicidade (MITCHELL et al., 2021).
Portanto, o grande desafio de engenharia de um nanocarreador reside em alcangar um

equilibrio preciso entre eficacia e seguranga (LYU et al., 2024).

Uma vez estabelecidos os requisitos ideais para um nanovetor, torna-se
necessario examinar como as tecnologias disponiveis se posicionam diante de tais
exigéncias. Nessa perspectiva, a engenharia de biomateriais buscou inspiragédo tanto
em mecanismos biolégicos naturais quanto em sinteses quimicas avancadas,
resultando em um cenério tecnoldgico diversificado. O atual estado da arte em
sistemas de entrega reflete, portanto, um esforco continuo para mimetizar a alta
eficiéncia de invasédo viral, enquanto se aprimora a seguranca e a versatilidade dos

materiais sintéticos.
2.3.2. Estado da Arte: Vetores Virais e Nao Virais

O estado da arte em sistemas de entrega para terapia génica é amplamente
classificado em duas categorias principais: vetores virais e ndo virais. Os vetores virais
utilizam partes de virus modificadas para introduzir um gene de interesse no genoma
da célula e sdo historicamente reconhecidos por sua alta eficiéncia, que em alguns
estudos pode atingir 90% de transfeccéo, e por resultar em um tempo de expressdo do
gene mais longo e estavel (BANOON et al., 2024; JIANG et al., 2023a). Por esses
motivos, dominaram o cenario da pesquisa, respondendo por cerca de 70% dos ensaios
clinicos até 2017 (JIANG et al., 2023a). Diversos tipos de vetores virais sdo utilizados,
cada um com caracteristicas especificas. O Adenovirus (AdV), por exemplo, é capaz
de transportar uma grande quantidade de DNA, embora a expressdo génica seja
temporaria e sua imunogenicidade, alta (BULCHA et al., 2021). Um marco na terapia

génica, o Gendicine®, primeiro medicamento do género comercializado no mundo,
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utiliza um vetor de adenovirus para expressar 0 gene supressor de tumor p53
(MENDES et al., 2022).

Os Retrovirus (RV) e Lentivirus (LV) destacam-se pela capacidade de
integracdo ao genoma do hospedeiro, proporcionando expressdo génica de longo
prazo, sendo que os LV podem infectar tanto células em divisdo quanto quiescentes
(JIANG et al., 2023a). Essa tecnologia revolucionou a terapia baseada em células
CAR-T, culminando na aprovacdo do Kymriah® (tisagenlecleucel) para o tratamento
de Leucemia Linfoblastica Aguda de células B (GINN et al., 2018). Ja os Virus Adeno-
Associados (AAV), apesar da menor capacidade de carga, séo considerados menos
imunogénicos quando comparados ao RV e ao LV, estdo no centro de sucessos
regulatorios recentes, como o Luxturna®, para uma forma de cegueira hereditaria, e o
Zolgensma®, para atrofia muscular espinhal (MENDES et al., 2022). Contudo,
atrelada a essa metodologia também existem desvantagens significativas, como o
potencial de desencadear, ainda sim, uma resposta imune, riscos de seguranga como
a oncogénese por insercdo, e a dificuldade de producdo em larga escala devido ao alto
custo, uma vez que se trata de particulas virais (RILEY; VERMERRIS, 2017
BANOON et al., 2024).

Em contrapartida, os vetores ndo virais surgiram como uma classe promissora
para contornar os problemas dos vetores virais. Eles se destacam por oferecerem um
perfil de seguranca superior, com baixa citotoxicidade e resposta imune diminuida,
além de um processo de producédo de baixo custo e facil escalabilidade (PARASHAR
et al.,, 2025; YU et al., 2021). A classe de vetores nao virais é bastante ampla,
englobando nanoparticulas inorganicas e organicas. Os nanomateriais inorganicos sao
procurados por sua facilidade de funcionalizacdo e propriedades Unicas. As
nanoparticulas de ouro (AuNPs), por exemplo, sdo usadas em abordagens combinadas
de quimio e fototermoterapia para superar a resisténcia a multiplos farmacos (WANG
et al., 2025). As nanoparticulas de 6xido de ferro (SPIONs) sdo empregadas em
sistemas teranosticos, que integram diagnostico por imagem de ressonancia magnética
(MRI) com a entrega de cargas terapéuticas como o0 siRNA (RILEY; VERMERRIS,
2017). Ja as nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) se destacam como
plataformas versateis devido aos seus poros ajustaveis, que permitem o0

encapsulamento de diferentes acidos nucleicos (DE CROZALS et al., 2016).
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As nanoparticulas organicas, por sua vez, sao valorizadas por sua excelente
biocompatibilidade e capacidade de encapsular &cidos nucleicos. Dentro dessa
categoria, estdo os sistemas de entrega baseados em lipidios, como os lipossomos e as
nanoparticulas lipidicas (LNPs). Sua composicéo, que inclui fosfolipideos, colesterol
e polietilenoglicol (PEG), confere-lhes estabilidade e a capacidade de se fundirem com
membranas celulares, facilitando a entrega do material genético (MENDES et al.,
2022). A eficacia dessa abordagem foi consolidada globalmente com o sucesso das
vacinas de mRNA contra a SARS-CoV-2 (BNT162b2 e mRNA-1273) e com a
aprovacdo de medicamentos como o Onpattro®, uma LNP carreadora de siRNA
(AKINC et al., 2019; MENDES et al., 2022).

As nanoparticulas poliméricas também sdo extensivamente apreciadas por sua
funcionalidade de superficie flexivel e biodegradabilidade ajustavel (ISLAM et al.,
2025). Essa categoria inclui polimeros naturais, como a quitosana, ndo-toxica e com
alta densidade de carga, e as ciclodextrinas (CDs), que formam complexos de incluséo
com compostos lipofilicos (PARASHAR et al., 2025; RILEY; VERMERRIS, 2017).
Os polimeros sintéticos, no entanto, oferecem maior versatilidade, permitindo o ajuste
preciso de propriedades como biodegradabilidade e carga (PARASHAR et al., 2025).
Polimeros catidnicos como a polietilenimina (PEI), dendrimeros de Poli(amidoamina)
(PAMAM) e o poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), este ultimo aprovado pela
FDA, sdo exemplos proeminentes (MOLLE et al., 2022; FANA et al., 2020). Embora
a citotoxicidade inerente a esses polimeros catidnicos seja um desafio conhecido,
como discutido anteriormente, ela tem impulsionado a pesquisa no desenvolvimento
de polimeros modificados ou com densidades de carga mais baixas, visando aprimorar
a seguranca (MOLLE et al., 2022). Ainda a combinacdo de diferentes blocos
poliméricos, como o Polietilenoglicol (PEG) ¢ a Poli(e-caprolactona) (PCL), tem
levado a criacdo de nanossistemas complexos, como micelas e polimerossomos, que
prolongam a circulagdo sanguinea e permitem uma liberacdo controlada,
demonstrando a vasta gama de arquiteturas possiveis para essa classe de carreadores
(DHIMAN et al., 2025; PARASHAR et al., 2025).

A diversidade de vetores ndo virais reflete a busca continua por plataformas
que conciliem a protecdo da carga terapéutica com a versatilidade de modificacéo
superficial. Dentre as arquiteturas organicas mencionadas, os copolimeros em bloco

tém ganhado destaque por permitirem a engenharia de nanoestruturas que respondem
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precisamente aos desafios da circulacdo sistémica e da entrega intracelular. Nesse
cenario, as micelas poliméricas emergem como uma solucdo estratégica, unindo a
estabilidade estrutural de nucleos hidrofobicos a funcionalidade de coroas hidrofilicas.
A seguir, detalha-se a plataforma central deste estudo: as micelas de PEG-PCL-
Maleimida, explorando como sua composi¢cdo quimica e capacidade de
funcionalizagdo a posicionam como uma ferramenta de alta performance para a terapia

génica em oncologia.

2.3.3 .Micelas de PEG-PCL

Dentre as diversas plataformas de nanoparticulas poliméricas, as micelas
destacam-se como uma das mais promissoras devido a sua estrutura auto-organizada
e as propriedades fisico-quimicas favoraveis a entrega de farmacos. Elas sdo formadas
pela auto agregacdo espontanea de copolimeros em blocos anfifilicos em meio aquoso,
resultando em uma configuracdo de nudcleo-casca (BABANYINAH et al., 2024;
SINHA et al., 2024). Nessa estrutura, o nucleo hidrofdbico, geralmente composto por
polimeros como a PCL, atua encapsulando e solubilizando compostos hidrofébicos,
enquanto a coroa hidrofilica, formada tipicamente por PEG, estende-se para 0 meio
aquoso, protegendo o nucleo e conferindo estabilidade coloidal a nanoestrutura
(ALAMI-MILANI et al., 2018).

O copolimero PEG-PCL-Maleimida (PEG-PCL-Mal) representa uma variacdo
amplamente empregada desse sistema, reunindo biocompatibilidade, estabilidade e
potencial de funcionalizacdo superficial. O bloco hidrofébico de PCL forma o nucleo
da micela, promovendo a encapsulacdo de farmacos e liberacdo controlada, além de
conferir biodegradabilidade e sustentacdo estrutural (BABANYINAH et al., 2024;
SINANI et al., 2023). Ja o PEG, constituinte da coroa hidrofilica, atua como uma
barreira protetora, garantindo estabilidade em meio bioldgico e prolongando o tempo
de circulacdo sisttmica por meio do chamado efeito stealth, que reduz a opsonizagéo
e a eliminacdo pelo Sistema Fagocitario Mononuclear (SINHA et al., 2024; SALAMA
et al., 2023). A escolha das micelas poliméricas como sistemas de liberacdo de
farmacos em aplicagbes oncoldgicas baseia-se em um conjunto de vantagens

estruturais e funcionais. Uma caracteristica central é a alta estabilidade termodinamica,
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expressa pela Concentracdo Micelar Critica (CMC), ou seja, a menor concentragéo de
copolimero necessaria para a formacdo espontanea das micelas. Valores baixos de
CMC indicam maior resisténcia a dilui¢do, fator essencial para que a micela mantenha
sua integridade na corrente sanguinea e evite a liberacdo prematura da carga
terapéutica, o que reduziria a eficacia e aumentaria a toxicidade (BABANYINAH et
al., 2024). Micelas a base de PCL apresentam CMC na ordem de 1,10 x 10~ mg/mL,
evidenciando estabilidade adequada para circulagéo sistémica (ALAMI-MILANI et
al., 2018; BABANYINAH et al., 2024).

O tamanho das micelas é outro parametro determinante para 0 Sucesso
terapéutico. Copolimeros como o PEG-PCL formam estruturas esféricas com diametro
hidrodindmico entre 10 e 100 nm, faixa que oferece vantagens criticas para a
biodistribuicdo, tempo de circulacdo e captacdo celular (SINHA et al., 2024).
Particulas menores que 5-6 nm sao rapidamente filtradas pelos rins, apresentando
baixa retencdo plasméatica e, consequentemente, menor eficcia terapéutica
(GROSSEN et al., 2017). Por outro lado, manter as micelas na faixa de 10 a 200 nm
permite evitar a excre¢do renal, enquanto particulas maiores que 500 nm ou com carga
superficial positiva sdo prontamente reconhecidas e removidas pelo SFM (GROSSEN
et al., 2017). Assim, um tamanho nanométrico controlado, aliado a uma superficie
neutra ou ligeiramente negativa, é essencial para prolongar a circulacdo sistémica e

evitar a depuracéo fagocitaria.

A evasao bem-sucedida dos mecanismos de clearance resulta em maior meia-
vida plasmatica, fator essencial para que as micelas interajam com células leucémicas
circulantes ou localizadas na medula dssea. Esse efeito é potencializado pela
PEGuilacdo, que reduz a imunogenicidade e prolonga a estabilidade em circulacao,
aumentando a probabilidade de o nanocarreador alcancar o alvo terapéutico (SINHA
etal., 2024; SALAMA et al., 2023).

Por fim, o tamanho controlado das micelas, geralmente entre 10 e 100 nm,
contribui ndo apenas para a estabilidade e a circulagdo prolongada, mas também para
a otimizacdo da endocitose mediada por caveolina, predominante em particulas
menores que 60 nm. Essa via de internaliza¢do permite o escape endossomal e evita a

degradacédo lisossomal, etapas essenciais para que o SiRNA alcance o citosol e
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promova a ativacdo do complexo RISC, responsavel pelo silenciamento génico
(KAPSE et al., 2020).

A insercdo de um grupo maleimida na extremidade do PEG oferece reatividade
quimica especifica, possibilitando a funcionalizacdo da superficie da micela por meio
da quimica tiol-maleimida, que permite a conjugacdo seletiva de biomoléculas
contendo grupos tiol, como aptdmeros, peptideos ou nanocorpos, ampliando o
potencial de direcionamento ativo e de liberacdo controlada da carga terapéutica
(QIAN et al., 2024; ZHANG; LIANG; MA, 2021).

Além disso, a funcionalizacdo ativa da superficie com ligantes especificos,
como aptameros Sgc8 (alvo PTKY7) e &cido hialurénico (alvo CD44), confere
seletividade aumentada de 5 a 10 vezes em linhagens LLA-T (Jurkat e MOLT-4),
promovendo internalizacdo mediada por receptor e reduzindo significativamente os
efeitos off-target em células normais (VARELA-MOREIRA et al., 2017; ZHENG et
al., 2024).

Dessa forma, a consolidagdo da micela de PEG-PCL-Mal como suporte
estrutural abre caminho para a aplicacdo de métodos de funcionalizacdo que operam
em escala molecular. Nesse sentido, a organizacdo do nanovetor pode ser refinada
através da deposicao alternada de componentes, utilizando a superficie micelar como
um molde para a construgdo de arquiteturas multicamadas. Essa estratégia, baseada na
atracdo eletrostatica entre polieletrolitos de cargas opostas, permite a incorporagédo
ordenada do siRNA e de polimeros funcionais, garantindo que cada interface da
particula desempenhe um papel especifico na protecdo e no direcionamento da carga

terapéutica.

2.3.4. A Estratégia de Montagem Layer-by-Layer para Complexacao
do siRNA

A técnica de montagem Layer-by-Layer (LbL) representa uma abordagem
versatil e eficiente para a entrega de siRNA, permitindo o controle preciso da estrutura,
composicdo e funcionalidade superficial das nanoparticulas. O método baseia-se na
deposicao eletrostatica alternada de camadas de polications e polianions, explorando
as interacOes de carga entre os componentes (LEE et al., 2023). Como os &cidos

nucleicos, incluindo o siRNA, apresentam carga negativa devido aos grupos fosfato
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em sua estrutura, eles podem ser complexados com polimeros catidénicos ou com
grupos amina carregados positivamente presentes nas extremidades dos copolimeros,

formando camadas estaveis e compactas (LEE et al., 2023).

O processo de montagem ocorre de forma sequencial, iniciando-se pela
formacéo de um nucleo (core), que pode consistir em uma micela polimerica carregada
positivamente ou funcionalizada com terminais catiénico, sendo esse ultimo o caso de
micelas PEG-PCL-Mal, conferindo-lhe a carga necessaria para a deposicao da camada
seguinte (PASSOS GIBSON et al., 2023). Ainda, como uma etapa extra, pode-se
aplicar uma primeira camada de um material catiénico, como descrito por Ki Young
Choi et al. (2019), a fim de promover a atracao eletrostatica subsequente com o &cido
nucleico. Em seguida, o siRNA, devido a sua carga negativa, é adsorvido sobre o
nucleo por interacBes eletrostaticas, formando uma camada estavel. Uma vez que as
camadas de carregamento da particula sejam montadas, pode-se iniciar a complexacéo
com materiais para as camadas mais externas, que, em geral, agem como camada
protetora e de direcionamento nesses vetores, uma vez que eles sejam inseridos em
circulacio. E importante ressaltar que a seleco dos materiais que compdem as
camadas da nanoparticula € um fator critico, devendo considerar ndo apenas a
eficiéncia de complexacdo, mas também a biocompatibilidade e a seguranca biol6gica
dos polimeros empregados (LEE et al., 2023).

A confirmacao da adicdo de cada nova camada é realizada por meio da medicao
do potencial zeta, que revela uma inversdo de carga, indicando a modificacdo bem-
sucedida da superficie, aléem do monitoramento do didmetro hidrodindmico por DLS
(Dynamic Light Scattering), que permite acompanhar o crescimento progressivo das
camadas (PASSOS GIBSON et al., 2023; CHOI et al., 2019). Esse processo pode ser
repetido ciclicamente, possibilitando a incorporacdo de multiplas camadas de siRNA

e 0 ajuste fino das propriedades fisico-quimicas e superficiais da nanoparticula.

