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RESUMO 

O presente trabalho descreve o desenvolvimento e a caracterização físico-química de 

uma plataforma nanocarreadora estruturada por meio da técnica de montagem 

multicamada (Layer-by-Layer – LbL), utilizando micelas de PEG-PCL-Maleimida 

como núcleo polimérico. O sistema foi projetado para a entrega de siRNA, 

incorporado à estrutura por adsorção física superficial, visando o tratamento da 

Leucemia Linfoblástica Aguda de células T (LLA-T) como uma estratégia de medicina 

de precisão para pacientes com prognósticos desafiadores. Os núcleos micelares, 

sintetizados por nanoprecipitação e estabilizados com Poloxamer 407 (1%), resultaram 

em partículas monodispersas de 72,6 nm, com estabilidade dimensional sugerida por 

60 dias sob refrigeração. A caracterização eletrocinética revelou um perfil de potencial 

elétrico estável (–13,0 mV em pH 5,0, utilizando água Milli-Q como meio dispersante) 

e ponto isoelétrico inferior a 2,0, assegurando estabilidade coloidal em pH fisiológico. 

A investigação da interface coloidal foi validada por modelagem matemática (Modelo 

de Hill), revelando um mecanismo de adsorção cooperativa de RNA (p = –10,6). A 

arquitetura multicamada foi confirmada por sucessivas inversões de carga, onde o 

potencial zeta transitou de –9,3 mV para +15,8 mV após a complexação da Poli-L-

Arginina (PLA), retornando a –10,7 mV com o recobrimento de Ácido Hialurônico 

(HA). Esta última etapa induziu fenômenos de bridging, elevando o diâmetro 

hidrodinâmico para patamares de 200 nm. Ensaios de citometria de fluxo em linhagens 

Jurkat e MOLT-4 indicaram ausência de internalização citoplasmática significativa do 

siRNA no intervalo avaliado, sugerindo que o incremento dimensional pós-

recobrimento influencia a cinética de captação. Ainda, as análises sugeriram 

preservação da viabilidade celular nas condições teste, indicando um perfil preliminar 

de biocompatibilidade. O estudo conclui, portanto, que a engenharia do nanovetor é 

tecnicamente viável, estabelecendo parâmetros para o refinamento da estabilidade, 

contudo, buscando futuramente um ajuste para a manutenção do tamanho 

hidrodinâmico ideal descrito na literatura, e da interação biológica 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; Nanopartículas Poliméricas; PEG-PCL-Maleimida; siRNA; 

Layer-by-Layer; Terapia Avançada.  
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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 siRNA, 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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CAPÍTULO I: Introdução  

 

1.1. Justificativa e Relevância do Trabalho 

O câncer configura-se como um dos maiores desafios de saúde pública global, 

caracterizando-se pela proliferação descontrolada de células geneticamente 

transformadas que favorecem clones progressivamente resistentes e agressivos. No 

espectro das neoplasias hematológicas, a Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é 

definida pela expansão anormal de linfoblastos e seu acúmulo na medula óssea, 

comprometendo a hematopoiese normal e resultando em um curso clínico severo. 

Entre seus subtipos, a Leucemia Linfoblástica Aguda de células T (LLA-T) destaca-

se como uma patologia de alto risco, correspondendo a aproximadamente 15% dos 

casos pediátricos e 25% dos diagnósticos em adultos. Neste caso, alterações genéticas 

específicas interrompem a maturação regulada dos timócitos no timo, causando um 

bloqueio na diferenciação e a proliferação aberrante de precursores imaturos de células 

T. Dentre essas alterações estão mutações ativadoras no oncogene NOTCH1 (presentes 

em 69% dos casos), deleções nos genes supressores de tumor CDKN2A/B, além de 

translocações cromossômicas que resultam em aumento de expressão de um grupo 

diverso de fatores de transcrição que funcionam como oncogenes.  

Apesar da consolidação de protocolos quimioterápicos multiagentes 

intensivos, que buscam remissões profundas, recidiva a LLA-T recidivada ou 

refratária apresenta um prognóstico extremamente desfavorável, com taxas de 

sobrevida frequentemente abaixo de 25%. A quimioterapia convencional, embora 

eficaz em muitos casos, é acompanhada por toxicidades sistêmicas severas, incluindo 

danos hepáticos e pancreatite, e falha em eliminar a Doença Residual Mínima (DRM) 

em subtipos de alto risco, o que impulsiona a busca por estratégias de medicina de 

precisão, como a terapia gênica baseada em RNA de interferência (RNAi). A 

tecnologia de RNAi permite o silenciamento gênico pós-transcricional de alvos 

críticos, mas sua aplicação clínica enfrenta obstáculos como a rápida degradação por 

nucleases séricas e a dificuldade de entrega em tecidos extra-hepáticos. 
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Nesse cenário, os sistemas de entrega artificiais, particularmente as 

nanopartículas poliméricas, emergem como uma alternativa promissora para esse uso 

terapêutico por oferecerem considerável biossegurança, baixa imunogenicidade e 

versatilidade sintética, principalmente quando comparado aos vetores virais. Entre as 

plataformas orgânicas, as micelas baseadas em copolímeros anfifílicos, como o PEG-

PCL-Maleimida, destacam-se pela estrutura auto-organizada de núcleo-casca. Assim, 

o núcleo de policaprolactona (PCL) promove a estabilidade estrutural e o 

encapsulamento de cargas, enquanto a coroa de polietilenoglicol (PEG) confere o 

efeito stealth, prolongando a circulação sistêmica ao evitar a captura pelo Sistema 

Fagocitário Mononuclear. Paralelamente, a funcionalização com maleimida atua como 

um sítio estratégico, provendo versatilidade para funcionalizações posteriores; no 

contexto desta plataforma esse grupamento atua na coordenação do material genético 

junto à superfície da partícula, viabilizando a retenção da carga, o que pode apresentar 

resultados ainda mais expressivos caso o siRNA seja quimicamente modificado com 

a inserção de um grupo tiol terminal. Para potencializar a entrega do material genético, 

a estratégia de montagem Layer-by-Layer (LbL) permite o carregamento da 

nanopartícula por meio da deposição eletrostática sequencial do siRNA, isto é, a sua 

carga terapêutica, e de polieletrólitos complementares. Esta técnica, portanto, 

possibilita a incorporação do siRNA com uma camada formadora da arquitetura da 

nanopartícula, seguida de recobrimento por materiais como a Poli-L-Arginina (PLA) 

e o Ácido Hialurônico (HA), criando nanovetores inteligentes capazes de proteger a 

carga genética da degradação enzimática, promover o escape endossomal e realizar o 

direcionamento seletivo às células tumorais via receptores CD44, assim possibilitando 

que o siRNA possa ter seu efeito de silenciamento gênico.  