A montagem LbL apresenta um conjunto de caracteristicas que a tornam
particularmente atrativa para a entrega controlada de siRNA. Entre elas, destaca-se a
capacidade de proteger o material genético da degradacdo enzimatica, prolongando
sua estabilidade em meio biolégico e meia-vida plasmatica. Estudos relatam que
nanoparticulas LbL contendo siRNA apresentaram meia-vida de até 65 horas, em
contraste com 0s poucos minutos observados para o siRNA livre (CHOI et al., 2019).
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Além disso, a estrutura multicamada permite aumentar o carregamento de siRNA por
repeticdo das etapas de deposigdo, possibilitando um controle refinado da dose
terapéutica sem alteracdes consideraveis no tamanho global da nanoparticula (LEE et
al., 2023; SHAABANI et al., 2021).

Outro aspecto importante refere-se a eficiéncia de transfeccdo conferida pelos
polimeros catidnicos utilizados em algumas das camadas da nanoparticula, como o
poli(L-arginina) (PLA). O PLA, além de ser um polieletrélito biodegradavel, apresenta
propriedades tamponantes e capacidade de ionizacdo, caracteristicas que favorecem o
escape endossomal, que como mencionado anteriormente consiste em uma etapa
essencial para a liberacdo do siRNA no citoplasma e subsequente ativacdo do
complexo RISC, responsavel pelo silenciamento génico (LEE et al., 2023;
HASHIMOTO et al., 2012) .

A natureza modular do método LbL possibilita a introducdo de
funcionalizac@es adicionais voltadas a otimizacdo da estabilidade, biocompatibilidade
e seletividade celular das nanoparticulas. O acido hialurénico (HA) destaca-se como
uma das camadas externas mais utilizadas, uma vez que sua carga negativa atua na
neutralizacdo do potencial citotoxico dos polications internos e contribui para a
protecdo fisica do complexo de siRNA, reduzindo a degradacdo e aumentando a
biocompatibilidade geral do sistema. Paralelamente, 0 HA confere a nanoparticula
uma capacidade de reconhecimento ativo por meio da interacdo com receptores CD44,
amplamente expressos em células leucémicas, favorecendo a captacdo seletiva e
mediada por receptor (LUO et al., 2021; ZHENG et al., 2024).

Adicionalmente, as camadas externas podem ser modificadas com ligantes de
alta afinidade, como aptdmeros Sgc8, que reconhecem o receptor PTK7, expresso em
uma grande fracdo dos casos de leucemia, ou com acido hialurdnico e/ou anticorpos
voltados para receptores como CD44 ou CD20, possibilitando estratégias de
direcionamento simples ou duplo que j& demonstraram eficacia em modelos pré-
clinicos de canceres hematoldgicos (CHOI et al., 2019; WANG; KIM; LEE, 2022;
ZHANG et al., 2021). Essa combinacdo de revestimento protetor e reconhecimento
ativo aumenta a especificidade de ligagdo, melhora a eficiéncia de internalizagdo via

endocitose mediada por receptor e tende a reduzir significativamente os efeitos
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off-target em células ndo malignas (AL JAYOUSH et al., 2025; WANG et al., 2025;
ZENG et al., 2024).

Desse modo, o método LbL permite que o SiRNA seja compactado em
multiplas camadas protetoras, conferindo estabilidade, controle de liberacdo e
seletividade aumentada. Essa arquitetura modular possibilita o desenvolvimento de
nanocarreadores “inteligentes”, capazes de responder a estimulos fisiologicos,
promover liberagdo controlada da carga terapéutica e atingir células-alvo com alta
precisdo. Dessa forma, a montagem LbL combina as vantagens dos sistemas
poliméricos ndo virais com a capacidade de entrega localizada e ajustavel,
configurando uma estratégia promissora e robusta para a terapia génica baseada em
siRNA, com potencial aplicagdo em modelos de LLA-T

Nesse contexto, propde-se uma plataforma nanocarreadora utilizando a técnica
LbL para organizar hierarquicamente o nucleo de PEG-PCL-Mal/siRNA e as camadas
de PLA e HA (Figura 1, secdo 1.2.1), configuragéo esta, que busca criar um desenho
ajustado a interface entre o nanovetor e as celulas leucémicas, equilibrando

estabilidade coloidal e eficiéncia de internalizacéo.
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CAPITULO IllI: Metodologia

3.1. Materiais e reagentes

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados: copolimero PEG-PCL-
Maleimida (maleimida-poli(etilenoglicol)-b-poli(e-caprolactona) PM médio do PEG
~ 5000 g-mol™'; PM médio do PCL = 5000 g-mol™), adquirido da Sigma-Aldrich
(Estados Unidos, cddigo 902381), acetona P.A., alcool polivinilico (PVA) e
Poloxamer 407 (P407) como surfactantes. O material genético utilizado como modelo
de adsorcao foi o RNA de levedura (Roche®, purificado de Saccharomyces cerevisiae,
em pa liofilizado, cddigo 10109223001), enquanto os ensaios de internalizagdo celular
empregaram SiRNA HSP90AB1, 119758 (Invitrogen, Thermo Fisher), marcado com
FAM™ (Fluorescein Labeling Reagent) de acordo com as instrugdes do Silencer™
SiRNA Labeling Kit (Invitrogen).Os ensaios de transfeccdo foram realizadas
utilizando o reagente Lipofectamine™ RNAiIMAX (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), como controle positivo, seguindo as orienta¢des do
fabricante para sistemas de transfeccdo em suspensdo. Para o recobrimento
multicamada, utilizaram-se os polieletrélitos poli(L-arginina) (PLA) (cloridrato de
homopolimero de L-arginina; MM 15.000-70.000 Da; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e acido hialurénico (HA) (polissacarideo glicosaminoglicano de origem
bacteriana; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. Os meios de cultura e suplementos
incluiram meio RPMI 1640 (Thermo Fisher), soro fetal bovino (SFB), tampdo TAE
1x, agarose (Sigma-Aldrich), brometo de etidio, marcador de DNA (100 pb)
(PROMEGA), meio Opti-MEM  (Thermo Fisher) e &gua livre de nucleases
(Invitrogen).

3.2. Sintese e Caracterizagdo das Nanoparticulas Poliméricas

3.2.1. Protocolo de Sintese das NPs por nanoprecipitagédo

A nanoprecipitacdo € um método amplamente empregado na producédo de
nanoparticulas, especialmente em aplicacGes de liberacdo controlada de farmacos e
ciéncia dos materiais. Suas principais vantagens incluem a simplicidade e rapidez do

processo, que requer poucos equipamentos e etapas operacionais, além da alta
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reprodutibilidade e facilidade de escalonamento para a producdo em maior escala.
Trata-se de uma técnica versatil, compativel com diferentes polimeros e compostos
bioativos, tanto hidrofébicos quanto hidrofilicos (MARTINEZ RIVAS et al., 2017), e
que se destaca por ser econémica e ambientalmente favoravel, devido ao baixo
consumo energeético e a auséncia de etapas complexas de purificacio (BARRERAS-
URBINA et al., 2016).

A producgédo da emulséo por nanoprecipitacdo iniciou-se com a preparagéo
individual das fases aquosa e organica. A fase organica foi composta por acetona P.A.,
utilizada como solvente, contendo o copolimero PEG-PCL-Mal, responsavel pela
formacédo das nanoparticulas. A fase aquosa foi constituida por solucdes a 1% (m/v)
de agentes tensoativos, sendo avaliados comparativamente o &lcool polivinilico (PVA)
e 0 Poloxamer 407 (P407). As concentracdes dos surfactantes foram definidas com
base em estudos prévios do grupo, nos quais essas condi¢cdes demonstraram ser ideais
para essa aplicacdo. Nos ensaios envolvendo siRNA, toda a manipulagéo foi realizada
com &gua livre de RNAse (RNAse-free), de modo a preservar a integridade das

moléculas.

Para o preparo da fase organica, 1000 pL de acetona foram adicionados & massa
previamente pesada do copolimero, quantidade calculada para obter uma concentragéo
ao final de polimero precipitado de 1 mg/mL, até completa solubilizacdo. Em seguida,
essa solucdo foi adicionada a fase aquosa contendo o surfactante, na propor¢éo de 200
pL de fase organica para cada 1 mL de fase aquosa. ApGs a mistura, a suspensao
resultante foi mantida sob agitagdo magnética constante até a completa evaporacao do
solvente organico, promovendo a formacao estrutural das nanoparticulas. A suspenséo
aquosa remanescente foi entdo armazenada sob refrigeracdo a 4°C até a realizacdo dos

ensaios subsequentes.
3.2.2. Tamanho e Polidispersao

Para verificar se as particulas produzidas apresentavam tamanho adequado
para a aplicacdo desejada, ou seja, inferior a 100 nandmetros, e se permaneciam em
suspensdo estavel, foram realizadas analises de tamanho de particula e polidispersdo
utilizando o equipamento Litesizer 500 (Anton Paar). Desse modo, foi utilizado o

método de espalhamento dindmico de luz (DLS).
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Conforme mencionado, o tamanho das nanoparticulas € um requisito crucial para
a aplicacdo em questdo, sendo ideal que o didmetro hidrodindmico seja inferior a 100
nm. Para 0 acompanhamento do tamanho das particulas precipitadas, a técnica de DLS
foi empregada. Assumindo um modelo de esfera difusa, a DLS funciona da seguinte
maneira: um feixe de laser ilumina a amostra, e as particulas em movimento browniano
espalham a luz. Um detector registra as flutuagdes na intensidade da luz espalhada ao
longo do tempo, que sdo analisadas por uma funcdo de autocorrelacdo. Particulas
menores se movem mais rapido, gerando flutuacbes rapidas, enquanto particulas
maiores se movem mais devagar. A partir dessas informacdes, calcula-se o coeficiente
de difuséo e, pela equacdo de Stokes-Einstein (Equacdo 1), determina-se o tamanho
hidrodindmico das particulas.

_ Kg xT
_6*71'*RH*11

Equacdo 1 — Equacdo de Stokes-Einstein, utilizada pelo equipamento para determinar o diametro das
nanoparticulas produzidas. KB ¢é a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura, t ¢ 0 nlimero pi, enquanto

RH é o raio hidrodindmico e ) ¢ a viscosidade.

A viscosidade, indice de refracdo do dispersante e constante dielétrica foram
considerados para a dgua (0,887 cP; 1,33; 78,5, respectivamente), uma vez que as NPs

diluida em um meio aquoso.

Para essa analise, a amostra resultante da sintese das NPs foi diluida para obter
uma concentracdo de NPs de cerca de 1 mg/mL em um volume final de 1 mL. Como
um tratamento pos-sintese para garantir a pureza da amostra, foi feita uma filtragem
com filtro de seringa de polietersulfona (PES) de 0,22 micrdbmetros e a amostra foi
entdo transferida para a cubeta adequada para a leitura do equipamento. Uma andlise
subsequente confirmou que a filtragem ndo resultou em retencdo significativa do

material.

Além disso, foi realizado um acompanhamento da estabilidade das
nanoparticulas por meio de novos ensaios realizados 60 dias ap0s a sintese. A
estabilidade da suspensdo é indicada principalmente pela auséncia de formacgéo de
aglomerados e pela manutencdo dos valores de tamanho proximos aos obtidos

imediatamente apds a sintese
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3.2.3. Potencial Zeta e Ponto Isoelétrico (pl)

Para avaliar a estabilidade coloidal e o potencial eletrocinético das
nanoparticulas, foi realizada a analise do potencial zeta por meio da técnica de
Eletroforese por Espalhamento de Luz (ELS) no equipamento Litesizer 500 (Anton
Paar).

A estabilidade coloidal foi avaliada pela analise do potencial zeta por meio da
técnica de ELS. O potencial zeta ¢ o potencial elétrico medido no plano de
cisalnamento de uma superficie carregada e esta diretamente relacionado a
estabilidade de dispersdes coloidais. Sua determinacdo é realizada em uma cubeta
contendo dois eletrodos de ouro. A aplicacdo de uma voltagem entre os eletrodos gera
um campo elétrico que induz o movimento das particulas carregadas em direcdo ao
eletrodo de carga oposta, um fenédmeno conhecido como mobilidade eletroforética.
Um feixe de laser é direcionado para a cubeta, e o espalhamento da luz é utilizado para
monitorar a velocidade de deslocamento das particulas. Essa velocidade é
proporcional a voltagem aplicada, e a partir da analise desses dados é possivel calcular
0 potencial zeta com base na equacdo de Henri (Equacdo 2), que relaciona a
mobilidade eletroforética a viscosidade e a constante dielétrica do meio dispersante
(SELVAMANI, 2018).

_ 2xexzx f(ka)
= e

Ue

Equacdo 2 — Equacdo conhecida como equacdo de Henri, sendo empregada no equipamento para
determinacdo do potencial zeta, sendo Ue correspondente & mobilidade eletroforética, z é o potencial
zeta, € € a constante dielétrica e 1 a viscosidade do liquido dispersante, enquanto f(ka) € a funcdo de

Henri.

Valores absolutos elevados de potencial zeta indicam uma menor tendéncia a
aglomeracéo de particulas, refletindo maior estabilidade da suspensdo (CLOGSTON;
PATRI, 2011; GHERNAOUT, 2015).

A preparagdo das amostras para a leitura do potencial zeta foi realizada
seguindo o mesmo protocolo da se¢édo de analise de tamanho das nanoparticulas, com
a Unica diferenca sendo a utilizacdo de uma cubeta especifica para a medigdo do
potencial eletrocinético, que contém dois eletrodos de ouro. Para monitorar o

comportamento do sistema ao longo do tempo, foram realizados novos ensaios 60 dias
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apos a sintese verificando a manutencdo do potencial zeta original sob

armazenamento.

Como uma extensao da andlise de potencial zeta, a determinacdo do ponto
isoelétrico (pl), ou seja, o pH no qual o potencial liquido das nanoparticulas € zero, foi
realizada de maneira anéloga. O ensaio consistiu em preparar solu¢gdes em uma faixa
de pH de 2 a 8, utilizando-se agua ultrapura e o ajuste feito com adicao de acido (acido
cloridrico) ou base (hidréxido de sédio) monitorando-se com pHmetro. Em seguida,
as nanoparticulas foram dispersas nessas solugdes. Entdo, a leitura do potencial zeta

de cada amostra foi executada no equipamento Litesizer 500 (Anton Paar).

3.2.4. Esterilidade

A avaliacdo da esterilidade das nanoparticulas de PEG-PCL-Mal foi realizada
por meio de ensaios de incubagdo com meio de cultura, com o objetivo de verificar a
necessidade de manipulacdo em ambiente estéril durante a etapa de sintese. Para isso,
0 processo de nanoprecipitacdo foi conduzido sob duas condi¢bes experimentais
distintas: parte das amostras foi produzida em bancada aberta, e outra parte, sob fluxo
laminar, garantindo um ambiente estéril. Essa compara¢do visou determinar se o
controle ambiental durante a sintese constitui um fator critico para a integridade

bioldgica do sistema antes das etapas subsequentes de aplicacao celular.

Apbs a sintese, uma fracdo das formulacBes obtidas em ambas as condicGes de
producdo foi submetida a esterilizacéo por filtracdo fisica, utilizando filtros de seringa
de PES com poros de 0,22 um, a fim de avaliar a necessidade desse pds-tratamento
complementar para assegurar a esterilidade final. As amostras resultantes foram
distribuidas em placas de 24 pocos, contendo meio RPMI 1640, suplementado ou nédo
com 10% de soro fetal bovino (SFB), sendo essas as mesmas condigdes empregadas
na manutencgéo das linhagens Jurkat e MOLT-4. As placas foram mantidas em estufa
a 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO:, por sete dias. A eficacia da filtracdo e a
influéncia das condigdes de producdo (bancada aberta versus fluxo laminar) foram
monitoradas por inspecdo visual apés o periodo de incubacdo e por microscopia optica
de luz transmitida, permitindo avaliar a presenca de turbidez e crescimento

microbiano, respectivamente.
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3.3. Ensaios de Adsorcdo de RNA

3.3.1. Eficiéncia de Adsorcao

Neste estudo, utilizou-se 0 RNA de levedura como molécula analoga para
mimetizar o comportamento de adsorcao do siRNA. O processo de complexacdo NP-
RNA fundamentou-se na adsorcao fisica superficial, realizada mediante a incubacéo
de ambas as estruturas em microtubos. Para investigar o comportamento de saturagdo
da superficie polimérica, a massa de NPs foi mantida constante em 1 mg, enquanto a
massa de RNA foi variada sistematicamente em diferentes razdes maéssicas. As
nanoparticulas estavam dispersas em agua Milli-Q, cujo pH foi aferido em
aproximadamente 5,0, garantindo a reprodutibilidade das condi¢bes de interacdo
eletrostética. Essa abordagem visou determinar a capacidade maxima de carga do
sistema e o impacto da concentracdo de material genético na eficiéncia de
acoplamento. A homogeneizacao das suspensdes foi conduzida sob agitacdo mecanica
(vortex) por 2 minutos, assegurando o contato efetivo e a estabilizacéo das interagdes
eletrostaticas entre as fases.