 

    1.2. Objetivos 

        1.2.1. Objetivo Geral 

O objetivo central deste estudo é o desenvolvimento e a caracterização físico-

química de uma plataforma nanocarreadora para o tratamento da LLA-T. A estratégia 

baseia-se na estruturação de um nanovetor via montagem multicamada (LbL), partindo 

de um núcleo hidrofóbico de PEG-PCL-Mal complexado ao siRNA por meio de uma 
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adsorção física gerada por diferença de cargas, conforme ilustra a Figura 1. A 

arquitetura prossegue com a deposição sequencial de PLA, polieletrólito catiônico 

biodegradável selecionado por sua alta densidade de carga e propriedades 

tamponantes, fundamentais para promover o escape endossomal e garantir a entrega 

citoplasmática da carga terapêutica. 

Figura 1. Representação esquemática da arquitetura do nanovetor estruturado via montagem 

multicamada por interação eletrostática. O sistema é composto por um núcleo hidrofóbico de 

Policaprolactona (PCL), uma coroa hidrofílica de Polietilenoglicol (PEG) funcionalizada com Maleimida e 

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

A etapa final consiste na incorporação do Ácido Hialurônico como camada 

externa. A presença do HA visa neutralizar o potencial citotóxico dos policátions 

internos, conferir proteção física contra a degradação enzimática e aumentar a 

biocompatibilidade sistêmica 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 internalização celular seletiva e mediada 

por receptores. 
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        1.2.2. Objetivos Específicos  

● Caracterizar físico-quimicamente o núcleo polimérico de PEG-PCL-Mal 

quanto ao seu diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersão, carga 

superficial estabilidade temporal, esterilidade  e citotoxicidade; 

● Investigar a eficiência de adsorção do material genético via interações 

eletrostáticas, utilizando o RNA de levedura como modelo para a validação 

inicial dos parâmetros de saturação, seguida da aplicação do protocolo ao 

siRNA para a consolidação do sistema nanovetorizado. 

● Propor modelos de isotermas para auxiliar a compreensão dos mecanismos de 

interação na interface coloidal. 

● Validar a montagem da arquitetura multicamada através do monitoramento da 

inversão de carga superficial e da variação de tamanho após deposição 

sequencial de Poli-L-Arginina  e Ácido Hialurônico. 

● Realizar ensaios preliminares de internalização citoplasmática da plataforma 

final (NP-RNA-PLA-HA) em linhagens de LLA-T (Jurkat e MOLT-4) para 

avaliar a viabilidade biológica e a estabilidade inicial do nanovetor em meio 

de cultura.  
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CAPÍTULO II: Revisão bibliográfica 

 

2.1. Leucemia linfoblástica aguda das células T 

       2.1.1. Contexto e Panorama Epidemiológico da LLA-T 

O câncer é um dos maiores problemas de saúde pública no mundo, destacando-

se como uma das principais causas de morte (INCA, 2022). Esta é uma doença 

caracterizada pela proliferação descontrolada de células genética e epigeneticamente 

transformadas, sujeitas à seleção natural, isto é, uma seleção interna do tumor, em que 

clones celulares cada vez mais agressivos, resistentes e com capacidade acelerada de 

multiplicação celular (BROWN et.al, 2023). Os cânceres 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 sustentação, como músculos, 

ossos, cartilagens e tecidos fibrosos. Já as leucemias e os linfomas têm início em 

células do sistema sanguíneo e linfático, respectivamente (COOPER, 2000).  

Como mencionado, a leucemia consiste em uma neoplasia maligna que 

acomete os glóbulos brancos e, em geral, apresenta origem indefinida. É caracterizada 

pelo acúmulo de células transformadas na medula óssea, 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 câncer e 

3,1% de todos os óbitos atribuídos à doença (HUANG et al., 2022). No mesmo 

período, a leucemia infantil correspondeu a cerca de 33% dos novos diagnósticos de 

câncer e 31% dos óbitos por câncer entre crianças de 0 a 14 anos, configurando-se 

como a neoplasia maligna mais incidente na infância (MOHAMMADIAN-

HAFSHEJANI; FARBER; KHEIRI, 2024). A enfermidade apresenta distribuição 

mundial, com maior prevalência e mortalidade registradas nos países desenvolvidos 

(TEBBI, 2021). 

As leucemias são tradicionalmente classificadas em duas categorias principais, 

de acordo com a linhagem celular acometida: mieloide e linfoide (ou 



 

21 

 

linfocítica/linfoblástica). Adicionalmente, conforme o curso clínico, subdividem-se 

em formas agudas, de evolução rápida e comportamento mais agressivo, e crônicas, 

de progressão lenta e contínua. Dessa forma, distinguem-se quatro tipos principais: 

leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crônica (LMC), leucemia 

linfoblástica aguda (LLA) e leucemia linfoblástica crônica (LLC) (INCA, 2022). 

A incidência da leucemia tende a aumentar com o avanço da idade, embora 

possa ocorrer em qualquer faixa etária. Observa-se, entretanto, uma distribuição etária 

característica dos subtipos: a LLA é predominante em crianças menores de 15 anos, 

enquanto a LMA e a LLC apresentam maior frequência em indivíduos idosos (INCA, 

2022). 

A LLA é definida pela proliferação anormal e excessiva de células linfoides 

imaturas, denominadas linfoblastos, que se acumulam na medula óssea e 

comprometem a hematopoiese normal. Esse processo resulta na redução da produção 

de plaquetas e hemácias devido a substituição por aqueles acometidos por alterações 

genéticas, além de interferir na diferenciação das demais células precursoras 

hematopoéticas. Em condições fisiológicas, tais precursores dariam origem aos 

linfócitos B e T, elementos essenciais da resposta imunológica adaptativa. O acúmulo 

de linfoblastos na medula óssea, portanto, constitui o principal mecanismo patogênico 

da doença (LIMA et al., 2024). 

A LLA é classificada conforme a linhagem dos linfoblastos em  B ou T, de 

acordo com o fenótipo das células acometidas. Representa o tipo de câncer mais 

prevalente na população pediátrica, com maior incidência entre dois e cinco anos de 

idade (SILVA et al., 2021). A LLA-T, que se caracteriza pela proliferação 

descontrolada de células T imaturas (timócitos) e pela sua infiltração na medula óssea 

e no sangue periférico, é considerada uma doença de alto risco, podendo envolver o 

mediastino, o líquido cefalorraquidiano e outros órgãos linfoides. Em termos 

epidemiológicos, a LLA-T corresponde a aproximadamente 15% dos casos pediátricos 

e 25% dos casos em adultos (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024, BARDELLI et al., 

2021). 

O que desencadeia as alterações 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 histórico familiar de câncer, exposição 

materna ao tabagismo durante a gravidez e contato com agrotóxicos nesse período 

(SILVA et al., 2021). É nesse contexto de incerteza etiológica e complexidade genética 

que se torna crucial identificar os genes desregulados na LLA-T. Liu et al. (2017) 

confirmaram a heterogeneidade das lesões de LLA-T identificando 106 genes-alvo, 

metade dos quais inéditos. Mais recentemente, Pölönen et al. (2024) detectaram 

mutações recorrentes para 16 genes codificadores não relatados anteriormente, bem 

como alterações genômicas não codificadoras. Esses estudos indicam que um 

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

Embora os dados epidemiológicos revelem a gravidade da LLA-T, a 

compreensão de sua agressividade exige uma análise dos mecanismos intracelulares 

que desviam o desenvolvimento normal dos timócitos. A transição para a malignidade 

decorre de uma cascata de falhas moleculares que conferem resistência e alta 

capacidade proliferativa às células imaturas. Assim, para entender a resistência e a alta 

taxa proliferativa dessas células imaturas, torna-se necessário 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 heterogênea de precursores de 

células T, diagnosticada pela expressão do marcador CD3 (na superfície da membrana 

plasmática ou no citoplasma), além de outros marcadores como CD1a, CD2, CD4, 

CD5, CD7 e CD8. Imunofenotipicamente, a doença é subclassificada nas formas pró-

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 alterações no material genético, frequentemente 

chamadas de modificações drivers ou "condutoras", capazes de iniciar a transformação 

leucêmica (BUCKLEY et al., 2025). No entanto, a LLA-T apresenta uma dificuldade 

elevada de detecção. Isso ocorre porque aproximadamente 60% desses drivers de 

leucemia envolvem regiões não codificantes do genoma (“ocultas”), ou seja, as partes 
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que não produzem proteínas (PÖLÖNEN et al., 2024). Essas regiões atuam como 

reguladores defeituosos, ativando genes promotores de câncer (oncogenes). Um 

mecanismo altamente prevalente (50% dos casos) é o sequestro de enhancers, que são 

sequências não codificantes de DNA que agem como um "super-interruptor" para 

amplificar drasticamente a expressão desses oncogenes (PÖLÖNEN et al., 2024). 

Como as técnicas de sequenciamento padrão, como o Sequenciamento Completo do 

Exoma (WES), não conseguem identificar essas mudanças ocultas, o Sequenciamento 

do Genoma Inteiro (WGS) se torna necessário para um diagnóstico completo 

(PÖLÖNEN et al., 2024). Assim, o WGS é crucial para a caracterização precisa da 

doença, permitindo a identificação dos drivers ocultos, a classificação correta do 

subtipo, a estratificação de risco e o prognóstico, além da identificação de alvos 

terapêuticos (BUCKLEY et al., 2025). Análises genômicas recentes definiram 15 

subtipos de LLA-T com padrões de expressão gênica e resultados clínicos distintos, 

delineados principalmente por essas alterações não codificantes e pelo estágio de 

diferenciação celular (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024; PÖLÖNEN et al., 2024).  

Apesar disso, é conhecido que as LLA-T são impulsionadas por um conjunto de 

alterações moleculares comuns que determinam o comportamento e a agressividade 

da doença. O gene NOTCH1 é um dos oncogenes mais frequentemente alterados, com 

mutações ativadoras observadas em cerca de 69% dos casos (MANSUR, 2008). 

Embora as alterações na via NOTCH, família de genes que codifica receptores de 

sinalização celular, sejam geralmente associadas a um prognóstico favorável, 

variações específicas, como as mutações intrônicas, podem estar ligadas a resultados 

clínicos piores (MANSUR, 2008, FERRANDO, 2009). 

 Outra alteração extremamente comum (71% dos casos) são as deleções nos genes 

CDKN2A/B, que codificam inibidores cruciais do ciclo celular, e cuja inativação 

funcional resulta na perda da capacidade da célula de interromper seu ciclo de divisão 

(PERAZZIO, 2022). Em contraste, mutações ou deleções no gene RUNX1, fator de 

transcrição essencial para a regulação da diferenciação dos precursores linfoides, 

causam o bloqueio do desenvolvimento normal dos timócitos, levando à interrupção 

da maturação e impedindo que essas células adquiram características funcionais de 

linfócitos T maduros (SIN; MAN, 2021).  

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

ao núcleo para ativar genes específicos, é fundamental, sendo observada em 21% a 
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25% dos casos de LLA-T (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024). Mutações em receptores 

como o IL7R podem levar à hiperestimulação dessa via, que é de sobrevivência e 

crescimento celular, resultando em um sinal incessante para a célula proliferar e 

sobreviver, o que contribui diretamente para o desenvolvimento e a progressão da 

leucemia (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024, SIN; MAN, 2021).  A ativação da via JAK-

STAT é particularmente comum em subtipos de alto risco, como a LLA de Precursor 

de Células T Precoce (LLA-TPE), e está ligada a um risco mais elevado de Doença 

Residual Mínima (DRM) após o tratamento inicial, indicando risco aumentado de 

recidiva (KANTARJIAN; JABBOUR, 2025). Devido a essa prevalência, a via JAK-

STAT representa um alvo atraente para inibidores, como o ruxolitinibe, que mostram 

potencial terapêutico (GEORGE; CHAN; RIOS, 2024). 

Adicionalmente, a LLA-T apresenta caracteristicamente a translocação e a 

expressão aberrante de oncogenes de fatores de transcrição. Esses rearranjos 

cromossômicos colocam tais oncogenes sob o controle de intensificadores, ou 

enhancers (que funcionam como potentes elementos reguladores de aumento de 

transcrição gênica), fortes e específicos de células T, localizados nos loci TCRB (7q34) 

ou TCRA–TCRD (14q11). Este fenômeno, conhecido como "sequestro de enhancer", 

resulta na expressão descontrolada de fatores de transcrição em progenitores de células 

T que, em condições normais, deveriam estar silenciados ou rigorosamente regulados. 

Esses fatores oncogênicos incluem membros da família basic helix-loop-helix 

(bHLH), como TAL1, TAL2, LYL1 e BHLHB1; genes de domínio LIM-only (LMO1 e 

LMO2); e genes homeobox (HOX) como TLX1/HOX11, TLX3/HOX11L2, entre outros 

(VAN VLIERBERGHE; FERRANDO, 2012). Na prática, esse rearranjo genético 

altera o "manual de instruções" da célula: ao aproximar um interruptor molecular 

permanentemente ligado (o enhancer do TCR) de genes que comandam a proliferação, 

a célula interrompe seu processo de maturação e passa a se dividir de forma aberrante. 