A eficiéncia de adsorcdo do material genético na superficie das NPs poliméricas

foi investigada por meio de ensaios eletrocinéticos e espectrofotométricos.
a) Avaliacdo por espectrofotometria

A eficiéncia de adsorgdo e a estabilidade dos complexos NP-RNA foram
avaliadas por meio da quantificacdo do RNA livre remanescente no sobrenadante. As
amostras, preparadas em raz6es massicas NP:RNA variando de 1:0,005 a 1:0,06
(m/m), foram submetidas a centrifugacdo a 6.000 rpm por 30 minutos em unidades de
ultrafiltracdo Amicon® (MWCO 100 kDa). Este procedimento visa a separacéo fisica
dos componentes: enquanto o complexo nanovetor-RNA fica retido na membrana de

corte, 0 &cido nucleico livre percola para o filtrado.

A quantificagdo do RNA recuperado foi realizada por espectrofotometria UV-
Vis a 260 nm, técnica amplamente utilizada devido ao maximo de absorcéo
caracteristico dos nucleotideos nesta regido (NOGUEIRA et al., 2024). O emprego
deste método analitico justifica-se por sua alta reprodutibilidade, baixo volume de

amostra requerido e facilidade operacional (LE RU et al., 2025). Contudo, a presenca
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de nanoparticulas (60—150 nm) na suspenséo original impde um desafio técnico devido
ao espalhamento de luz (scattering), que pode interferir na leitura real da absorbancia
e gerar resultados imprecisos (LE RU et al., 2025). A etapa de ultrafiltracdo é,
portanto, essencial para mitigar esse efeito, garantindo que apenas a fracdo soltvel de

RNA seja analisada.

A partir da absorbancia obtida, a concentragdo de RNA foi determinada pela
Lei de Lambert-Beer, utilizando uma curva de calibracdo previamente estabelecida. A
eficiéncia de adsorcéo foi entdo calculada por balanco de massa, conforme apresentado
na Equacao 3:

(Massa inicial de RNA—Massa de RNA livre)
Massa inicial de RNA

x 100

%Adsorgao =

Equacdo 3 — Célculo da eficiéncia de adsor¢do do material genético na superficie do nanovetor. A massa

inicial de RNA refere-se a quantidade total adicionada a formulag8o, enquanto a massa de RNA livre

corresponde a fragdo detectada no sobrenadante apds a separagdo fisica das nanoparticulas.
b) Avaliagdo indireta por meio do Potencial Zeta

Como uma primeira metodologia complementar para a comprovacdo da
adsorcdo, foi utilizada as técnicas de ELS no equipamento Litesizer 500 (Anton Paar),
do modo previamente apresentado no item 3.2.2. Assim, foi, primeiramente,
conduzida uma titulacdo onde a massa das nanoparticulas foi mantida constante em 1
mg, enquanto a quantidade de RNA de levedura foi gradualmente aumentada para
gerar diferentes proporcdes NP/RNA, na faixa de 1:0,005 a 1:0,36 (m/m) Apoés a
incubacdo, as amostras foram submetidas as analises de potencial zeta, permitindo
determinar a quantidade ideal de RNA que pode ser adsorvida de forma eficiente.
Nesse sentido, o potencial zeta € um parametro altamente sensivel a presenca de
biomoléculas como RNA e DNA na interface coloidal (CARVALHO et al., 2018;
STETEFELD et al.,, 2016; VOGEL et al., 2017). A interacdo entre 0 RNA e a
superficie da nanoparticula promove alteracbes na carga liquida do sistema,
sinalizando a eficacia da complexagcdo e modificacbes quimicas na superficie do
nanovetor (STETEFELD et al., 2016). Consequentemente, espera-se que o incremento
progressivo da concentracdo de RNA resulte em um aumento da densidade de carga

negativa até que o patamar de saturacdo seja atingido. Esse comportamento nao apenas
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valida a cinética de adsorcdo, como também permite a construcdo de isotermas de

ligagdo para quantificar o &cido nucleico associado a plataforma.
c) Avaliacdo indireta por Eletroforese

Por fim, foi conduzida uma eletroforese em gel de agarose para verificar
qualitativamente a interacdo entre 0 RNA e as nanoparticulas. Inicialmente, uma
solucdo de agarose foi preparada na concentragédo de 4% p/v, utilizando 4 g de agarose
em 50 mL de tamp&o TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA). A composi¢do do tampédo TAE
1x consiste em uma solucdo aquosa de Tris-base (40 mM), &cido acético (20 mM) e
EDTA (ImM), com pH ajustado para aproximadamente 8,0. A mistura foi aquecida
até a completa dissolucdo, seguida pela adic¢éo de 2,5 pL de brometo de etidio, numa
concentracdo de 0,5 pg/mL. As amostras de nanoparticulas contendo RNA adsorvido
foram preparadas na proporcao 1:1 (v/v) com tampé&o de amostra, composto por azul
de bromofenol (0,01%), xileno cianol FF (0,01%) e glicerol (40%). O desenho
experimental incluiu dois controles negativos: RNA livre (0,8 uM) e NPs isoladas (10
Mg/uL). Para os grupos experimentais, selecionaram-se as razfes maéssicas que
demonstraram, em ensaios prévios, eficiéncias de adsor¢do de 100% (1 mg NP : 0,01
mg RNA) e 40% (1 mg NP : 0,025 mg RNA), visando observar o deslocamento

eletroforético do material genético.

A corrida eletroforética foi conduzida sob potencial constante de 70 V,
utilizando um marcador de massa molecular (DNA Ladder de 100 pb,) como referéncia
de migracdo. A integridade e o retardamento do RNA foram visualizados sob
transiluminador UV, onde a auséncia de bandas migratérias nos pogos contendo 0s
complexos NP-RNA confirmaria a retencdo do material genético pela matriz

polimérica.
3.3.1 Modelagem Matematica e Analise dos Parametros de Adsorgéo

Para uma compreensdo aprofundada da interacdo entre as nanoparticulas e o
RNA, os dados experimentais obtidos no ensaio de adsor¢do acompanhando por carga
superficial da complexacdo anteriormente exposto foram submetidos a um ajuste de
modelo. Os dados de variagdo do potencial zeta em funcdo da proporcdo NP/RNA

foram analisados no software OriginPro®.
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3.4. Montagem Multicamada e Internalizacédo Celular

3.4.1. Procedimento de Montagem Multicamada (LbL)

O processo de estruturacdo das nanoparticulas multicamadas foi realizado por
meio da técnica de deposicdo eletrostatica sequencial, conduzida em regime
descontinuo. Na fase inicial de validacdo do recobrimento, utilizou-se RNA de
levedura como modelo de material genético, adotando-se uma razdo de massa
RNA/NP de 0,005. Posteriormente, ao transpor a montagem para 0 uso de SiRNA, a
concentracdo estabelecida foi de 0,2 UM para cada 1 mg de nanoparticula. Essa
proporcao foi selecionada para manter a razdo massica NP/RNA em seu patamar
minimo, mimetizando as condic¢des de saturacdo validadas com o RNA de levedura e

assegurando a similaridade fisico-quimica entre os sistemas.

As micelas de PEG-PCL-Maleimida, atuando como nucleo (core) da
nanoestrutura, foram inicialmente complexadas com o RNA modelo e, em seguida,
submetidas a primeira etapa de revestimento com o polieletrolito catiénico poli(L-
arginina) (PLA). Essa deposicdo foi conduzida sob duas condi¢des experimentais
distintas, com razdes PLA/NP de 2,0 e 0,2 (m/m), a fim de comparar o efeito da
saturacdo de carga sobre as propriedades coloidais. Em ambas as condicdes, a solugédo
de PLA em pH 5,5 foi adicionada a dispersdo e a mistura foi agitada em vortex durante
2 minutos. Apo0s essa etapa, uma fracdo de cada amostra foi destinada a caracterizacdo

fisico-quimica.

As fragbes remanescentes seguiram para a segunda etapa de deposicao,
destinada a formacdo da camada externa de acido hialurénico (HA). Nessa fase, foi
conduzida uma triagem sistematica para determinar a proporcao ideal de HA, testando-
se razdes de massa HA/NP de 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 e 5:1. As solugbes de HA foram
adicionadas aos sistemas intermediarios (NP/RNA/PLA) e submetidas a agitagdo em
vortex por 2 minutos, promovendo a formacdo da camada anibnica externa e

completando a montagem da estrutura multicamada.
3.4.2. Caracterizagdo das NPs Recobertas

O sistema final, com arquitetura PEG-PCL-Mal/RNA/PLA/HA, foi

caracterizado por DLS e ELS no equipamento Litesizer 500 (Anton Paar), seguindo o
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mesmo protocolo descrito nas etapas anteriores. As analises permitiram o
monitoramento das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas ao longo das
etapas de montagem, incluindo a variacdo do diametro hidrodindmico e do potencial
zeta, de forma a registrar o comportamento coloidal e as alteracdes de carga superficial

decorrentes das deposicoes sucessivas de PLA e de HA.
3.4.3. Ensaio de Internalizacao Celular

O ensaio de internalizacdo citoplasmatica foi conduzido com as linhagens
Jurkat (cat. 0125) e MOLT-4 (cat. 0176), obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro e mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). As células foram cultivadas até atingirem densidade entre 2 € 5 x 10° células
por poco, em placas de 24 pogos contendo 500 pL de meio, e incubadas a 37 °C, sob
atmosfera de 5% de CO-. Para o monitoramento da captac¢do celular, as nanoparticulas
foram complexadas com siRNA marcado com o fluoréforo FAM™ (Fluorescein
Labeling Reagent). A marcagdo foi realizada utilizando o kit Silencer™ siRNA
Labeling Kit (Invitrogen), seguindo estritamente as especificages do fabricante para
garantir a estabilidade do sinal fluorescente. As formulacbes foram adicionadas aos

pocos e incubadas por 4 e 24 horas.

O estudo foi conduzido em duas etapas experimentais. Na primeira, avaliou-se
a nanoparticula de PEG-PCL-Mal complexada apenas com siRNA, utilizada como
formulacdo de referéncia, na proporcdo 1 mg NP : 0,2 uM siRNA. O desenho
experimental incluiu cinco grupos: (i) controle negativo, composto por células em
meio de cultura; (ii) controle positivo de transfeccdo, utilizando Lipofectamina
RNAiMax em meio Opti-MEM (0,6 pL de siRNA-FAM™ a 10 uM e 1 puL do
reagente); (iii) SiRNA livre, contendo SiRNA-FAM™ a 200nM; (iv) nanoparticula de
PEG-PCL-Mal sem carga de RNA, para avaliacdo da citotoxicidade intrinseca do
copolimero; (v) nanoparticula estabilizada durante a sintese com surfactante P407 sem
carga, para controle de toxicidade do surfactante; (vi) nanoparticula de PEG-PCL-Mal
sem surfactante complexada ao SIRNA-FAM™; ¢ (vii) nanoparticula estabilizada com
P407 complexada ao SIRNA-FAM™,

Na segunda etapa, avaliou-se o sistema completo incorporando as camadas de
PLA e HA, nas proporg¢des de 1 mg NP : 0,2 uM siRNA : 0,2 mg PLA : 5 mg HA.
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Para a formacéo da plataforma multicamada, utilizou-se uma unidade de 0,05 mg de
nanoparticulas, a qual serviu como suporte para a adsor¢do de siRNA e o subsequente
recobrimento polimérico A montagem seguiu a técnica de deposi¢do eletrostatica
sequencial, conforme descrito no topico 3.4.1, iniciando-se pela complexacdo do
SiRNA ao nucleo de PEG-PCL-Mal (estabilizado com P407), seguida pela adsor¢éo
da camada cationica de PLA e, por fim, pela deposi¢do da camada externa anionica de
HA. As condicBes testadas compreenderam: (i) controle negativo (células ndo
tratadas); (ii) controle positivo de transfecgdo; (iii) SIRNA-FAM™ livre a 200nM; e
(iv) sistema multicamada final (NP-P407-siRNA-PLA-HA).

Apos os periodos de incubacéo de 4 e 24 horas, as células foram submetidas a
ciclos de lavagem com PBS para remogéo de material ndo internalizado e analisadas
em citometro de fluxo modelo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). O processamento dos dados permitiu a quantificacdo da fluorescéncia
intracelular (canal FL1-A) e a avaliacdo da integridade morfoldgica das populacGes
celulares por meio dos parametros de disperséo de luz (Forward Scatter - FSC-A e
Side Scatter - SSC-A), possibilitando a analise comparativa da eficiéncia de
internalizacdo e da biocompatibilidade sugestiva de todas as formulag6es, assim como

dos controles.
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CAPITULO IV: Resultados e Discussio

4.1. Sintese e Caracterizacao das NPs

4.1.1. Tamanho e Polidispersdo

A caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas, abrangendo parametros
como didmetro hidrodindmico, indice de polidispersidade (PDI), potencial zeta e
morfologia, constitui uma etapa essencial na otimizacdo do processo de
nanoprecipitacdo. Tais propriedades refletem diretamente as variaveis de formulacédo
e processamento, permitindo o ajuste racional da sintese e o controle rigoroso da
estabilidade coloidal do sistema (HERNANDEZ-GIOTTONINI et al., 2020).

Para determinar a melhor condicdo de sintese, foram avaliados dois
surfactantes, P407 e PVA, em comparacdo a uma condicdo de controle (sem
surfactante). A escolha desses surfactantes se baseou, principalmente, em suas
caracteristicas de biocompatibilidade e baixa toxicidade (SUN et al.,, 2019;
BLONDER et al., 1999).

A técnica de DLS ndo s6 foi empregada para a caracterizacdo inicial das
nanoparticulas, mas também para monitorar as alteracdes nas propriedades fisicas e
superficiais durante as diferentes etapas de funcionalizacdo, como apresentado na
Figura 3. Isso permitiu comparar as condi¢Bes das particulas modificadas com as

particulas ndo modificadas ao longo do processo.

A curva Controle (quadrados cinzas) representa a sintese sem surfactante. As
curvas PVA (circulos vermelhos) e P407 (triangulos azuis) indicam a presenca dos
respectivos surfactantes na formulacdo. O eixo X mostra o didmetro da particula em
nandémetros (nm) e o eixo Y representa a intensidade da dispersdo de luz em
porcentagem (%). As medicOes foram feitas por DLS para avaliar o efeito dos

surfactantes no tamanho das nanoparticulas

Os valores de tamanho médio (nm), Desvio padrdo e DPR% (Desvio Padrao

Relativo Porcentual) foram obtidos a partir das analises de DLS.

A anélise de tamanho das nanoparticulas sintetizadas, apresentada na Figura 3

e na Tabela 1, demonstrou o impacto significativo dos surfactantes na estabilidade e
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no diametro hidrodindmico. Na Figura 3, ao mostrar a distribuicdo do diametro das
particulas para cada condicdo de sintese, observa-se que a condi¢do Controle e a com
PVA resultaram em distribui¢cdes mais amplas, indicando uma maior heterogeneidade
nos tamanhos das nanoparticulas. Por outro lado, a condicdo com P407 apresentou

uma distribuicdo estreita, evidenciando uma maior uniformidade e estabilidade do

sistema.
—m— Controle
4 —®  PVA
—&— P407

Intesidade (%)
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Figura 3. Distribuicdo do diametro de nanoparticulas em diferentes condi¢des de sintese. O perfil do DLS
ilustra o impacto da adicdo de surfactantes no controle do didmetro hidrodindmico durante o processo de
nanoprecipitacdo. A curva Controle (quadrados cinzas), correspondente a sintese sem estabilizante, revela um
sistema polidisperso com tendéncia a agregacao. A utilizacdo de PVA (circulos vermelhos) resultou em um
perfil com deslocamento para maiores didmetros e alta polidispersdo. Em contraste, a formulagdo contendo
P407 (triangulos azuis) apresentou 0 melhor desempenho de estabilizagdo, exibindo um pico de intensidade
estreito e monomodal focado na regido de nanémetros, o que justifica a sele¢do do P407 (1% m/v) como o

surfactante padrdo para as etapas subsequentes de adsorcdo de RNA e recobrimento polimérico.

A Tabela 1 quantifica esses resultados. O P407 se destacou ao gerar

nanoparticulas com o menor tamanho médio (72,6 nm) e a menor variabilidade
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(DPR% de 16,92%), o que o qualifica como o agente estabilizador mais eficaz para
esta aplicacdo. O P407 atua como um surfactante biocompativel, aprimorando a
entrega de medicamentos ao estabilizar as nanoparticulas e formar micelas para
encapsular farmacos hidrofobicos (NUGRAHA,; ANGGADIREDJA;
RACHMAWATI, 2022). Sua acdo de estabilizacdo ocorre por dois mecanismos
principais, impulsionados por sua natureza anfifila (SAKHI et al., 2023).
Primeiramente, o impedimento estérico se manifesta devido & estrutura de copolimero
em bloco do P407, com cadeias hidrofilicas de oOxido de polietileno (PEO) e
hidrofobicas de dxido de polipropileno (PPO). Os segmentos de PPO se ancoram a
superficie das nanoparticulas, enquanto as cadeias de PEO se estendem para 0 meio
aquoso, formando uma barreira fisica que impede a aglomeracéao por repulsdo estérica
(SANTOS et al., 2020). Em segundo lugar, essa mesma organizacdo dos blocos
diminui a tensdo interfacial entre as fases hidrofobicas e aquosas, o que contribui para
estabilizar as nanoparticulas e prevenir a sua agregacdo (SANTOS et al., 2020).
Embora em doses muito altas, o P407 possa causar hiperlipidemia, toxicidade renal e
vacuolizacdo do figado em estudos com animais, as doses clinicas para aplicacGes de
entrega de medicamentos sdo mantidas abaixo dos niveis (cerca de 400mg/kg do

animal modelo) que causam esses efeitos (BLONDER et al., 1999).

Em contraste, as nanoparticulas sintetizadas com PVA e as do grupo controle,
exibiram tamanhos médios significativamente maiores e distribuicdes mais dispersas,
com DPR% acima de 40%, indicando um alto grau de aglomeragéo. Diferentemente
dos surfactantes tipicos, 0 PVA ndo possui uma estrutura de cauda hidrofobica e
cabeca hidrofilica, mas atua como um estabilizador ao aderir a superficie das particulas
por meio de ligacbes de hidrogénio e criar uma camada hidrofilica protetora,
oferecendo, portanto, uma estabilizagdo estérica e eletroestérica que previne a
agregacdo das nanoparticulas (HONG; HONG; SHIM, 2007).

Com base nesses resultados, a presenca de P407 foi determinante para a
producdo de nanoparticulas com didmetro hidrodinamico abaixo de 100 nm e com alta
estabilidade, atendendo a um requisito crucial para a aplicacdo desejada. Dessa forma,

0 P407 foi selecionado para ser parte da formulacéo do carreador em desenvolvimento.
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Tabela 1. Diametro hidrodindmico médio das nanoparticulas sintetizadas em diferentes formulagdes

Diametro hidrodinamico Desvio padréo DPR%

medio (nm)
Controle 280,3 130,7 46,6%
PVA 240,6 105,5 43,8%
P407 72,6 12,2 16,9%

Como extensao, realizou-se a avaliacdo da estabilidade temporal do didametro
hidrodinamico das nanoparticulas. O monitoramento da estabilidade coloidal é um
fator determinante para sistemas destinados ao armazenamento em meios aquosos,
visto que oscilagbes no didmetro médio ou o surgimento de populacBes agregadas
podem comprometer o desempenho terapéutico. Nesse contexto, micelas poliméricas
constituidas por copolimeros em bloco, como o PEG-PCL, sdo frequentemente
descritas como estruturalmente estaveis em virtude de seus baixos valores de CMC, o
que favorece a integridade da nanoestrutura mesmo sob condi¢fes de diluigdo
(ALAMI-MILANI et al., 2018; BABANYINAH et al., 2024).

Os resultados apresentados na Figura 4 demonstram que a formulacéo de PEG-
PCL-Mal estabilizada com P407 a 1% (triangulos azuis) mantém, imediatamente ap0s
a sintese, uma distribui¢do de tamanho estreita e monomodal, com pico abaixo de 100
nm. Apo6s 60 dias de armazenamento sob refrigeracdo (4 °C) (hexagonos verdes),
observa-se a preservacdo do pico principal em aproximadamente 72 nm. Essa
persisténcia confirma a capacidade do P407 em estabilizar a populacdo majoritaria e

indica a auséncia de um colapso estrutural generalizado do sistema.
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Figura 4. Estabilidade temporal da distribuicdo de tamanho NP de PEG-PCL-Mal (P407 1%).0 perfil de DLS
compara a Andlise imediata (tridngulos azuis) com a Anélise apds 60 dias de armazenamento (pentagonos
verdes). A persisténcia do pico primario em aproximadamente 72,6 nm evidencia a robustez da formulagao
original e a eficicia do P407 na manutencdo da populagdo majoritaria. Em contrapartida, o surgimento de uma
segunda populagdo polidispersa entre 300 nm e 800 nm indica a formag&o de clusters metastaveis e processos
de agregacdo parcial. Esses fendmenos, embora ndo representem o colapso completo do sistema, séo
caracteristicos do envelhecimento de micelas em solu¢do aquosa e sinalizam uma transicdo para uma

distribuicdo multimodal sob armazenamento prolongado.

Entretanto, o surgimento de uma segunda populacédo polidispersa na faixa de
300 a 800 nmrevela a ocorréncia de processos de agregacao parcial ao longo do tempo.
Essa distribuicdo multimodal é caracteristica do envelhecimento de sistemas em
solucdo aquosa, onde a estabilizagdo estérica é suficiente para manter a maior parte
das nanoparticulas isoladas, mas ndo impede completamente eventos de colisdo e
fendmenos de bridging entre fracfes da amostra. Estudos de estabilidade enfatizam
que a agregacdo parcial é virtualmente inevitdvel em sistemas nanomeétricos,

dependendo da composicdo e do tempo de estocagem (HUSSAIN et al., 2023). Em
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sistemas de nanoparticulas lipidicas e micelares estabilizados por poloxamer, reducdes
na quantidade de surfactante ou envelhecimento também levam a aumento de tamanho
e queda na concentragdo de particulas, efeito atribuido & coalescéncia/agrupamento
progressivo. Assim, ainda que a formulacdo se mostre globalmente estavel do ponto
de vista da fracdo majoritaria nanomeétrica, a deteccdo dessa populacdo agregada
evidencia um desafio intrinseco & manutenc¢éo da estabilidade coloidal em longo prazo
e reforca a necessidade de otimizagdo de parametros de formulacdo e condigOes de
estocagem para minimizar a formacgéo de particulas suprananométricas indesejaveis
(RIBEIRO et al., 2018)

Em termos de aplicacdo biol6gica e farmacéutica, esses resultados indicam
alguns caminhos importantes. Primeiro, € necessario estabelecer um prazo de validade
rigoroso para garantir que essa parcela de agregados ndo comprometa a seguranca ou
a eficiéncia do tratamento no corpo. Além disso, pode-se avaliar formulacdes
otimizadas por meio de ajuste na concentracdo de P407 ou do préprio polimero, por
exemplo, de modo a retardar a agregacdo das nanoparticulas. Por fim, o uso de
protetores térmicos e a conservacdo no estado sélido (liofilizacdo) surgem como boas
alternativas para evitar que essas particulas maiores aparecam, mantendo a estrutura

original das micelas por periodos mais prolongados.

4.1.2. Potencial Zeta e Ponto Isoelétrico (pl)

Para complementar essa analise, buscou-se determinar o ponto isoelétrico (pl) das
nanoparticulas. O pl, definido como o pH em que a carga liquida da nanoparticula é
zero, € um parametro fundamental para prever e controlar sua carga superficial em
diferentes condicdes. A carga superficial varia em funcdo do pH: as nanoparticulas se

tornam negativas em pH acima do pl e positivas em pH abaixo do pl.

O fato de as micelas de PEG-PCL-Mal serem sensiveis ao pH, devido a capacidade
de ionizagdo do grupo maleimida, torna-se crucial entender como essa variagdo de
carga superficial ocorre. I1sso porque a carga superficial das nanoparticulas influencia
diretamente a interacdo com barreiras biologicas, a biodistribuicéo e a captacao celular
(CARRASCO et al., 2021). Enquanto micelas comuns podem liberar o medicamento

em qualquer lugar, as sensiveis ao pH sao capazes de se manter intactas no sangue, em
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pH fisioldgico normal de aproximadamente 7,4. No entanto, em ambientes mais
acidos, como em tecidos tumorais (pH entre 6,5 e 6,8) ou em compartimentos
intracelulares (pH entre 5 e 6), elas se desfazem, liberando o farmaco exatamente no
local desejado (ZHOU et al., 2018). Essa liberacdo seletiva aumenta a concentracao
do medicamento no alvo, tornando-o mais eficaz, e reduz a quantidade de
medicamento que atinge tecidos saudaveis, resultando em um tratamento mais seguro

e com menos efeitos colaterais.

A analise do potencial zeta em funcéo do pH, ilustrada na Figura 5, revela que o
potencial zeta é predominantemente negativo em toda a faixa avaliada (de 2 a 8),
indicando que o ponto isoelétrico (pl) da nanoparticula esta em um pH inferior a 2.
Esse resultado esta condizente com a literatura sobre nanoparticulas de PEG-PCL, que
demonstra que essas micelas tendem a manter uma carga levemente negativa a quase
neutra (BEHL et al., 2023). A funcionalizagdo com o grupo maleimida teve um
impacto minimo no potencial zeta original das micelas, o que era esperado, ja que

esses grupos sao, em sua maioria, neutros (LI; TAKEOKA, 2013).
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Figura 5. Variagdo do Potencial Zeta em Fungdo do pH da NP de PEG-PCL-Mal (P407 1%). O grafico
apresenta 0 comportamento eletrocinético das nanoparticulas originais frente a variagdo da concentragdo
hidrogenibnica do meio. O eixo das ordenadas indica o potencial zeta em milivolts (mV), enquanto o eixo das
abscissas detalha a faixa de pH analisada, de 2,0 a 8,0. Os pontos experimentais representam a média de cinco
medicdes independentes, com as respectivas barras de erro indicando o desvio padrdo. Observa-se o ponto de
carga zero em pH 2,0, seguido por um decréscimo na carga superficial que se estabiliza em patamares anidnicos
a partir de pH 5,0.

A carga superficial negativa em pH fisiolégico (~7,4) e em ambientes
endossémicos (~5-6) sugere que as interacOes eletrostaticas com biomoléculas de
carga negativa, como o RNA, nédo seriam favoraveis. Portanto, a adsor¢do de RNA a
superficie da nanoparticula, caso observada, ndo se basearia na atragédo eletrostatica,
apontando para a importancia de outros mecanismos de ligacdo. Dessa forma, a
estratégia de adsorcdo se concentraria nas interagdes mediadas pelos grupamentos de
maleimida. Essas interacOes representam a aposta principal para a ligacdo do RNA a

nanoparticula, embora a literatura aponte que a conjugacéo eficiente entre maleimida
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e RNA requer a modificacdo do RNA com a adi¢cdo do grupamento tiol (SHAO et al.,
2023).

Adicionalmente, a variacdo do potencial zeta mostra que a carga se torna
progressivamente mais negativa com o aumento do pH, atingindo um plato entre pH
5 e 6, e continuando a diminuir até o pH 8. Sugere-se que esse comportamento garanta
uma estabilidade coloidal razoavel da suspensdo, pois a repulsdo eletrostatica entre as
particulas as impede de se aglomerarem, o que é um fator positivo para a formulacéo

do sistema de entrega.

Dessa forma, a estabilidade da carga superficial das NPs foi avaliada por meio
de medicGes de potencial zeta em dois momentos distintos, com um intervalo de dois
meses. A tabela 2 mostra que, na analise imediata a sua sintese, o potencial zeta medio
era de -10,4 mV com um DPR% de 6,5%. Dois meses depois, 0 potencial zeta
apresentou um valor de -13,01 mV, com um DPR% de 10,5%. A variacdo do potencial
zeta para um valor mais negativo ao longo do tempo, juntamente com o leve aumento
do DPR%, sugere que a estabilidade da carga superficial foi mantida, apesar de uma
ligeira alteracdo nas propriedades da suspensdo. Esse comportamento pode ser
influenciado principalmente por dois fatores. O primeiro é a estabilizacdo estérica, um
efeito causado tanto pelo surfactante quanto pela camada de PEG na superficie (HOU
etal., 2022; SANTOS et al., 2020). O segundo € a baixa Concentracdo Micelar Critica
(CMC) das micelas de PEG-PCL, auxiliando que elas permanecam estaveis e intactas
mesmo em baixas concentragdes (HOU et al., 2022). Portanto, a estabilidade coloidal

sugerida é confirmada por esses resultados.

Tabela 2. Acompanhamento da estabilidade da carga superficial das formulagéo selecionada

Data da medigao Potencial Zeta Desvio padréo DPR%
médio (mV)
Andlise imediata -10,4 0,6 6,5%
Analise ap0ds 60 dias de -13,01 1,3 10,5%

armazenamento (4°C)

62



4.1.3. Esterilidade

A verificacdo da esterilidade das nanoparticulas constitui uma etapa essencial
para assegurar a seguranca e reprodutibilidade das formulac6es em estudos bioldgicos,
evitando interferéncias nos ensaios celulares subsequentes. Para essa avaliagéo,
amostras de PEG-PCL-Mal foram sintetizadas sob duas condic¢des distintas, em
bancada aberta e em fluxo laminar, e, posteriormente, incubadas por sete dias a 37°C
e 5% CO2 em meio RPMI 1640, com e sem antibiotico. Parte das amostras também
foi submetida a filtragdo em membrana de 0,22 um para comparacédo do efeito desse

tratamento.

Apos o periodo de incubagdo, ndo foram observados sinais de contaminacao
microbiana em nenhuma das condi¢bes testadas. O meio permaneceu limpido e
inalterado, sem evidéncia de turbidez, crescimento celular ou alterac6es morfoldgicas,

conforme verificado por inspec¢do visual e microscopia dptica (Figura 6).

Sem antibidtico | Com antibiético

NP sintetizada em fluxo laminar

NP sintetizada em bancada livre

F: filtrado
SF: Nao filtrado

Figura 6. Verificagdo visual de esterilidade e auséncia de turbidez em meio de cultura. A imagem apresenta o
resultado do ensaio de esterilidade conduzido em placa de cultura de células. Observa-se que o meio de cultura,
apos o periodo de incubacdo, permanece translicido e com coloragdo inalterada em todas as condicdes testadas,
tanto em fluxo laminar quanto em bancada livre. A auséncia de turbidez ou depositos € um indicativo visual
direto de que o sistema esta livre de contaminagdo microbiana, validando os protocolos de assepsia adotados

durante a sintese e 0 pré-tratamento das nanoparticulas.

Esses resultados indicam que o processo de nanoprecipitacdo apresenta baixo
risco intrinseco de contaminacdo, possivelmente devido a utilizacdo de solventes
organicos volateis e ao tempo reduzido de exposi¢do ambiental durante a sintese, que
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limitam a sobrevivéncia microbiana (WATCHARADULYARAT et al., 2023). A
auséncia de crescimento mesmo nas amostras produzidas em bancada aberta
demonstra que o controle ambiental, embora desejavel, ndo é essencial para evitar uma
contaminagdo microbioldgica neste tipo de sistema. Ainda assim, a filtracdo por
membrana de 0,22 um mostrou-se uma medida eficaz para eliminar eventuais
contaminantes residuais, assim como agregados, e garantir a seguranca microbioldgica
e estabilidade coloidal das formulagdes, assegurando a adequacao das nanoparticulas

para 0s ensaios celulares subsequentes.

4.2. Resultados do Estudo de Adsorcéo de RNA

4.2.1. Eficiéncia de Adsorcao

Para avaliar a adsorcdo entre as nanoparticulas de PEG-PCL-Mal e 0 RNA,
utilizou-se 0 RNA de levedura como modelo. Essa escolha é uma estratégia
metodoldgica justificada na fase inicial de formulagdes de sistema de entrega de acidos
nucleicos, ndo apenas pela similaridade de sua natureza polianiénica com o siRNA,
devido ao seu esqueleto de fosfato, mas também pela sua maior disponibilidade e
menor custo. Além disso, a validade dessa abordagem reside no fato de que o0 RNA de
levedura interage com a superficie de nanoparticulas de forma analoga ao siRNA
(WILLIFORD et al., 2014). As interacdes eletrostaticas sdo a forca principal nos
sistemas de nanoparticulas poliméricas-RNA (CORNEBISE; BARBER, 2022;
JIANG; ABEDI; SHI, 2023), porém vale ressaltar que ligacdes de hidrogénio, forcas
de van der Waals e efeitos hidrofébicos e estruturais também contribuem para a
estabilidade e funcdo do complexo (CORNEBISE et al., 2022).