Somado a isso, mecanismos como deleções intracromossômicas (como no caso do 

TAL1 em 1p32) ou a ativação constitutiva do receptor NOTCH1 (TAN1) reforçam esse 

estado de "congelamento" em estágios imaturos, conferindo às células T um fenótipo 

agressivo e persistente (VAN VLIERBERGHE; FERRANDO, 2012).  

Se, por um lado, o cenário molecular revela alvos promissores para o 

tratamento, a aplicação desses achados na prática clínica ainda enfrenta barreiras 

importantes. A complexidade genética discutida anteriormente dificulta a ação das 
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terapias, influenciando o modo como os protocolos atuais tentam lidar com as 

variações da doença. Por isso, é necessário entender como as estratégias vigentes 

buscam o controle da LLA-T e quais limitações impedem que o tratamento tenha um 

sucesso duradouro, motivando, assim, cada vez mais a busca por alternativas seguras 

e eficazes. 

 

        2.1.3. Abordagens Terapêuticas Atuais e Suas Limitações 

A LLA-T, especialmente quando a doença se torna recidivada (retorna após o 

tratamento) ou refratária (não responde ao tratamento), tem um prognóstico 

desfavorável, com taxas de sobrevida frequentemente abaixo de 25% após terapias 

agressivas (AMARAL et al., 2025). 

O tratamento padrão de primeira linha baseia-se em protocolos de 

quimioterapia multiagente intensiva, que foram originalmente desenvolvidos para a 

LLA de células B, mas adaptados com modificações essenciais e específicas para a 

linhagem T, objetivando uma remissão completa da forma mais precoce, segura e 

profunda possível (KANTARJIAN; JABBOUR, 2025). Um componente crucial é a 

L-Asparaginase, uma enzima que destrói o aminoácido L-asparagina, do qual as 

células leucêmicas dependem para sobreviver (MAESE; RAU, 2022). Sua eficácia é 

alta, com regimes de quimioterapia intensiva (metotrexato estilo Capizzi) que incluem 

PEG-Asparaginase, uma formulação que oferece uma depleção de asparagina mais 

prolongada no soro, resultando em sobrevida livre de doença de até 87% em ensaios 

clínicos (GÖKBUGET et al., 2024; KANTARJIAN; JABBOUR, 2025). Contudo, seu 

uso é limitado por toxicidades que exigem monitoramento rigoroso, como toxicidade 

hepática, pancreatite e problemas de coagulação, especialmente em adultos 

(GÖKBUGET et al., 2024). Além disso, a resistência ao tratamento é um desafio 

central, frequentemente causada pelo aumento da produção interna de asparagina pelas 

próprias células leucêmicas  (AMARAL et al., 2025).  

Além disso, a quimioterapia intratecal, isto é, administração de 

quimioterápicos, como Metotrexato (MTX), Citarabina (ARAC) e esteroides 

diretamente no líquido cefalorraquidiano, é obrigatória para prevenir recaídas no 

Sistema Nervoso Central, que é um risco maior na LLA-T (KANTARJIAN; 

JABBOUR, 2025). Complementando esses regimes, a Nelarabina, um pró-fármaco 
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análogo da desoxiguanosina que demonstra toxicidade seletiva contra linfoblastos T, 

é a única terapia especificamente aprovada pela FDA para a LLA-T (KANTARJIAN; 

JABBOUR, 2025). Embora tenha sido aprovada em 2005, inicialmente para pacientes 

com doença recidivada ou refratária (R/R), ela é cada vez mais incorporada no 

tratamento de primeira linha da doença (HORMANN; RUDD, 2025). 

Para casos de alto risco, o Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas 

Alogênico (allo-HSCT) é a consolidação recomendada (KANTARJIAN; JABBOUR, 

2025). Este procedimento consiste em substituir a medula óssea do paciente por 

células-tronco saudáveis de um doador, mas seu sucesso exige que a DRM,  a pequena 

quantidade de células cancerosas remanescentes, esteja negativa antes do transplante, 

isto é, a carga tumoral remanescente deve atingir níveis inferiores ao limite de detecção 

das técnicas laboratoriais de alta sensibilidade antes dessa intervenção (GEORGE; 

CHAN; RIOS, 2024). 

No entanto, a quimioterapia tradicional, além de um percurso clínico 

extenuante, apresenta altos níveis de toxicidade e se mostra insuficiente para remissões 

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 prognóstico 

particularmente desfavorável (SANTOS, 2025). Em resposta a esses desafios da 

terapia convencional e à necessidade de reduzir a DRM, a terapêutica tem incorporado, 

de forma crescente, abordagens de medicina de precisão 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 inovação reside nas Imunoterapias 

Emergentes, notadamente as terapias com Células T com Receptor de Antígeno 

Quimérico (CAR T-cells) (SANTOS, 2025). Este tratamento consiste na coleta das 

células T do próprio paciente, que são geneticamente modificadas in vitro para 

expressar um Receptor de Antígeno Quimérico (CAR), permitindo que, após a 

reinfusão, essas células alteradas reconheçam especificamente e medeiem a destruição 

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 (necessárias para a imunidade) compartilham marcadores  (AMARAL et al., 

2025). Essa semelhança pode causar o chamado fratricídio, quando as células CAR-T 

se atacam e destroem umas às outras, ou aplasia de células T, quando ocorre a 
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destruição das células T normais do paciente. Embora já existam pesquisas em 

andamento que utilizam métodos de edição genética, como CRISPR/Cas9 e edição de 

base, para bloquear a expressão do antígeno alvo nas próprias células CAR-T na busca 

por contornar esse obstáculo, a terapia ainda deve superar barreiras imunológicas e 

biológicas distintivas da LLA-T para se consolidar como tratamento padrão 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 sobrevivência da célula leucêmica. (AMARAL et al., 2025, GEORGE; 

CHAN; RIOS, 2024). Também, pesquisas são impulsionada pela detecção de 

mutações 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 à hipermetilação 

(uma alteração na regulação da expressão dos genes sem que haja uma mutação na 

sequência do DNA) característica da doença (AMARAL et al., 2025, GÖKBUGET et 

al., 2024). Por fim, ferramentas computacionais como a Inteligência Artificial  são 

propostas para acelerar a descoberta e otimizar as estratégias de tratamento da LLA-T 

(AMARAL et al., 2025). 