Nesse contexto, o objetivo principal do uso do RNA de levedura é a
investigacdo de fendmenos de adsor¢do mais gerais, como a avaliacdo das alterages
na carga superficial, no tamanho e na capacidade de ligacdo das nanoparticulas. Isso
permite, portanto, a realizacdo de ensaios preliminares em larga escala, ajustando as
condicdes de adsorcdo de forma eficiente antes de se prosseguir com o0 uso do siRNA,

gue possui maior valor agregado.
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Contudo, é crucial reconhecer as limitagdes dessa metodologia. O RNA de
levedura usado nesse estudo é um pool de diferentes tipos de RNA (como RNA
mensageiro, RNA ribossomal e RNA transportador), o que resulta em uma amostra
heterogénea com uma ampla gama de tamanhos e conformacdes estruturais. Por outro
lado, o siRNA é uma molécula curta e bem definida, com uma estrutura de fita dupla
de aproximadamente 21-23 nucleotideos (ELBASHIR; LENDECKEL; TUSCHL,
2001). Essa diferenca estrutural e dimensional implica que os resultados de adsorgéo
obtidos com o RNA de levedura podem ndo mimetizar perfeitamente o
comportamento do siRNA. Adicionalmente, sabe-se que as caracteristicas do RNA,
como ser de fita simples ou dupla, afetam diretamente a sua taxa de adsorgédo (COX;
LIM; CHUNG, 2022). Nesse sentido, aqueles com fita dupla tendem a ter uma taxa de
adsorcdo mais lenta em comparacdo com aqueles de fita simples (COX; LIM;
CHUNG, 2022). Além disso, a heterogeneidade do pool de RNA de levedura pode
impactar a densidade de empacotamento, a cinética de liberagdo e a atividade bioldgica
do complexo final (BONNEAU et al., 2023). Portanto, para a realizacdo de estudos
funcionais e avaliacbes de eficicia terapéutica, o uso do SiRNA auténtico é

indispensavel para assegurar a relevancia e a precisdo dos resultados.

Estabelecida a justificativa da escolha inicial pelo RNA de levedura como
modelo experimental, a caracterizacdo da interacdo entre esse material genético e as
nanoparticulas de PEG-PCL-Mal foi conduzida através de trés abordagens
complementares. Essas metodologias visam correlacionar a massa de RNA adsorvida
com as alteracGes fisico-quimicas e a estabilidade do complexo formado. Assim, a

eficiéncia de adsorcéo foi quantificada e validada pelos seguintes métodos:

a) Avaliacdo por espectrofotometria

A Figura 7 ilustra a porcentagem de RNA adsorvido (eixo Y) em funcdo das
diferentes propor¢des massicas de RNA para cada 1 mg de nanoparticula (eixo X). A
anélise demonstra uma alta eficiéncia de adsor¢do em todas as proporgdes testadas,
com a proporcao mais baixa (0,005 mgRNA:1mgNP) atingindo uma adsorcao proxima
de 100 %, um comportamento esperado para sistemas otimizados onde as interagdes
entre 0 RNA (molécula carregada negativamente) e o carreador (geralmente carregado
positivamente) sdo fortes (GOROHOVS; DEKHTYAR, 2025).
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Figura 7. Porcentagem de RNA adsorvido nas nanoparticulas em funcéo da proporgéo massica de mg de RNA
por 1 mg de NP. O gréfico apresenta a eficiéncia de adsor¢do do material genético a superficie das
nanoparticulas. O eixo das abscissas detalha as propor¢fes massicas testadas, variando de 0,005 a 0,06 mg de
RNA para cada 1 mg de nanoparticula, enquanto o eixo das ordenadas indica a porcentagem relativa de RNA
efetivamente adsorvido. Os dados representam a média de experimentos realizados em triplicata, com as barras

de erro indicando o desvio padrao.

A medida que a proporcio de RNA é aumentada, a porcentagem de RNA
adsorvido  diminui gradualmente. Isso implica que maiores concentragdes da
biomolécula em solucdo estdo em equilibrio com maiores concentracbes da
biomolécula adsorvida, como esperado. Esse comportamento pode ser explicado
pelos principios de interacdo entre superficies e adsorvatos. No caso deste trabalho,
por utilizar-se um pool de RNA de levedura que é intrinsecamente heterogéneo em
tamanho e conformacdo (HUANG et al., 2013,) podem ser observadas interacdes
menos eficientes com os sitios de ligacdo da nanoparticula, resultando em variacdes
na adsor¢do que dependem da posi¢do e da forma como as diferentes moléculas de
RNA interagem com o carreador. Além disso, a heterogeneidade da superficie das
nanoparticulas e das prdprias biomoléculas influencia a interacdo de forma dependente
da massa das moléculas envolvidas (HUANG et al., 2013).
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Em um pool heterogéneo de RNA, as moléculas maiores ou com conformacdes
menos compactas podem competir pelos sitios de ligagdo de forma menos ideal do que
as moléculas mais compactas (ARMANIOUS et al., 2022). Ao se ligarem, essas
moléculas maiores podem ocupar o espaco de forma ineficiente ou até mesmo impedir
a ligacdo de outras moléculas nas proximidades, um fendmeno que se torna mais
evidente em altas concentracdes de RNA, onde os sitios de adsor¢do sdo limitados
(ARMANIQUS et al., 2022). Essa variacdo na interacdo é analoga ao que ocorre em
estudos com outras biomoléculas heterogéneas, como proteinas, onde o
comportamento de adsorcdo é influenciado pela nanoestrutura da superficie para
moléculas pequenas, mas moléculas grandes tendem a "envolver" as nanoparticulas,
reconhecendo menos as diferencas de superficie (HUANG et al., 2013). De forma
similar, moléculas de RNA de diferentes tamanhos interagem com eficiéncias
variadas, levando a reducdo da porcentagem total adsorvida quando a saturacdo €

atingida.

Como uma forma alternativa de representar a interacdo superficial, a Figura 8
ilustra a isoterma de adsorcdo do RNA de levedura nas NPs. O gréafico correlaciona a
massa de RNA livre em suspensdo (eixo X, RNAeq em mg) com a proporg¢éo inicial
de RNA adicionada por miligrama de nanoparticula (eixo Y). O comportamento da
curva exibe um incremento linear da fracdo ndo adsorvida em resposta ao aumento da
carga inicial, o que poderia sugerir uma tendéncia de conformidade ao Modelo de
Adsorgdo de Langmuir (XU et al., 2022). Esse modelo assume que a adsorgédo ocorre
em sitios especificos e limitados na interface da nanoparticula, resultando na formacéo
de uma monocamada molecular, onde o excedente de RNA permanece livre na fase

continua ap0s a ocupacao total dos sitios disponiveis.

Contudo, se esse ajuste for verdadeiro, a curva parece estar interrompida,
indicando que para a confirmacéo definitiva do modelo de Langmuir, é necessario a
inclusdo de novos pontos experimentais com concentragdes de RNA superiores as
testadas. Assim, o objetivo seria identificar a regido de flexao da curva, onde atingiria
um platd, conforme previsto pelo modelo. Por outro lado, a magnitude das barras de
erro nos pontos de maior concentragdo (0,03 a 0,05 mg de RNA) permite
interpretagdes ambivalentes, incluindo a possibilidade de o sistema seguir um perfil
de adsorcdo em multicamadas. Portanto, para ratificar essas hipoteses e sanar as

ambiguidades interpretativas, faz-se necessario o refinamento do ensaio, ampliando a
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razdo RNA:NP e buscando a reducdo da variabilidade experimental para estabilizar as

barras de erro.

' | | ! I ! I !
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
RNAeq (mg)

Figura 8. Isoterma de adsor¢do do RNA de levedura nas nanoparticulas. O grafico apresenta a correlacdo entre
a proporcao de RNA adicionada ao sistema e a massa de material genético que permanece néo adsorvido (livre
em suspensdo) apos o equilibrio coloidal. O eixo das ordenadas indica a proporgdo inicial de RNA por
miligrama de nanoparticula (mg RNA : 1 mg NP), enquanto o eixo das abscissas detalha a massa de RNA em
equilibrio (RNAeq) em miligramas. Os pontos experimentais estdo representados com suas respectivas barras

de erro (desvio padréo, n=3).
b) Avaliagéo indireta por meio do Potencial Zeta

Como metodologia complementar para a comprovagdo da adsorcdo, analises
de potencial zeta pela técnica de ELS também foram realizadas. De forma analoga a
metodologia de adsorcdo ja descrita, 0 ensaio consistiu em fixar a massa das
nanoparticulas e variar a quantidade de RNA adicionado, com o objetivo de monitorar
0 comportamento dessa interacdo e obter indicios da ocorréncia de adsorcdo. Nesse
sentido, o potencial zeta, que reflete a carga superficial das nanoparticulas, é um
parametro altamente sensivel a adsorcdo de biomoléculas como RNA e DNA
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(CARVALHO et al., 2018; STETEFELD et al., 2016; VOGEL et al., 2017). Quando
0 RNA se liga a superficie da nanoparticula, o potencial zeta se altera, o que indica
uma ligacdo bem-sucedida e mudancas na quimica superficial do material
(STETEFELD et al., 2016). Assim, a analise do potencial zeta pode ser usada para
monitorar a cinetica de adsorcdo em tempo real. Nesse contexto, espera-se que, a
medida que as biomoléculas s&o adicionadas as nanoparticulas, a medicéo do potencial
zeta mostra um aumento progressivo da carga negativa até atingir a saturacdo. Esse
comportamento permite a construcao de curvas de calibracéo para prever a quantidade

de 4cido nucleico adsorvido.

A Figura 9 ilustra a variacdo do potencial zeta das nanoparticulas em funcédo
do aumento da propor¢do massica de RNA de levedura adicionado (RNA:1mg NP em
mg) em pH 5,5. Nessa perspectiva, 0 ensaio revelou um comportamento coerente com
0 esperado para a adsor¢do de uma biomolécula aniénica (GOROHOVS;
DEKHTYAR, 2025). O gréafico demonstra uma tendéncia progressiva de aumento da
carga negativa, variando de aproximadamente -9mV nas proporcdes iniciais para cerca

de -20mV nas concentracdes mais elevadas.

Essa acentuacdo da negatividade do potencial zeta é a evidéncia priméria da
ligacdo bem-sucedida do RNA, que possui carga negativa, a superficie da
nanoparticula, indicando uma alteracdo na quimica superficial do material. A partir da
proporcao de 0,25mg de RNA por 1mg de NP em diante, observa-se uma atenuagao
na taxa de variacdo da carga, culminando em um platd de saturagédo por volta de 0,30
mgRNA:1mgNP. Este comportamento indica que os sitios de ligacdo da nanoparticula
estdo saturados. Apesar da nanoparticula possuir uma carga basal negativa, a adsorcao
do RNA ocorre e a carga do sistema se torna ainda mais negativa. 1sso sugere que as
interacGes de estabilizacdo ndo dependem unicamente da atracao eletrostatica, mas sao
impulsionadas por outros mecanismos, como as ligaces mediadas pelo grupo
maleimida ou forgas de van der Waals, o que esta em concordancia com a hipdtese de
que a conjugacdo com a maleimida contribui de forma importante para a fixacdo do
RNA (GOROHOVS; DEKHTYAR, 2025).

O ponto de saturacdo identificado por essa curva é fundamental para validar os
resultados da quantificacdo por balangco de massa e para a modelagem de isoterma de
adsorcéo, fornecendo a proporcdo ideal que maximiza a carga de RNA e mantém a

estabilidade do complexo.

69



"

€ (mV)

-16
-18 4

=20 4

22

1N

%

.

0,00

El

|
0,05

I e T
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

mg RNA: Img NP

Figura 9. Variacdo do Potencial Zeta das Nanoparticulas em funcdo da propor¢do de RNA de levedura

adicionado. O gréfico ilustra o comportamento eletrocinético da interface coloidal durante o processo de

adsor¢do do material genético. O eixo das ordenadas indica o potencial zeta em milivolts (mV), enquanto o

eixo das abscissas detalha a proporcdo de RNA adicionado por miligrama de nanoparticula (mg RNA : 1mg

NP). Observa-se que a carga superficial torna-se progressivamente mais negativa com o aumento da

concentracdo de RNA, partindo de aproximadamente -9mV e atingindo um patamar de saturago proximo a -

20 mV a partir da proporcao de 0,30mg RNA: 1 mg NP. Os pontos experimentais representam a média de trés

medicOes independentes, com as barras de erro indicando o desvio padrdo. A acentuacdo da carga negativa

constitui evidéncia fisica direta da adsor¢do do RNA & superficie da nanoparticula.

c) Avaliacdo indireta por Eletroforese

A eletroforese do complexo RNA-NP foi selecionada como uma das

metodologias de verificacdo de adsorcdo, por ser uma técnica usualmente empregada

para confirmar a eficiéncia de complexagdo entre os componentes (AYDIN et al.,

2022, PUGSLEY et al., 2022). O ensaio foi conduzido em gel de agarose, preparado

com brometo de etidio, um agente que se intercala entre os pares de bases de acidos

nucleicos como 0 DNA e RNA dupla fita. Embora apresente menos sensibilidade para

RNA simples fita, este composto também é usado. A intercalacdo permite que a
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migracdo do RNA seja visualizada sob exposicdo a luz UV (PUGSLEY et al., 2022).
O gel foi submetido a uma diferenca de potencial de 70 V. Em condigdes normais,
moléculas de acidos nucleicos migram em direcéo ao polo positivo, devido a sua carga
negativa. No entanto, quando o0 RNA se encontra adsorvido a uma superficie
polimérica, a hipdtese é que o complexo apresenta padrdo de migracdo mais lento,

podendo ficar retido no pogo de aplicacdo, o que indicaria uma formacéo estavel.

O ensaio de eletroforese (Figura 10) foi conduzido com a seguinte disposicao
dos pogos no gel: o poco (1) (Padrdo) continha o marcador de DNA (100 pb), essencial
para estabelecer a referéncia de migragéo no gel; o pogo (2) (RNA naked) serviu como
controle negativo de adsorcao, contendo o RNA de levedura livre, onde se esperava a
migracdo completa da banda de acido nucleico em dire¢éo ao polo positivo; o poco (3)
(NP naked) continha apenas o polimero carreador, sendo um controle para verificar a
migracdo intrinseca do nanoparticulado; ja os pocos (4) e (5) (Ads) representam 0s
resultados da complexacdo RNA-Polimero em diferentes eficiéncias de adsorcao.
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Figura 10. Ensaio de Eletroforese em Gel de Agarose para Avaliacdo da Complexagdo de RNA a NP de PEG-
PCL-Mal. A imagem apresenta o perfil de migracéo eletroforética sob luz ultravioleta. A canaleta (1) contém
0 marcador de massa molecular (100 pb). A canaleta (2) apresenta 0 RNA livre (naked), evidenciando a
migracao em direcdo ao polo positivo. A canaleta (3) contém as nanoparticulas puras (naked). As canaletas (4)
e (5) representam o ensaio de adsor¢do em diferentes condi¢bes de saturacdo calculadas (100% e 40%,

respectivamente).

Se fosse possivel verificar a adsor¢do por essa metodologia, haveria dois
resultados distintos. O poco (4) (Ads 100%) ilustra a complexagédo ideal, onde a
retencdo total da banda no poco indicaria que 100% do RNA esta firmemente
adsorvido ao polimero. Em contraste, o poco (5) (Ads 40%) ilustra uma complexagédo
parcial, onde 40% do RNA esta adsorvido, o que poderia resultar no aparecimento de
uma banda migratéria no gel, que corresponderia ao RNA livre (ndo adsorvido).

Contrariamente ao que se esperava, ndo foi observada a retencdo do RNA
quando complexado ao polimero uma vez que o gel foi submetido a diferenca de
potencial. No pogo (4), notou-se que o0 padrdo de migracdo do RNA foi 0 mesmo que
0 RNA livre (poco 2). Esse resultado sugere que ocorreu a liberagdo do &cido nucleico
da superficie do polimero mediante aplicagdo do campo elétrico, permitindo sua
migracdo no gel. Diante dessa observacéo, o ensaio de eletroforese mostrou-se, nesta
etapa, inconclusivo para a comprovacao da complexacdo sob influéncia de campo
elétrico. A migracdo observada indica que a forca eletromotriz aplicada pode ter
superado as interacdes entre 0 RNA e a superficie de maleimida, ou que as condi¢oes
do tampdo de corrida interferiram na manutencdo da ligacdo. Portanto, faz-se
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necessaria a inclusdo das amostras com o recobrimento polimérico (PLA e HA), que
teoricamente conferem uma protecdo adicional e fisica contra o desprendimento da

carga genética.
4.2.2 Modelagem Matematica e Anélise dos Parametros de Adsorgéo

Para uma compreensdo aprofundada da interacdo fisico-quimica entre as
nanoparticulas de PEG-PCL-Maleimida e 0 RNA, os dados experimentais de potencial
zeta foram submetidos a um ajuste de modelos matematicos através do software
OriginPro®. A modelagem matematica constitui uma ferramenta indispensavel em
estudos de interfaces coloidais, pois permite converter variagdes experimentais de
carga superficial em parametros quantitativos, como a afinidade de ligacdo e a
capacidade de saturacao da interface. Esses parametros sdo fundamentais para o design
racional de nanovetores, pois permitem prever o comportamento do sistema em
diferentes razdes de massa e identificar os limites termodinamicos que governam a
estabilidade do complexo. Neste estudo, foram comparadas duas abordagens distintas:
0 modelo de Langmuir na forma exponencial e 0 modelo sigmoidal do tipo Dose-
Resposta (Hill). Os pardmetros estatisticos e fisico-quimicos extraidos de ambos o0s

modelos testados estdo sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros estatisticos e fisico-quimicos obtidos pelos modelos de Langmuir Exponencial e

Sigmoidal.

Modelo de Langmuir  Modelo Sigmoidal (Dose-

Paré .
arametro (Exponencial) Resposta)
. (A2-A1)
Equacdo y=Ao+Are " y=A4l+ 1+10((logx0—x)-p)
Plato Inicial ~ —9,3(calculado via A0 —9,0 (fixado
(mV) +Al) experimentalmente)
Platd Final (mV)  —54,0+106,9 (A0) —19,0 0,7 (A1)
Afinidade /
Inflexcio 0,8+2,3 (b) 0,126+0 (log x0)
Coef. Hill (p) --- -10,6£1,9
R2 Ajustado 0,99 0,96

O modelo de Langmuir fundamenta-se na suposi¢do de que a adsor¢éo ocorre
sobre uma superficie homogénea, formando uma monocamada em um namero finito
de sitios equivalentes e independentes (SWENSON; STADIE, 2019). Embora essas
hipbteses sejam simplificadas, desconsiderando interacdes laterais e heterogeneidades
superficiais, 0 modelo “captura a fisica essencial” dos fendmenos interfaciais e
constitui uma base conceitual solida para extensdes mais complexas, como 0s modelos
cooperativos ou multissitio (ZHU et al., 2017). Em sistemas envolvendo &cidos
nucleicos, o0 modelo de Langmuir é amplamente reconhecido como ponto de partida
adequado, reproduzindo o comportamento de saturacdo tipico observado em
superficies como ouro, silica, polimeros condutores e matrizes cromatograficas (BAG
etal., 2021).

Aplicado em sua forma de decaimento exponencial, 0 modelo busca descrever
a dindmica de saturacdo da interface coloidal por meio de parametros que isolam
aspectos especificos do processo. Nessa formulacdo, a variavel independente m
representa a massa de RNA adicionada em relacdo a uma massa fixa de nanoparticulas
(razdo mg RNA : 1 mg NP), atuando como variavel motriz da resposta. O parametro

A. define a amplitude do processo, isto €, a variagdo total do potencial zeta atribuida
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a adsorcdo; somado a Ao, permite extrapolar o potencial zeta da nanoparticula desnuda
(m = 0), que no ajuste correspondeu a —9,30 mV, em concordancia com o valor
experimental. O coeficiente b representa a constante de afinidade aparente,
expressando a rapidez com que o equilibrio de saturacdo € atingido: o valor de b =
0,846 indica interagdes atrativas significativas entre 0 RNA e 0s grupos funcionais da

superficie, governando a curvatura inicial da queda de potencial.

Conforme apresentado na Tabela 3, o modelo de Langmuir exibiu um ajuste
estatistico satisfatorio (R2 = 0,99). Entretanto, a analise fisica mostra que o parametro
de equilibrio Ao = —54,0 = 106,9 mV assume um carater teérico, representando o
potencial zeta em uma condicao ideal de saturacdo da monocamada. Esse valor excede
os limites observados experimentalmente, o que sugere que o modelo, embora
matematicamente preciso, ndo contempla as restri¢des fisicas reais de empacotamento
molecular, como as repulsdes eletrostaticas laterais e o impedimento estérico imposto
pelas cadeias de PEG (JACKSON et al., 2017).

A Figura 11 ilustra o ajuste do modelo de Langmuir exponencial aos dados
experimentais de potencial zeta. A curva vermelha mostra a correlacdo quase ideal
com 0s pontos experimentais, descrevendo de forma acurada a cinética inicial de queda
do potencial (regida por A; e b). Contudo, observa-se que 0 modelo projeta um platd
de saturacdo excessivamente negativo, indicando que a hip6tese de monocamada ideal

extrapola as condicdes reais da interface micelar.

Dessa forma, embora o modelo de Langmuir exponencial descreva
adequadamente o regime inicial de decaimento do potencial zeta, sua limitacdo em
representar transicfes cooperativas e ndo lineares motivou o emprego de um modelo
alternativo, o modelo sigmoidal do tipo dose-resposta (Hill). Este modelo constitui
uma extensdo natural da abordagem de Langmuir, sendo particularmente adequado
para sistemas em que a adsorc¢do ocorre em multiplas etapas ou apresenta dependéncia
entre os sitios de ligacdo (WANG et al., 2024) .
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Figura 11. Ajuste dos dados experimentais de potencial zeta ao modelo de Langmuir Exponencial. A curva
vermelha representa o ajuste matematico do modelo, demonstrando uma correlagdo estatistica quase ideal com
0s pontos experimentais. Nota-se que o modelo captura com precisdo a cinética inicial de queda do potencial
(regida pelos parametros A; e b), porém projeta um platd de saturacdo (Ao) em valores excessivamente
negativos, evidenciando que a monocamada tedrica de Langmuir extrapola as restricBes fisicas reais de

empacotamento molecular na interface micelar.

No presente estudo, a relacdo entre o potencial zeta e a quantidade de RNA
adicionada as nanoparticulas de PEG-PCL-Maleimida apresentou um perfil sigmoide
caracteristico, sugerindo uma transicdo gradual entre estados de superficie com
diferentes densidades de carga.

Exposto na Tabela 3, na coluna referente ao modelo sigmoidal, o parametro
As, fixado experimentalmente em —9,0 mV, representa o limite superior da resposta,
correspondendo ao potencial inicial da nanoparticula desnuda e garantindo que o
modelo partisse de um valor fisico real (GOROHOVS; DEKHTYAR, 2025). Ja o
parametro Ai, obtido em —19,0 + 0,7 mV, define o platd inferior da curva, ou seja, o

potencial zeta final alcangado apds a saturacdo da interface com RNA. Diferentemente
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do comportamento teorico previsto pelo modelo de Langmuir, descrito na Tabela 3,
este valor apresenta concordancia direta com os dados experimentais, refletindo a
saturacdo eletrostatica efetiva da superficie antes da formacdo de uma monocamada
ideal (GILBERT et al., 2024).

O parametro xo, determinado em 0,126 mg RNA/mg NP (Tabela 3),
corresponde ao ponto de inflexdo da curva, andlogo a constante ECso em modelos
farmacolégicos, e representa a condicdo de meia-neutralizagdo de carga na interface
coloidal, interpretacdo consistente com o uso classico de modelos de Hill/dose—
resposta em toxicologia e fisicoquimica de adsorcdo cooperativa. Este ponto indica a
proporcdo de RNA necesséria para atingir metade da variacao total do potencial, sendo
um marcador direto da capacidade efetiva de recobrimento da nanoparticula
(GILBERT et al., 2024).

Por fim, o coeficiente de Hill (p), obtido como —-10,6 £ 1,9, quantifica o grau
de cooperatividade do processo de adsorcdo. Seu valor elevado de sugere uma
adsorcao fortemente cooperativa, na qual a ligacéo inicial de moléculas de RNA induz
rearranjos conformacionais na corona polimérica, aumentando a densidade local de
carga e favorecendo a adsorcdo subsequente até o limite de saturacdo (GILBERT et
al., 2024).

A Figura 12 a seguir ilustra o ajuste dos dados experimentais de potencial zeta

ao modelo sigmoidal do tipo dose-resposta, conforme parametros da Tabela 3.

Observa-se que a curva ajustada descreve de forma fiel a transi¢cao cooperativa
da carga superficial, destacando o ponto de inflex@o (xo) € a estabilizacdo em um platd
final de —19,0 mV. O modelo reproduz com precisdo a variacdo experimental,
evidenciando trés regimes de comportamento distintos: (i) uma fase inicial de pré-
adsorcdo, correspondente a ocupagdo parcial dos sitios catiénicos disponiveis uma vez
que had a funcionalizacdo da NP com a maleimida; (ii) uma regido de transicéo
acentuada, associada a reorganizagdo cooperativa da camada superficial; e (iii) um
platd final, indicativo da saturacdo eletrostatica efetiva e da estabilizacdo coloidal do
sistema (KOOPAL; AVENA, 2001).
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Figura 12. Ajuste dos dados experimentais de potencial zeta ao modelo Sigmoidal Dose-Resposta. A curva
azul representa o ajuste matematico do modelo de Hill, evidenciando correlagdo com os pontos experimentais.
Observa-se que 0 modelo descreve com precisdo a transicdo cooperativa da carga superficial, reproduzindo o
comportamento sigmoidal caracteristico da adsor¢cdo de RNA. O ponto de inflexdo (xo = 0,126 mg RNA/mg
NP) marca a condigdo de meia-neutraliza¢ao de carga, enquanto o platd final (A: =-19,09 + 0,70 mV) indica
a saturagdo eletrostatica efetiva da interface coloidal. Diferentemente do modelo de Langmuir, o ajuste

sigmoidal reflete de forma mais realista o equilibrio fisico do sistema.

Dessa forma, o modelo de Hill fornece uma descricdo fisico-quimica mais
abrangente e realisticamente compativel com o comportamento experimental
observado, capturando fendmenos de cooperatividade e reorganizacdo interfacial que

extrapolam as previsdes do modelo de Langmuir (ZHANG, 2019).

4.3. Montagem Multicamada e Internalizacio Celular

4.3.1. Efeito do Recobrimento nas Propriedades das NPs

A validagdo do recobrimento com PLA foi realizada por meio do

monitoramento da inversdo do potencial zeta e da varia¢do no didmetro hidrodinamico,
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parametros amplamente utilizados como indicadores da formacdo e saturacdo de
camadas Lbl. Revestimentos multicamadas com polieletrolitos sdo rotineiramente
avaliados por essa inversao de carga, que sinaliza a troca do polimero dominante na
interface e a compensacéo eletrostatica entre as camadas (CARO-LEON et al., 2025).
Para este ensaio inicial, utilizou-se a menor carga de RNA testada (0,005mg RNA :
Img NP), visto que o foco era validar a arquitetura dos recobrimentos e ndo a
capacidade méxima de carregamento, etapa prevista para ensaios futuros com
formulacbes mais concentradas. Assim, foi adotada a propor¢do massica de 1 mg NP
: 0,2 mg PLA, valor fundamentado em protocolos descritos para sistemas analogos,
nos quais quantidades reduzidas de polieletrdlito se mostraram suficientes para atingir
0 ponto de inversdo de carga sem gerar excesso de polimero livre, preservando a
estabilidade coloidal e o controle estequiométrico da superficie (MENDEZ; LOPEZ,
2020; CARO-LEON et al., 2025). Os resultados obtidos para esta formulacio estdo

sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4. Comparacédo de Potencial Zeta da NP antes e apds o recobrimento com PLA

Potencial Zeta Desvio padréo DPR%
médio (mV)
NP-RNA -9,3 0,4 5,0%
NP-RNA-PLA +15,8 2,4 15,7%

A mudanca do potencial zeta de —9,3 mV para +15,8 mV ap06s a deposicao de
PLA evidencia a inversdo eletrostatica caracteristica da etapa de recobrimento
catiénico, confirmando a formacdo de uma camada superficial continua e funcional.
O predominio de cargas positivas, atribuidas aos grupos guanidinio da PLA, indica
estabilizacdo coloidal eficiente e preparo adequado das nanoparticulas para a etapa

subsequente de deposicéo do &cido hialurdnico.

A analise por DLS demonstrou que as NPs mantiveram o tamanho em escala
nanomeétrica, porém revelou a importancia do pré-tratamento para a homogeneidade
do sistema. Nas amostras brutas (quadrados chumbo, Figura 13), o perfil polidisperso
apresentou um pico principal entre 50 e 60 nm, proximo ao nucleo original (72,6 nm),
mas com picos secundarios acima de 200 nm sugerindo agregados transitérios ou

cadeias de polieletrolito ndo adsorvidas. A presenca de picos secundarios e ombros

79



acima de 200 nm, contudo, sugere a coexisténcia de duas populacbes: uma de

nanoparticulas individuais e uma de agregados transitérios, possivelmente associados

a cadeias de polieletrélito ndo adsorvidas. Essa heterogeneidade inicial, contrastada

pela preservacdo de uma populacdo majoritdria no tamanho alvo, sugere que o

recobrimento é capaz de produzir NPs no tamanho necessario, contudo, evidencia a

necessidade de pré-tratamentos de refino fisico, como a filtragdo em membranas de

0,22 um, recomendada para eliminar subpopulagdes e estabilizar a dispersdo (KIM et
al., 2019; MARQUES et al., 2022).

Intensidade (%)

= Amostras brutas
®  Armazenado a 4°C e filtrado 0,22 um

T
100

T
200

Diametro da particula (nm)

Figura 13. Distribuicdo de tamanho por intensidade das NP-RNA-PLA antes e apos o refino fisico. Os

quadrados cinzas representam a amostra bruta (fresca e sem pré-tratamento), evidenciando um perfil

polidisperso com a presenca de agregados ou polieletrolitos livres. Os circulos vermelhos ilustram o sistema

ap0s o armazenamento a 4 °C e filtragio em membrana de 0,22 um, demonstrando a transi¢do para um perfil

monomodal, com diametro hidrodindmico estabilizado e adequado para a funcionalizacdo subsequente. As

barras de erro indicam o desvio padrdo entre trés leituras independentes.

Com base nessas observacdes, procedeu-se a uma nova etapa de caracterizagdo

apos um periodo de repouso de 24 horas a 4 °C, seguida por filtragdo em membrana
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de polietersulfona (PES) de 0,22 um. O perfil resultante evidenciou um deslocamento
expressivo da intensidade de espalhamento para a faixa nanométrica de interesse,
conforme ilustrado na Figura 13 pela curva composta por circulos vermelhos,
confirmando a obtencao de um sistema predominantemente monomodal e homogéneo.
A estabilizacdo do didmetro hidrodinamico médio em patamares préximos a 100 nm
apos o refino fisico ndo apenas valida a integridade estrutural das nanoparticulas
recobertas com PLA, como também assegura a reprodutibilidade necesséaria para a

deposicédo subsequente da camada de acido hialurdnico.

E fundamental destacar que, em todas essas modificacdes e condicdes de
armazenamento, o potencial zeta do sistema demonstrou uma estabilidade notavel,
mantendo-se consistentemente na faixa de +15 mV. Essa constancia na densidade de
carga superficial, mesmo diante dos tratamentos visando ao refinamento da amostra,
confirma que a inversdo de carga promovida pela PLA é robusta e que a interface
cationica tende a permanecer preservada ao longo do tempo.

Apo6s a consolidacdo do sistema intermedidrio catidnico, procedeu-se a
deposicdo da camada externa de &cido hialurdnico, empregando metodologia
semelhante baseada em interacdes eletrostaticas sequenciais. Essa etapa é fundamental
para conferir ao nanovetor uma interface aniénica biocompativel, capaz de reconhecer e
interagir especificamente com receptores celulares, como 0 CD44, amplamente expresso
em células leucémicas (QIAN et al., 2024; SINANI et al., 2023). A progressao da
montagem foi monitorada por meio da variacdo do potencial zeta em fungdo do

incremento da razdo massica de HA, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Acompanhamento da carga superficial da NP-RNA-PLA-HA em diferentes razdes de HA

Potencial Zeta Desvio padrao DPR%
médio (mV)

NP-RNA-PLA +15,8 2,4 15,7%
NP-RNA-PLA-1HA +17,9 1,6 9,0%
NP-RNA-PLA-2HA +10,2 0,4 4,1%
NP-RNA-PLA-5HA -10,7 0,1 1,7%
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A andlise dos dados mostra que a adi¢éo inicial de HA na propor¢do 1:1 (NP-
RNA-PLA-1HA) ndo promoveu a inversdo da carga superficial, mantendo o sistema
fortemente catidnico (+17,9 mV). Esse resultado sugere que, nessa concentracdo, o
polianion atua predominantemente no recobrimento parcial da camada de PLA, sem
atingir o ponto de compensacao eletrostatica necessario ao recobrimento completo.
Com o aumento da proporgdo para 2:1 (NP-RNA-PLA-2HA), observou-se uma
reducdo significativa do potencial zeta para +10,2 mV, indicando o inicio da
neutralizacdo parcial das cargas positivas provenientes dos grupos guanidinio da
poli(L-arginina). A inversédo efetiva da polaridade superficial foi atingida apenas na
razdo 5:1 (NP-RNA-PLA-5HA), na qual o sistema apresentou potencial zeta
negativo (—10,7 mV). Essa transi¢cdo para o estado aniénico constitui a evidéncia
fisico-quimica da formacao da camada externa de HA, confirmando o estabelecimento

da arquitetura multicamada final e a estabilizacdo coloidal do sistema.

E importante notar que, & medida que a densidade de HA na superficie
aumenta, 0 DPR% apresenta uma reducdo progressiva, decrescendo de 15,7% no
sistema intermediario para 1,7% na formulacéo final. Essa tendéncia pode indicar que
o0 recobrimento com HA, além de promover a inversao da carga superficial, contribui
para a homogeneizacdo e estabilizacdo coloidal do sistema, refletindo maior
uniformidade das nanoparticulas e reprodutibilidade do processo. O didmetro
hidrodinamico obtido nesta etapa, aliado a carga negativa estavel, posiciona o
nanovetor como uma plataforma promissora para estudos de internalizacdo celular e

silenciamento génico.