Entretanto, apesar dos avanços nas terapias-alvo, muitos genes "condutores" 

(drivers) da LLA-T, particularmente os fatores de transcrição desregulados, 

permanecem difíceis de inibir com pequenas moléculas convencionais (SHARMA et 

al., 2023). Isso reforça a necessidade de estratégias que atuem diretamente no nível 

genético. Nesse contexto, a tecnologia de interferência por RNA (RNAi) via siRNA 

surge como uma ferramenta de alta precisão para o silenciamento desses oncogenes, 

conforme detalhado a seguir. 
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2.2. Terapia Alvo com RNA de Interferência (siRNA) 

2.2.1. Silenciamento gênico por RNA de Interferência  

A tecnologia de Interferência por RNA (RNAi) tem sido amplamente 

investigada como uma abordagem promissora para o tratamento de leucemias, uma 

vez que permite a modulação seletiva de alvos genéticos envolvidos na fisiopatologia 

da doença (LANDRY et al., 2015). O mecanismo de silenciamento gênico mediado 

por RNAi, também denominado Silenciamento Gênico Pós-Transcricional (PTGS), 

constitui um processo regulatório altamente conservado em organismos eucariotos, no 

qual ocorre a degradação de moléculas de RNA mensageiro de forma dependente da 

sequência de nucleotídeos (AGRAWAL et al., 2003). 

Como ilustrado na Figura 2, o processo inicia-se com a presença de moléculas 

de RNA de fita dupla (dsRNA, do inglês double-stranded RNA), pequenos RNAs de 

fita dupla em grampo (shRNA, do inglês short hairpin RNA) ou microRNAs (miRNA), 

que são reconhecidos e clivados pela enzima RNase III Dicer em fragmentos menores 

denominados small interfering RNAs (siRNAs), com aproximadamente 21 a 25 

nucleotídeos de comprimento. Esses siRNAs são posteriormente incorporados a um 

complexo proteico multienzimático conhecido como Complexo Indutor de 

Silenciamento de RNA (RNA-Induced Silencing Complex – RISC). No interior do 

RISC, a dupla hélice é dissociada, e apenas a fita antissenso (ou fita guia) é retida, 

servindo como molde para o reconhecimento do RNA mensageiro complementar. O 

complexo ativado, guiado pela sequência do siRNA, promove a clivagem específica 

do mRNA alvo, resultando na sua degradação e, consequentemente, na inibição da 

tradução da proteína correspondente (AGRAWAL et al., 2003). 
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Figura 2. Representação esquemática do mecanismo de interferência por RNA. Adaptado de MOCELLIN 

e PROVENZANO (2004). 

    2.2.2.Potencial Terapêutico do RNAi para LLA-T 

 A tecnologia RNAi tem se consolidado como uma estratégia promissora por 

possibilitar a modulação precisa de alvos genéticos envolvidos na patogênese da 

doença (LANDRY et al., 2015). Uma das vantagens desta tecnologia reside em sua 

alta especificidade molecular, que a estabelece como uma estratégia terapêutica de 

precisão. Essa especificidade permite o direcionamento seletivo a alvos críticos, como 

as mutações condutoras (driver mutations), que são alterações genéticas 

frequentemente presentes em todas as células leucêmicas e que, por serem preservadas 

durante a recidiva, representam alvos ideais para o tratamento (JYOTSANA et al., 
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2018). Adicionalmente, o RNAi pode ser empregado para silenciar proteínas 

envolvidas na sobrevivência celular e que se encontram anormalmente superexpressas 

nas células de LLA-T, um mecanismo que contribui diretamente para a redução da 

resistência celular e, consequentemente, potencializa a eficácia terapêutica (RAMOS 

et al., 2025). 

Embora a maioria dos estudos pioneiros sobre a terapia por RNAi tenha focado 

na LLA de linhagem B, os princípios terapêuticos observados são plenamente 

transponíveis à LLA-T. Estratégias de silenciamento gênico inicialmente validadas em 

LLA-B ou LMC demonstraram eficácia equivalente em linhagens de LLA-T, como 

Jurkat, MOLT-4 e CCRF-CEM, além de blastos primários de pacientes. Essa eficácia 

foi comprovada através do uso de siRNA ou shRNA direcionados a genes críticos 

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 biológico e métodos de entrega, revelando obstáculos 

críticos para a transposição clínica. Chen et al. (2013), por exemplo, demonstraram in 

vitro que o silenciamento do gene PPP2R5C inibe a proliferação celular. Contudo, a 

entrega do siRNA foi realizada via nucleofecção, um método físico de alta toxicidade 

e inviável para aplicação sistêmica por não oferecer proteção contra a degradação 

enzimática. De forma semelhante, Huang et al. (2011) validaram o gene BCL11B 

como alvo crítico para a sobrevivência da LLA-T, utilizando siRNA para induzir a 

morte celular em linhagens Molt-4 e blastos primários. Neste caso, o método 

empregado foi a lipofecção; embora funcional em bancada, essa técnica química 

carece de estabilidade sistêmica, uma vez que complexos lipídicos convencionais 

interagem inespecificamente com proteínas plasmáticas e sofrem rápida depuração 

biológica. 

Em um nível superior de complexidade pré-clínica, investigações avançaram 

para modelos in vivo, utilizando estratégias de transdução viral. Feng et al. (2022) 

identificaram a proteína IGF2BP2 como reguladora essencial do oncogene NOTCH1, 

cuja ativação exacerbada é o principal motor patogênico da LLA-T. Utilizando vetores 

lentivirais para promover um nocaute gênico estável, os autores demonstraram em 

modelos de xenoenxerto que a ausência desta proteína reduz a carga tumoral e aumenta 
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a sobrevida dos animais. Complementarmente, Zhong et al. (2016) elucidaram o papel 

da proteína ORP4L na manutenção do metabolismo energético exacerbado das células 

malignas. Este alvo apresenta um diferencial terapêutico relevante: sua expressão é 

exclusiva em células de LLA-T, permanecendo indetectável em linfócitos T saudáveis. 

O estudo demonstrou que a depleção da ORP4L via shRNA lentiviral impede o 

desenvolvimento da leucemia em camundongos, resultando na abrogação do 

crescimento tumoral in vivo. 

Apesar do sucesso experimental desses estudos, observa-se uma lacuna 

tecnológica comum: enquanto os métodos físicos e químicos tradicionais restringem-

se ao uso laboratorial, os vetores virais, embora eficazes em modelos animais, impõem 

desafios de segurança e complexidade de produção, além dos altos custos. Assim, a 

implementação dessas estratégias como terapias clínicas sistêmicas exige o 

desenvolvimento de carreadores não virais, como os sistemas nanoparticulados, que 

sejam capazes de proteger o siRNA e direcioná-lo de forma segura e eficaz ao alvo 

tumoral. 