A Tabela 6 sumariza a evolucao do potencial zeta e do diametro hidrodindmico
em cada etapa do recobrimento, desde a NP estabilizada apenas com P407 até a
formulacéo final recoberta com HA. Contudo, a analise da distribuicdo de tamanho
para o sistema final revelou um deslocamento expressivo, com populagées atingindo
valores superiores a 200 nm, o que elevou o didmetro médio da amostra para 167 nm.
Esse aumento é consistente com dois efeitos relatados em sistemas polieletrolito—
nanoparticula, particularmente em montagens LbL: (i) a passagem pelo ponto de
neutralizacdo de carga ({ = 0), na qual as forgas repulsivas eletrostaticas sdo
minimizadas e as interacdes de Van der Waals passam a dominar, promovendo
agregacao transitoria; e (ii) o fendmeno de bridging, no qual cadeias longas de HA
parcialmente adsorvidas conectam mais de uma nanoparticula, favorecendo a
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formacéo de aglomerados antes da completa sobrecarga anibnica. Situacdo analoga é
descrita em sistemas de layered double hydroxides (LDH) e em nanoparticulas
metalicas recobertas por polieletrélitos, nos quais a instabilidade coloidal é observada
justamente ao atravessar o ponto isoelétrico, gerando aumento de tamanho por
agregacéo parcial (SOMOSI et al., 2018; VASARHELY! et al., 2021).

Tabela 6. Monitoramento do potencial zeta e didmetro hidrodindmico médio durante a montagem LbL

Potencial Zeta médio Diametro hidrodinamico
(mV) médio (nm)
NP -10,4 £ 0,6 72,6 £12,2
NP-RNA -9,7+0,6 83199
NP-RNA-PLA +15,8 £2,4 69,8 £15,4
NP-RNA-PLA-5HA -10,7 £0,1 167,7 £5,2

Curiosamente, esse comportamento ndo foi observado nas formulacdes
intermediarias (NP pura ou NP-RNA), nas quais as interacbes do sistema vigente
foram suficientes para a manutencao da aparente estabilidade coloidal. Esse contraste
sugere que a instabilidade observada é induzida especificamente pela etapa de
recobrimento com acido hialurdnico, durante a qual ocorre a neutralizacao parcial da
superficie. Em sistemas LbL, esse evento € frequentemente associado a formacgéo de
dominios heterogéneos de carga, conhecidos como patch charges, resultantes da
adsorcao incompleta de cadeias poliméricas (SZERLAUTH; MURATH; SZILAGY],
2020). Esses dominios promovem atracGes direcionais entre regides de carga oposta
em nanoparticulas distintas, facilitando a agregacdo mesmo quando o potencial zeta

médio ainda indica estabilidade aparente.

Esse comportamento também foi relatado em sistemas coloidais recobertos
com polieletrélitos aniénicos, como poliacrilato e heparina, nos quais a coexisténcia
de regibes catibnicas residuais e segmentos anibnicos livres gera uma superficie

eletricamente heterogénea, propensa a interacoes entre particulas (PAVLOVIC et al.,
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2016; MEN et al., 2020). Assim, é plausivel que o padréo de agregacgéo observado na
formulacdo NP-RNA-PLA-5HA decorra desse efeito de patch charge combinado ao
bridging, caracterizando uma zona de neutralizacdo na qual a cobertura incompleta
por HA reduz temporariamente a repulsdo eletrostatica e favorece associagdes

transitorias entre particulas.

Em sintese, os resultados confirmam a viabilidade da estratégia LbL para a
construgdo de nanoparticulas multicamadas, demonstrando controle sobre a carga
superficial e a organizacao interfacial. No que se refere ao diametro hidrodinamico
médio das etapas intermediarias, uma anélise considerando a sobreposi¢do dos desvios
padrdo indica que as formulacGes se mantiveram em uma faixa de tamanho
equivalente, sugerindo que as variacGes dimensionais foram sutis até a etapa final.
Entretanto, a etapa de recobrimento com &cido hialurdnico apresentou instabilidade
coloidal, possivelmente relacionada a neutralizacao parcial da carga e a formacéao de
dominios heterogéneos de superficie e bridging entre particulas. Esse comportamento,
amplamente relatado em sistemas LbL, resulta na perda temporaria de
monodispersidade e aumento do didmetro médio, caracterizando uma fase transitoria
antes da completa sobrecarga ani6nica e reestabiliza¢do da dispersdo. Portanto, etapas
futuras deverdo concentrar-se na otimizacdo da deposicdo de HA, ajustando razéo
massica, taxa de adicdo, tempo de estabilizacdo e condicGes de esterilidade de sintese,
de modo a minimizar agregacdes transitorias, preservar dimensdes sub-100 nm e

assegurar a reprodutibilidade do nanovetor.
4.3.2. Andlise da Internalizacdo Celular

A avaliacdo da performance bioldgica das nanoparticulas, por meio de ensaios
de internalizacdo em linhagens celulares Jurkat e MOLT-4, constitui uma etapa
fundamental para a validacdo da funcionalidade do nanovetor desenvolvido. A
execucdo desses ensaios justifica-se pela necessidade de quantificar a eficiéncia de
captacdo celular, bem como de verificar a capacidade da nanoestrutura em transpor
barreiras biologicas e promover a entrega intracelular do material genético. Nesse
contexto, a citometria de fluxo apresenta-se como uma ferramenta Gtil, uma vez que,
desde sua introducdo na década de 1960, consolidou-se como uma das metodologias
mais robustas da pesquisa biomedica, permitindo a analise multiparamétrica e

quantitativa de propriedades celulares em nivel de célula tnica (LI et al., 2021).
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Nessa abordagem experimental, o processo de internalizagdo das
nanoparticulas € monitorado por meio do uso de siRNA conjugado ao fluoréforo
FAM™, que atua como uma sonda molecular fluorescente. A medida em que ha a
internalizacdo do complexo, seja na arquitetura multicamada final (NP-siRNA-PLA-
HA) ou em formulacgdes intermediarias, a fluorescéncia emitida pode ser detectada e
quantificada por citometria de fluxo. O aumento da intensidade de fluorescéncia
observado nas populagfes celulares incubadas com as NPs contendo o agente
fluorescente, quando comparado ao controle negativo, idealmente constituido por
células tratadas com nanoparticulas ndo fluorescentes, € interpretado como evidéncia

direta da eficacia do nanovetor enquanto sistema carreador (HEIDARI et al., 2021).

Dando continuidade as analises, o foco experimental concentrou-se na
avaliacdo da cinética de internalizacdo da estrutura final em células Jurkat apos
periodos de incubacdo de 4 e 24 horas. O processamento dos dados iniciou-se pela
estratégia de gating, essencial para a exclusdo de detritos e selegdo da populagdo de
interesse. Inicialmente, as células do grupo controle foram delimitadas em graficos de
dispersao baseados nos parametros forward scatter (FSC-A) e side scatter (SSC-A).
Enquanto o FSC-A correlaciona-se ao tamanho celular, 0 SSC-A mensura a dispersao
de luz lateral em um angulo de 90°, refletindo a complexidade interna e a granularidade
da célula. Essa estratégia possibilita o isolamento da populacdo de células com
membrana mais integra, cuja porcentagem foi indicada logo acima do desenho do gate
(na primeira linha da Figura 17, por exemplo). Essas células sdo caracterizadas por
valores mais elevados de FSC-A e SSC-A, permitindo sua distingdo em relagéo a
detritos subcelulares, geralmente associados a valores reduzidos desses parametros,
decorrentes do preparo das suspensdes celulares ou das condicdes as quais as células
foram submetidas (LI et al., 2021). Para cada experimento distinto, a estratégia de
gating foi estabelecida com base no respectivo grupo controle, garantindo a
consisténcia metodoldgica necessaria para a interpretacdo dos ensaios de

internalizacdo em diferentes tempos de incubacéo e linhagens celulares.

A partir dessa populagéo selecionada, a captacdo do siRNA foi observada em
dot plots relacionando o SSC-A (eixo Y) a intensidade de fluorescéncia no canal FL1-
A (eixo X). Nesta representagdo, 0 eixo Y monitora possiveis mudangas na
ultraestrutura celular decorrentes do acumulo citoplasméatico das nanoparticulas.

Simultaneamente, o0 eixo X mostra a porcentagem de células apresentando
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fluorescéncia verde em relacdo ao controle, assim como diferentes niveis de sua
intensidade (exemplo na na linha inferior dos gréficos agrupados na Figura 14). Como
0 SiRNA estd conjugado ao fluor6foro FAM, o deslocamento da populacdo para a
direita neste eixo funciona como indicador direto de internalizacdo. Assim, quanto
maior a intensidade no canal FL1-A, maior a carga de material fluorescente associada

a célula.

Essa correlagdo permitiu a segmentacgdo do grafico em quadrantes. O quadrante
inferior esquerdo (Q4) agrupa a populacdo negativa, com granularidade basal e
auséncia de sinal fluorescente. Em contrapartida, o quadrante inferior direito (Q3)
identifica as células positivas que efetivamente incorporaram o siRNA marcado sem
apresentar alteracOes estruturais relevantes sob as condicdes testadas. Dessa forma, 0s
resultados foram organizados em colunas, posicionando os graficos SSC vs. FSC e
seus respectivos SSC vs. FL1 em um alinhamento vertical. Essa disposi¢édo estrutural,
referida ao longo do texto como set de graficos agrupados, visa facilitar a correlagdo
direta entre o gate da populacao sob anélise e intensidade de sinal.

O delineamento experimental foi estruturado em duas etapas principais.
Inicialmente, estabeleceram-se as condi¢cdes fundamentais, como o0s controles
negativos e o controle positivo. Os controles negativos estabelecidos foram: células
ndo tratadas, células incubadas com siRNA FAM™ livre, visando confirmar a
incapacidade de transposi¢do da membrana sem o auxilio de um carreador; e células
incubadas com nanoparticulas puras sem siRNA fluoresecnte (NP naked e NP-P407).
Como controle positivo para parametro de eficacia, utilizou-se 0 SiRNA FAM™
complexado a Lipofectamina. Os testes iniciais foram feitos com as estruturas
experimentais simples representadas pelas NP naked + siRNA FAM™ ¢ NP-P407 +
siRNA FAM™, com o intuito de comparar a influéncia do surfactante P407 na
estabilidade e captacao do sistema. Posteriormente, um novo ensaio foi conduzido para
avaliar a arquitetura multicamada completa, replicando as condic¢des de controles e
siRNA livre para assegurar a consisténcia estatistica, culminando na analise da
plataforma final (NP-P407 + siRNA FAM™ + PLA + HA). Todos 0s ensaios foram

realizados em duas janelas temporais: 4 e 24 horas de incubacdo a 37°C e 5% CO..

A analise da interacdo com a linhagem Jurkat em 4 horas revelou a definicéo
de um gate de linfocitos contendo entre 70,3% e 85,4% das células (Figura 14: a-d),
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indicando que, mesmo na presenca das nanoparticulas, a populacdo manteve-se
agrupada em sua regido caracteristica. Esse perfil morfoldgico sugere uma toxicidade
preliminar favoravel, embora a confirmacdo da biocompatibilidade dependa de testes
de viabilidade especificos. Nos gréaficos de fluorescéncia (SSC vs. FL1), o controle
negativo e as formulagdes sem marcador concentraram-se no quadrante Q4, atestando
aauséncia de autofluorescéncia. No ensaio com 0 marcador FAM™ (e-g), a populagéo
celular preservou as coordenadas morfologicas do controle, com indices no gate de
74,6% para a Lipofectamina e entre 72,6% e 83,3% para as formulacbes
nanovetorizadas. A eficiéncia de internalizacdo pode ser observada na linha inferior
desse conjunto de gréficos agrupados (e-g). O controle positivo com Lipofectamina
apresentou um deslocamento significativo para o quadrante Q3, atingindo 31,4% de
positividade devido a sua capacidade de facilitar a entrada de material genético via
endocitose ou fusdo (XU; WANG, 2015). Em contrapartida, as nanoparticulas simples

(f-g) permaneceram no quadrante Q4, com valores residuais de 0,05%.
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Figura 14. Avaliacéo por citometria de fluxo da internalizaco de complexos NP-siRNA em linhagem
Jurkat ap0s 4 horas de incubacdo. Os resultados apresentam a analise comparativa entre os controles e
0s sistemas nanovetorizados. A linha superior detalha os os parametros de dispersao frontal (FSC-A)

versus dispersao lateral (SSC-A), com gates de linfacitos. A linha inferior exibe os graficos de pontos
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para o canal de fluorescéncia FL1-A (correspondente ao siRNA FAM™) versus SSC-A. As condi¢Bes
apresentadas sdo: células ndo tratadas (a) e células incubadas com: siRNA FAM™ jsolado (b), NP
naked (c), NP-P407 (d), lipofectamina contendo o SiRNA FAM™, representando o controle positivo
(e), além das condigdes de testes NP naked + siRNA FAM™ (f) ¢ NP-P407 + siRNA FAM™ (g). Os

dados representam um ensaio Gnico (n=1).

Ao expandir a investigacdo para a plataforma multicamada com PLA e HA
(Figura 15), novamente ndo foram observadas células fluorescentes para os controles
utilizados (células ndo tratadas e células incubadas com o siRNA livre). Entretanto,
detectou-se um sinal de 2,8% no quadrante Q3 para as células incubadas com as
nanoparticulas (Figura 15d). Embora baixo, esse indice supera os valores das NPs
simples, sugerindo que o recobrimento externo pode estar favorecendo uma interagédo

inicial mais robusta com a membrana.
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Figura 15. Avaliacdo por citometria de fluxo da eficiéncia de internalizacdo celular da plataforma
multicamada em linhagem Jurkat ap6s 4 horas de incubagdo. Os resultados estdo organizados em
colunas correspondentes por condi¢do experimental para garantir a rastreabilidade dos dados. A linha
superior apresenta a analise dos parametros de dispersdo frontal (FSC-A) versus dispersdo lateral (SSC-
A), evidenciando o gate de linfécitos com valores entre 60,7% e 71,9%. A linha inferior exibe a
distribuicdo de fluorescéncia no canal FL1-A versus SSC-A para as respectivas amostras: (a) células ndo
tratadas; (b) células incubadas com siRNA FAM™ livre; (c) controle positivo (siRNA FAM™ +
Lipofectamina); e (d) células incubadas com a plataforma multicamada completa (NP-P407 + siRNA

FAMT™ + PLA + HA). Os dados representam um ensaio unico (n=1)

Dando prosseguimento a analise para a janela de 24 horas (Figura 16), a
disperséo frontal e lateral permaneceu condizente com as células néo tratadas, sem
alteragOes na granulosidade ou tamanho. Os indices de eventos no gate referente aos
parametros SSC vs FCS mantiveram-se entre 73,7% a 83,5%, sugerindo que a
permanéncia prolongada dos sistemas ndo induz a fragmentacéo celular. A anélise de
fluorescéncia confirmou que as NPs sem marcador e o siRNA livre permaneceram no

quadrante de negatividade, confirmando que qualquer deslocamento futuro seria fruto
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da internalizacdo efetiva mediada pelo nanovetor (HU et al., 2020). No set de
nanosistemas simples (e-g), a Lipofectamina manteve sua eficiéncia (29,5%),
enquanto as NPs naked e P407 apresentaram niveis residuais no Q3 proximos a 0,04%.
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Figura 16. Avaliacao por citometria de fluxo da eficiéncia de internalizacdo celular de complexos NP-siRNA
em linhagem Jurkat ap6s 24 horas de incubacdo. A linha superior (a—d e e—g) apresenta a analise de FSC-A vs.
SSC-A, detalhando o gate de linfocitos com manutengdo de eventos situados entre 75,5% e 81,1%. A linha

inferior correspondente exibe a distribuicdo de fluorescéncia (FL1-A vs. SSC-A) nas seguintes condicdes: (f)
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SSC-A

SSC-A

células incubadas com NP naked contendo o siRNA FAM™ ¢ (g) células incubadas com NP-P407 contendo

0 siRNA FAM™, Experimento inico.

O desfecho da cinética para a arquitetura multicamada completa (Figura 17)

mostrou que a maior parte dos eventos permaneceu nos parametros de dispersao

esperados, com 77,1% da populacdo no gate. No entanto, o sinal de 0,25% observado

para esta plataforma no quadrante Q3, embora ligeiramente superior ao das NPs

simples (0,04%), indica que ndo houve internalizacdo das nanoparticulas frente ao

resultado mais expressivo demonstrado pelo controle positivo (15,4%).

Jukart — 24h de incubacao
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Figura 17. Avaliacéo por citometria de fluxo da eficiéncia de internalizacéo celular da plataforma multicamada
em linhagem Jurkat apds 24 horas de incubacdo. A linha superior (a—d) detalha a anélise de FSC-A vs. SSC-
A, mostrando indice de eventos entre 71,4% e 83,6% da populacdo no gate de linfocitos. A linha inferior
correspondente exibe os graficos de pontos para FL1-A vs. SSC-A: controle positivo com Lipofectamina (c) e
plataforma multicamada completa (d), composta por NP-P407 + siRNA FAM™ + PLA + HA. Experimento

Unico.
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Expandindo o estudo bioldgico, foi realizada a analise na linhagem MOLT-4
para verificar se o perfil de interagdo da plataforma se mantinha em diferentes modelos
de leucemia de celulas T. Os resultados ap6s 4 horas de incubacdo (Figura 18)
revelaram, nos graficos de morfologia (FSC-A vs. SSC-A), uma reducdo acentuada na
proporcao de eventos dentro do gate em quase todas as condigdes. Enquanto o controle
néo tratado (a) apresentou 82,1% de eventos, os grupos siRNA livre (b), NP naked (c)
e NP-P407 (d) exibiram quedas para 67,6%, 45,1% e 30,1%, respectivamente. Essa
suscetibilidade a estresses do protocolo experimental € atribuida a maior sensibilidade
bioldgica da MOLT-4 em comparacao a Jurkat (CHI et al., 2022). Contudo, a analise
de fluorescéncia (FL1-A vs. SSC-A) ratificou a validade do ensaio: os controles nio
apresentaram sinal positivo, garantindo que qualquer deslocamento das células a
direita do grafico seja atribuido ao marcador FAM. No segundo conjunto de graficos
do mesmo intervalo (e-g), apenas as células incubadas com Lipofectamina (e)
apresentaram sinal de fluorescéncia (21,8%), indicando que as nanoparticulas ndo
foram capazes de internalizar o SiRNA (f e g).
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MOLT-4 - 4h de incubagao
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Figura 18. Avaliacéo por citometria de fluxo da eficiéncia de internalizacdo celular de complexos NP-siRNA
em linhagem MOLT-4 ap6s 4 horas de incubacdo. A linha superior detalha os resultados pelos parametros

FSC-A vs. SSC-A, com a retengdo de eventos no gate variando entre 26,5% (controle positivo) e 81,1%
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(controle negativo- células néo tratadas). A linha inferior exibe a distribuicdo de fluorescéncia no canal FL1-
A versus SSC-A para as controle de células ndo tratadas (a) e células incubadas com; siRNA FAM™ livre (b);
NP naked (c) ; NP-P407 (d); siRNA FAM™ + Lipofectamina (e); NP naked + siRNA FAM™ (f) ; e NP-P407
+ siRNA FAM™ (g). Experimento unico.

A Figura 19 detalha os resultados apos 24 horas. Na linha superior (a-g),
observou-se que entre 70% e 80% das células foram agrupadas nesse gate, indice mais
elevado que o observado em 4h para as células incubadas com as nanoparticulas ou o
siRNA livre (Figura 18). E possivel que ap6s 4h, as células ainda estivessem
sensibilizadas pelos tratamentos realizados e que tenham se recuparado ao longo das
horas seguintes. Nos gréaficos de fluorescéncia, o controle de células ndo tratadas (a)
e 0 SiRNA livre (b) permaneceram no quadrante de negatividade (Q4), assim como as
nanoparticulas puras (c e d), que ndo manifestaram autofluorescéncia mesmo sob

exposicdo prolongada.

Ao analisar a linha inferior dos conjuntos de graficos agrupados referentes a
internalizacdo no periodo estendido (e-g), os resultados mostraram que, apesar do
controle positivo confirmar a susceptibilidade da linhagem a transfeccéo (20,8%), as
nanoparticulas ndo recobertas foram insuficientes para promover a entrada celular
efetiva. Com 99,9% da populagdo confinada ao quadrante Q4, evidenciou-se que a
simples adsorcdo do SiRNA ao nucleo polimérico ndo basta para garantir a

internalizacdo na linhagem MOLT-4.
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MOLT-4 - 24h de incubacao
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Figura 19. Avaliagdo da eficiéncia por citometria de fluxo de internalizacéo celular de complexos NP-siRNA
em linhagem MOLT-4 ap6s 24 horas de incubacao. A linha superior (FSC-A vs. SSC-A) detalha os gates de
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linfocitos apresentando indices de eventos entre 76,7% e 83,9%. A linha inferior exibe a distribuicdo de
fluorescéncia no canal FL1-A versus SSC-A para as controle de células nao tratadas (a) e células incubadas
com; siRNA FAM™ livre (b); NP naked (c) ; NP-P407 (d); sSiRNA FAM™ + Lipofectamina (e); NP naked +
siRNA FAM™ (f); e NP-P407 + SiRNA FAM™ (g). Experimento tnico.

Especificamente para as andlises conjuntas das NPs ndo recobertas com PLA
e HA, a baixa deteccdo de fluorescéncia intracelular fundamenta-se em dois fatores
principais. No primeiro, considera-se uma cinética de captacao inerentemente lenta,
na qual o periodo de incubac&o testado mostrou-se insuficiente para que esses nucleos
bésicos superassem obstaculos como a formacéao da coroa proteica em meio de cultura.
Esse fenbmeno altera a identidade biolégica do nanovetor e retarda sua interacao direta
com a membrana celular (ZHANG; BARZ, 2025; AMAR-LEWIS et al., 2024).

No segundo fator, a estabilidade termodindmica excessiva desses complexos
iniciais atua como um limitante. A forte interacdo eletrostatica entre o SiRNA e 0s
dominios catibnicos do nucleo torna a dissociacdo do sistema a etapa critica do
processo, resultando em uma liberacdo citosdlica ineficiente no intervalo de tempo
analisado. Adicionado a isso, a auséncia de visualizacdo da fluorescéncia,
representando a internalizacdo dessas particulas, pode ser explicada pela proximidade
excessiva entre os fluoréforos na superficie dessas nanoparticulas ndo recobertas,
promovendo a supressdo de sinal (quenching) por transferéncia de energia nao
radiativa. Isso dificulta a detecgdo pelo citbmetro mesmo em cenarios onde o sistema
ja tenha iniciado o contato com a célula, uma vez que a intensidade de emissédo do
marcador FAM™ ¢ drasticamente reduzida enquanto compactada ao carreador
(PATEL; IBRAHIM; CHENG, 2021).

Além disso, a permanéncia da maioria das células tratadas com as diferentes
formulagbes no quadrante de negatividade (Q4) indica que as propriedades
dimensionais da plataforma multicamada também exercem um papel restritivo. Como
o diametro hidrodinamico apds o recobrimento com HA atingiu patamares proximos
a 200 nm, pode ter ocorrido um impedimento fisico para a entrada nas linhagens
linfoides Jurkat e MOLT-4. A literatura aponta que a internalizacdo eficiente nesses
modelos costuma ocorrer com diametros inferiores a 100 nm, sofrendo quedas
dréasticas quando o tamanho excede a faixa de 150-200 nm (SANITA; CARRESE;
LAMBERTI, 2020). Além do fator dimensional, a janela temporal de 24 horas pode

ter sido insuficiente para a deteccdo de um sinal expressivo. Esse cenario corrobora

98



estudos com polieletrolitos andlogos, onde a liberacdo efetiva do material genético é
observada de forma proeminente apenas em periodos superiores a 24 horas (DI
SILVIO et al., 2019).

Por outro lado, esses ensaios permitem comecar a tragar uma investigacéo no
que se refere ao perfil favoravel de biocompatibilidade do sistema. A seguranca
bioldgica do ndcleo de PEG-PCL-Mal é sustentada por sua natureza biodegradavel e
citocompativel, sendo a toxicidade desses transportadores poliméricos geralmente
considerada desprezivel (LIANG et al., 2024; BEHL et al., 2023). Da mesma forma,
0 uso do surfactante P407 em concentracfes moderadas ndo comprometeu a
viabilidade celular, o que é condizente com sua aplicacdo em blendas poliméricas
conforme descrito na literatura (CHI et al., 2022). Embora a estabilidade observada
nos graficos de dispersdo sugira que 0s nanovetores nao provocam danos imediatos ou
lise celular, esses dados sdo indicativos e ndo substituem métodos quantitativos de
viabilidade. Assim, para validar definitivamente a citocompatibilidade da plataforma,
torna-se essencial a realizacdo de testes complementares, como o ensaio de lodeto de
Propidio (PI) para avaliar a integridade da membrana ou o teste de MTT para mensurar

a atividade metabdlica celular frente a exposi¢do aos novos nanovetores.

E relevante ressaltar que os ensaios de citometria de fluxo apresentados
consistem em experimentos exploratorios Unicos, delineados para fornecer uma
avaliagdo preliminar acerca do perfil de internalizacdo celular. Por essa razdo, as
conclusGes e hipoteses discutidas possuem carater consultivo e pioneiro, carecendo de
replicatas experimentais que permitam um tratamento estatistico mais adequado. Tais
repeticdes sdo fundamentais para corroborar as tendéncias observadas e consolidar as
evidéncias cientificas necessarias para uma concluséo definitiva sobre o desempenho

da plataforma multicamada.
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CAPITULO V: Conclusdo

5.1. Conclusdes Gerais do Trabalho

O presente estudo permitiu o desenvolvimento e a caracterizacdo detalhada de
uma plataforma nanocarreadora baseada em micelas de PEG-PCL-Mal, estruturada
via montagem multicamada, voltada ao tratamento da LLA-T. A metodologia de
nanoprecipitacdo demonstrou ser altamente eficiente e reprodutivel, consolidando-se
como uma técnica de baixo custo e alta precisdo para a formagdo de nucleos
poliméricos. A utilizacdo estratégica do surfactante Poloxamer 407 (1% m/v) foi o
fator determinante para a estabilizacdo do sistema, possibilitando a obtencdo de
nanoparticulas com diametro hidrodindAmico médio de 72,6 nm e baixa polidispers&o.
As analises de estabilidade temporal confirmaram a robustez da formulag&o original,
que preservou suas dimensdes nanométricas e propriedades coloidais por 60 dias sob
refrigeracdo. Embora os dados indiqguem uma tendéncia favoravel a estabilidade, este
permanece um parametro critico a ser monitorado na formulacéao final, refor¢ando a
importancia de otimizar as condi¢es de estocagem para garantir a integridade do

sistema em longo prazo.

Complementarmente a analise dimensional, a caracterizacdo do potencial
superficial revelou que as nanoparticulas mantém um perfil eletrocinético estavel e
predominantemente anidnico em toda a faixa de pH fisiolégico e endossémico. A
tentativa para a determinagdo do ponto isoelétrico indicou que a carga liquida nula
deve ocorrer em valores de pH inferiores a 2,0, assegurando que, nas condicbes de
aplicacdo biologica, a superficie micelar apresente carga negativa, o que contribui para
a estabilidade coloidal por meio de repulsdo eletrostatica. Além disso, 0s ensaios de
esterilidade confirmaram a eficacia do protocolo de sintese; a auséncia de
contaminag@o microbiana nas amostras produzidas tanto em fluxo laminar quanto em
bancada livre validou a assepsia do processo de nanoprecipitacdo e a viabilidade do
uso de solventes organicos como agentes limitantes ao crescimento de
microrganismos, dispensando tratamentos agressivos que poderiam comprometer a

integridade das micelas.

A investigacdo da interface coloidal permitiu elucidar os mecanismos das

interagBes moleculares entre a coroa micelar e o acido nucleico. O ajuste matematico
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dos dados de potencial zeta ao modelo sigmoidal de Hill revelou que a adsorcao do
material genético a superficie polimérica ocorre de forma cooperativa (p = —10,65).
Este resultado sugere que a ligacdo inicial das moléculas de RNA induz rearranjos
conformacionais na coroa micelar que facilitam a deposicao de camadas subsequentes,
indicando que a malemida desempenha um papel crucial além da simples adsor¢éo
fisica. A construcdo da arquitetura multicamada foi fisicamente validada pelas
sucessivas inversoes de carga superficial, onde o potencial zeta transitou de —9,33 mV
para +15,8 mV apds a complexacdo da Poli-L-Arginina, retornando a —10,71 mV com
o recobrimento final de Acido Hialurénico. Entretanto, observou-se que a etapa de
deposi¢cdo do HA induziu fendmenos de instabilidade coloidal, como o bridging
(formacdo de pontes poliméricas entre particulas) e a distribuicdo heterogénea de
cargas (patch charges). Esse comportamento resultou em um aumento do didmetro
hidrodinamico médio para patamares cerca de 200 nm, sinalizando que a neutralizacao
de carga na interface € um ponto critico que exige um controle estequiométrico

refinado para evitar a aglomeracao.

No que tange aos ensaios biologicos, os resultados de citometria de fluxo
trouxeram revelacfes fundamentais sobre a funcionalidade do nanovetor. Enquanto o
controle positivo, fundamentado na transfeccdo por reagente lipidico comercial,
validou a metodologia ao demonstrar a internalizagédo efetiva do SiRNA com valores
variando de 15,4% a 29,5% das células nos intervalos de 4h e 24h, a plataforma
multicamada na suas formas intermediarias (NP naked e NP+P407) e na final (NP-
SiRNA-PLA-HA) ndo apresentou taxas de captacdo estatisticamente significativas.
Este comportament, no caso da nanoparticula recoberta, sugere que a eficiéncia de
internalizacdo pode estar sendo transitoriamente mitigada pelo diametro
hidrodinamico do sistema que ao situar-se em torno de 167 nm ap0s o recobrimento
com HA, excede o limite preferencial de 100 nm descrito na literatura para a

endocitose eficiente em linhagens linfoides.

Adicionalmente, a possibilidade de uma cinética de captagdo lenta indicam que
janelas de incubacéo curtas (4h e 24h) podem ser insuficientes para a plena deteccéo
do sinal fluorescente. Portanto, a otimizacdo do didmetro de particula, em
convergéncia com a expansao do monitoramento temporal para 48h ou 72h, apresenta-
se como uma estratégia necessaria para viabilizar a entrada celular e avaliar a eficacia

desta plataforma carreadora.
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Em sintese, o trabalho estabeleceu parametros fisico-quimicos robustos que

servem como base para otimizac6es futuras. O maior desafio para o sucesso da terapia

génica proposta reside no refinamento do recobrimento com HA, visando reduzir o

didametro final e potencializar a interacdo membrana-particula, garantindo que a

estabilidade coloidal ndo ocorra em detrimento da eficiéncia de transfeccéo.

5.2. Perspectivas e Trabalhos Futuros

A partir das conclusdes obtidas, este trabalho estabelece as bases para uma

nova etapa de refinamento tecnoldgico. As limitaces observadas na internalizacao

celular e na estabilidade coloidal do sistema multicamada direcionam os esforcos

futuros para as seguintes areas:

e Refinamento da Arquitetura LbL e Estabilidade Coloidal: A etapa

imediata consiste em otimizar a deposicdo do Acido Hialurénico (HA) para
resolver o aumento do didmetro hidrodindmico. Pretende-se investigar o efeito
de diferentes raz8es de massa entre os componentes (PLA e HA) e o tempo de
repouso entre as adicbes. O objetivo é estabelecer uma condicdo de
recobrimento que impeca a formacao de agregados e mantenha a particula final
abaixo de 100 nm, garantindo que 0 nanovetor permaneca estavel para a

interacdo celular.

Avaliacdo da Citotoxicidade e Biocompatibilidade: Para complementar os
dados obtidos por citometria, serdo realizados ensaios de viabilidade celular
utilizando o corantes de excluséo lodeto de Propidio (PI) . Etapa fundamental
para validar quantitativamente a biocompatibilidade do sistema e confirmar

que a manutencgdo da integridade biologica, sugerida pela literatura.

Transicdo para o SiRNA e Refinamento da Modelagem O estudo de
modelagem matematica, que mostrou 0 comportamento de adsor¢do com o
RNA de levedura, seré agora aplicado ao siRNA auténtico. Sera avaliado se 0
tamanho menor e a estrutura de fita dupla do siRNA alteram a capacidade de

carga e a afinidade da superficie da nanoparticula. Essa etapa € essencial para
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confirmar se os parametros de saturacdo descobertos com o modelo de

levedura se mantém para o material genético funcional.

Engenharia de superficie e direcionamento ativo: Com a estrutura
estabilizada, o foco passara para 0 aumento da seletividade do sistema por meio
da funcionalizagio com diferentes agentes. Além do Acido Hialurénico (alvo
CD44), serdo testados anticorpos e aptdmeros para o reconhecimento de
proteinas especificas de células leucémicas (como a PTKY7), além de proteinas
diversas que visem melhorar o tempo de circulacdo e garantir a entrada

especifica nas células-alvo.

Validacdo da internalizacdo e knockout génico: Uma vez otimizada a
entrada celular nas linhagens Jurkat e MOLT-4, o projeto avancara para 0s
estudos de silenciamento génico. Particulas carregadas com siRNA validado
serdo utilizadas para silenciar oncogenes criticos da LLA-T, como o NOTCH1,
validando a eficécia terapéutica por meio de técnicas de RT-gPCR e Western

Blot para confirmar a reducdo da expressao génica e proteica.
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