   2.2.3. Superação das Barreiras para Aplicação Clínica 

Apesar do grande potencial terapêutico dos fármacos baseados em RNAi, 

como aquelas empregando o siRNA, sua aplicação clínica, especialmente no 

tratamento da LLA-T, ainda enfrenta desafios significativos relacionados à entrega, 

estabilidade, toxicidade e especificidade (XIAO et al., 2025). Nesse sentido, uma das 

principais barreiras é a entrega extra-hepática. Atualmente, os medicamentos de 

siRNA aprovados pela FDA atuam predominantemente no fígado, constituindo o 

chamado “efeito de primeira passagem”. O fígado é um órgão que apresenta alto fluxo 

sanguíneo, função natural de filtração e é facilmente acessado por tecnologias de 

entrega já consolidadas, capazes de direcionar o fármaco especificamente aos 

hepatócitos (XIAO et al., 2025). Entretanto, a entrega de siRNAs a outros tecidos, 

como as células leucêmicas da medula óssea e do sangue, necessária para o tratamento 

da LLA-T, é um processo muito mais complexo e continua sendo um dos maiores 

obstáculos tecnológicos ao avanço das terapias baseadas em RNAi (GARBAYO et al., 

2024). Além da complexidade de entrega, a implementação de estratégias de 

direcionamento ativo é essencial para garantir que o siRNA alcance de forma precisa 

as células cancerosas, como os linfócitos T malignos (GARBAYO et al., 2024). 
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Outro desafio importante está relacionado à estabilidade do fármaco. O siRNA 

livre, sem proteção 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, o siRNA desprotegido em circulação pode 

ativar o sistema imune inato, desencadeando respostas imunológicas indesejadas 

(XIAO et al., 2025). 

Outro ponto crítico é a ocorrência de efeitos fora do alvo (off-target effects). 

Embora o siRNA seja projetado para apresentar alta especificidade, ele pode silenciar 

transcritos não intencionais, o que pode levar à toxicidade celular e representar um 

importante obstáculo ao progresso clínico (PECOT et al., 2011). Esse efeito ocorre 

devido à hibridização cruzada entre o siRNA e transcritos que compartilham apenas 

similaridade parcial de sequência, de maneira análoga ao mecanismo de ação dos 

microRNAs (miRNAs). 

Dessa forma, torna-se necessária a adoção de estratégias de entrega capazes de 

superar as principais barreiras associadas à terapia com RNAi, proporcionando 

proteção contra a degradação, maior estabilidade em circulação, redução da toxicidade 

e entrega direcionada às células leucêmicas, ampliando, assim, o potencial de 

aplicação clínica dessa abordagem terapêutica. 

 

2.3. Nanopartículas como Sistemas de Entrega para siRNA  

2.3.1. O Papel dos Vetores na Superação das Barreiras Biológicas 

Conforme discutido, a técnica de RNAi via silenciamento por siRNA, apesar 

de seu imenso potencial para o tratamento de doenças como a leucemia, enfrenta 

desafios significativos. Nesse sentido, a baixa eficiência na entrega e a dificuldade de 

administrar o material genético sistemicamente às células doentes no corpo humano 

limitam drasticamente sua eficácia terapêutica (BANOON et al., 2024). Nesse 

contexto, o desenvolvimento de sistemas de entrega, ou vetores, se faz necessário. Para 

que um sistema de entrega seja considerado ideal e eficaz, ele deve cumprir uma série 

de requisitos rigorosos destinados a superar barreiras biológicas e a garantir a 

segurança do paciente. Em termos de segurança, o vetor ideal deve possuir baixa 
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toxicidade, boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e ser não-imunogênico 

(HAMIMED; JABBERI; CHATTI, 2022; JIANG et al., 2023a; PARASHAR et al., 

2025). Ademais, ele precisa garantir a sobrevivência sistêmica: o carreador deve 

proteger a carga terapêutica da degradação por nucleases e, ao mesmo tempo, evitar 

os mecanismos de depuração rápida do organismo (JIANG et al., 2023a). Isso inclui 

escapar tanto da filtração renal, que elimina partículas pequenas (inferiores a 

aproximadamente 6 nm, independente da carga), quanto da opsonização seguida de 

captura pelo Sistema Fagocitário Mononuclear (SFM), que remove partículas 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 ação, o que inclui ser internalizado pela célula-alvo de forma eficiente. Essa 

etapa depende de suas características físico-químicas, como tamanho, forma e carga, 

que influenciam as vias de endocitose, principal mecanismo de entrada celular 

(SINANI et al., 2023). O tamanho das nanopartículas é determinante nesse processo: 

partículas menores que 60 nm geralmente favorecem a via mediada por caveolina, uma 

proteína de membrana que forma pequenas invaginações conhecidas como cavéolas, 

responsáveis por um tipo de endocitose que evita a passagem pelo lisossomo e preserva 

a integridade da carga terapêutica (SINANI et al., 2023). Em tumores líquidos, a 

especificidade é aprimorada pelo direcionamento ativo, obtido por meio da 

funcionalização da superfície da nanopartícula com ligantes específicos, como 

aptâmeros Sgc8 e ácido hialurônico, que reconhecem receptores como PTK7 e CD44 

nas células leucêmicas (QIAN et al., 2024; SINANI et al., 2023). E por fim, um 

tamanho controlado contribui para manter a nanopartícula em circulação por tempo 

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

Após a internalização, é essencial que o sistema favoreça o escape endossomal, 

evitando a degradação lisossomal da carga terapêutica. Além disso, o direcionamento 

seletivo e a liberação controlada, de preferência responsiva a estímulos, são 

fundamentais para aumentar a eficácia e reduzir a toxicidade (ZHANG; LIANG; MA, 

2021; WANG et al., 2025; PARASHAR et al., 2025). 

Uma estratégia primária e intuitiva consiste no uso de vetores catiônicos, que 

interagem eletrostaticamente com o siRNA de carga negativa, formando um complexo 

com carga final positiva que facilita a adsorção na superfície celular e a subsequente 
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internalização (PACK; HOFFMAN; PUN; STAYTON, 2005). Contudo, essa 

abordagem introduz um dos dilemas centrais no desenvolvimento de nanovetores: a 

citotoxicidade associada à carga catiônica. Está bem documentado na literatura que 

polímeros com alta densidade de carga positiva, como a polietilenimina (PEI) de alto 

peso molecular, podem desestabilizar as membranas celulares de forma não específica, 

levando à lise celular, indução de apoptose e ativação de respostas inflamatórias (LYU 

et al., 2024; MOLLÉ et al., 2022). Este fenômeno, por vezes chamado de "paradoxo 

catiônico", evidencia que a mesma propriedade que confere alta eficiência de 

transfecção é também a principal fonte de toxicidade (MITCHELL et al., 2021). 

Portanto, o grande desafio de engenharia de um nanocarreador reside em alcançar um 

equilíbrio preciso entre eficácia e segurança (LYU et al., 2024). 

Uma vez estabelecidos os requisitos ideais para um nanovetor, torna-se 

necessário examinar como as tecnologias disponíveis se posicionam diante de tais 

exigências. Nessa perspectiva, a engenharia de biomateriais buscou inspiração tanto 

em mecanismos biológicos naturais quanto em sínteses químicas avançadas, 

resultando em um cenário tecnológico diversificado. O atual estado da arte em 

sistemas de entrega reflete, portanto, um esforço contínuo para mimetizar a alta 

eficiência de invasão viral, enquanto se aprimora a segurança e a versatilidade dos 

materiais sintéticos. 

2.3.2. Estado da Arte: Vetores Virais e Não Virais 

O estado da arte em sistemas de entrega para terapia gênica é amplamente 

classificado em duas categorias principais: vetores virais e não virais. Os vetores virais 

utilizam partes de vírus modificadas para introduzir um gene de interesse no genoma 

da célula e são historicamente reconhecidos por sua alta eficiência, que em alguns 

estudos pode atingir 90% de transfecção, e por resultar em um tempo de expressão do 

gene mais longo e estável (BANOON et al., 2024; JIANG et al., 2023a). Por esses 

motivos, dominaram o cenário da pesquisa, respondendo por cerca de 70% dos ensaios 

clínicos até 2017 (JIANG et al., 2023a). Diversos tipos de vetores virais são utilizados, 

cada um com características específicas. O Adenovírus (AdV), por exemplo, é capaz 

de transportar uma grande quantidade de DNA, embora a expressão gênica seja 

temporária e sua imunogenicidade, alta (BULCHA et al., 2021). Um marco na terapia 

gênica, o Gendicine®, primeiro medicamento do gênero comercializado no mundo, 
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utiliza um vetor de adenovírus para expressar o gene supressor de tumor p53 

(MENDES et al., 2022).  

Os Retrovírus (RV) e Lentivírus (LV) destacam-se pela capacidade de 

integração ao genoma do hospedeiro, proporcionando expressão gênica de longo 

prazo, sendo que os LV podem infectar tanto células em divisão quanto quiescentes 

(JIANG et al., 2023a). Essa tecnologia revolucionou a terapia baseada em células 

CAR-T, culminando na aprovação do Kymriah® (tisagenlecleucel) para o tratamento 

de Leucemia Linfoblástica Aguda de células B (GINN et al., 2018). Já os Vírus Adeno-

Associados (AAV), apesar da menor capacidade de carga, são considerados menos 

imunogênicos quando comparados ao RV e ao LV, estão no centro de sucessos 

regulatórios recentes, como o Luxturna®, para uma forma de cegueira hereditária, 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 segurança como 

a oncogênese por inserção, e a dificuldade de produção em larga escala devido ao alto 

custo, uma vez que se trata de partículas virais (RILEY; VERMERRIS, 2017; 

BANOON et al., 2024). 

Em contrapartida, os vetores não virais surgiram como uma classe promissora 

para contornar os problemas dos vetores virais. Eles se destacam por oferecerem um 

perfil de segurança superior, com baixa citotoxicidade e resposta imune diminuída, 

além de um processo de produção de baixo custo e fácil escalabilidade (PARASHAR 

et al., 2025; YU et al., 2021). A classe de vetores não virais é bastante ampla, 

englobando nanopartículas inorgânicas e orgânicas. Os nanomateriais inorgânicos são 

procurados por sua facilidade de funcionalização e propriedades únicas. As 

nanopartículas de ouro (AuNPs), por exemplo, são usadas em abordagens combinadas 

de quimio e fototermoterapia para superar a resistência a múltiplos fármacos (WANG 

et al., 2025). As nanopartículas de óxido de ferro (SPIONs) são empregadas em 

sistemas teranósticos, que integram diagnóstico por imagem de ressonância magnética 

(MRI) com a entrega de cargas terapêuticas como o siRNA (RILEY; VERMERRIS, 

2017). Já as nanopartículas de sílica mesoporosa (MSNs) se destacam como 

plataformas versáteis devido aos seus poros ajustáveis, que permitem o 

encapsulamento de diferentes ácidos nucleicos (DE CROZALS et al., 2016). 
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As nanopartículas orgânicas, por sua vez, são valorizadas por sua excelente 

biocompatibilidade e capacidade de encapsular ácidos nucleicos. Dentro dessa 

categoria, estão os sistemas de entrega baseados em lipídios, como os lipossomos e as 

nanopartículas lipídicas (LNPs). Sua composição, que inclui fosfolipídeos, 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 eficácia dessa abordagem foi consolidada globalmente com o sucesso das 

vacinas de mRNA contra a SARS-CoV-2 (BNT162b2 e mRNA-1273) e com a 

aprovação de medicamentos como o Onpattro®, uma LNP carreadora de siRNA 

(AKINC et al., 2019; MENDES et al., 2022).  

As nanopartículas poliméricas também são extensivamente apreciadas por sua 

funcionalidade de superfície flexível e biodegradabilidade ajustável (ISLAM et al., 

2025). Essa categoria inclui polímeros naturais, como a quitosana, não-tóxica e com 

alta densidade de carga, e as ciclodextrinas (CDs), que formam complexos de inclusão 

com compostos lipofílicos (PARASHAR et al., 2025; RILEY; VERMERRIS, 2017). 

Os polímeros sintéticos, no entanto, oferecem maior versatilidade, permitindo o ajuste 

preciso de propriedades como biodegradabilidade e carga (PARASHAR et al., 2025). 

Polímeros catiônicos como a polietilenimina (PEI), dendrímeros de Poli(amidoamina) 

(PAMAM) e o poli(ácido láctico-co-glicólico) (PLGA), este último aprovado pela 

FDA, são exemplos proeminentes (MOLLÉ et al., 2022; FANA et al., 2020). Embora 

a citotoxicidade inerente a esses polímeros catiônicos seja um desafio conhecido, 

como discutido anteriormente, ela tem impulsionado a pesquisa no desenvolvimento 

de polímeros modificados ou com densidades de carga mais baixas, visando aprimorar 

a segurança (MOLLÉ et al., 2022).  Ainda a combinação de diferentes blocos 

poliméricos, como o Polietilenoglicol (PEG) e a Poli(ε-caprolactona) (PCL), tem 

levado à criação de nanossistemas complexos, como micelas e polimerossomos, que 

prolongam a circulação sanguínea e permitem uma liberação controlada, 

demonstrando a vasta gama de arquiteturas possíveis para essa classe de carreadores 

(DHIMAN et al., 2025; PARASHAR et al., 2025). 

A diversidade de vetores não virais reflete a busca contínua por plataformas 

que conciliem a proteção da carga terapêutica com a versatilidade de modificação 

superficial. Dentre as arquiteturas orgânicas mencionadas, os copolímeros em bloco 

têm ganhado destaque por permitirem a engenharia de nanoestruturas que respondem 



 

37 

 

precisamente aos desafios da circulação sistêmica e da entrega intracelular. Nesse 

cenário, as micelas poliméricas emergem como uma solução estratégica, unindo a 

estabilidade estrutural de núcleos hidrofóbicos à funcionalidade de coroas hidrofílicas. 

A seguir, detalha-se a plataforma central deste estudo: as micelas de PEG-PCL-

Maleimida, explorando como sua composição química e capacidade de 

funcionalização a posicionam como uma ferramenta de alta performance para a terapia 

gênica em oncologia. 

 

2.3.3 .Micelas de PEG-PCL 

Dentre as diversas plataformas de nanopartículas poliméricas, as micelas 

destacam-se como uma das mais promissoras devido à sua estrutura auto-organizada 

e às propriedades físico-químicas favoráveis à entrega de fármacos. Elas são formadas 

pela auto agregação espontânea de copolímeros em blocos anfifílicos em meio aquoso, 

resultando em uma configuração de núcleo-casca (BABANYINAH et al., 2024; 

SINHA et al., 2024). Nessa estrutura, o núcleo hidrofóbico, geralmente composto por 

polímeros como a PCL, atua encapsulando e solubilizando compostos hidrofóbicos, 

enquanto a coroa hidrofílica, formada tipicamente por PEG, estende-se para o meio 

aquoso, protegendo o núcleo e conferindo estabilidade coloidal à nanoestrutura 

(ALAMI-MILANI et al., 2018). 

O copolímero PEG-PCL-Maleimida (PEG-PCL-Mal) representa uma variação 

amplamente empregada desse sistema, reunindo biocompatibilidade, estabilidade e 

potencial de funcionalização superficial. O bloco hidrofóbico de PCL forma o núcleo 

da micela, promovendo a encapsulação de fármacos e liberação controlada, além de 

conferir biodegradabilidade e sustentação estrutural (BABANYINAH et al., 2024; 

SINANI et al., 2023). Já o PEG, constituinte da coroa hidrofílica, atua como uma 

barreira protetora, garantindo estabilidade em meio biológico e prolongando o tempo 

de circulação sistêmica por meio do chamado efeito stealth, que reduz a opsonização 

e a eliminação pelo Sistema Fagocitário Mononuclear (SINHA et al., 2024; SALAMA 

et al., 2023). A escolha das micelas poliméricas como sistemas de liberação de 

fármacos em aplicações oncológicas baseia-se em um conjunto de vantagens 

estruturais e funcionais. Uma característica central é a alta estabilidade termodinâmica, 
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expressa pela Concentração Micelar Crítica (CMC), ou seja, a menor concentração de 

copolímero necessária para a formação espontânea das micelas. Valores baixos de 

CMC indicam maior resistência à diluição, fator essencial para que a micela mantenha 

sua integridade na corrente sanguínea e evite a liberação prematura da carga 

terapêutica, o que reduziria a eficácia e aumentaria a toxicidade (BABANYINAH et 

al., 2024). Micelas à base de PCL apresentam CMC na ordem de 1,10 × 10⁻⁵ mg/mL, 

evidenciando estabilidade adequada para circulação sistêmica (ALAMI-MILANI et 

al., 2018; BABANYINAH et al., 2024). 

O tamanho das micelas é outro parâmetro determinante para o sucesso 

terapêutico. Copolímeros como o PEG-PCL formam estruturas esféricas com diâmetro 

hidrodinâmico entre 10 e 100 nm, faixa que oferece vantagens críticas para a 

biodistribuição, tempo de circulação e captação celular (SINHA et al., 2024). 

Partículas menores que 5–6 nm são rapidamente filtradas pelos rins, apresentando 

baixa retenção plasmática e, consequentemente, menor eficácia terapêutica 

(GROSSEN et al., 2017). Por outro lado, manter as micelas na faixa de 10 a 200 nm 

permite evitar a excreção renal, enquanto partículas maiores que 500 nm ou com carga 

superficial positiva são prontamente reconhecidas e removidas pelo SFM (GROSSEN 

et al., 2017). Assim, um tamanho nanométrico controlado, aliado a uma superfície 

neutra ou ligeiramente negativa, é essencial para prolongar a circulação sistêmica e 

evitar a depuração fagocitária. 

A evasão bem-sucedida dos mecanismos de clearance resulta em maior meia-

vida plasmática, fator essencial para que as micelas interajam com células leucêmicas 

circulantes ou localizadas na medula óssea. Esse efeito é potencializado pela 

PEGuilação, que reduz a imunogenicidade e prolonga a estabilidade em circulação, 

aumentando a probabilidade de o nanocarreador alcançar o alvo terapêutico (SINHA 

et al., 2024; SALAMA et al., 2023). 

Por fim, o tamanho controlado das micelas, geralmente entre 10 e 100 nm, 

contribui não apenas para a estabilidade e a circulação prolongada, mas também para 

a otimização da endocitose mediada por caveolina, predominante em partículas 

menores que 60 nm. Essa via de internalização permite o escape endossomal e evita a 

degradação lisossomal, etapas essenciais para que o siRNA alcance o citosol e 
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promova a ativação do complexo RISC, responsável pelo silenciamento gênico 

(KAPSE et al., 2020).  

A inserção de um grupo maleimida na extremidade do PEG oferece reatividade 

química específica, possibilitando a funcionalização da superfície da micela por meio 

da química tiol-maleimida, que permite a conjugação seletiva de biomoléculas 

contendo grupos tiol, como aptâmeros, peptídeos ou nanocorpos, ampliando o 

potencial de direcionamento ativo e de liberação controlada da carga terapêutica 

(QIAN et al., 2024; ZHANG; LIANG; MA, 2021).  

Além disso, a funcionalização ativa da superfície com ligantes específicos, 

como aptâmeros Sgc8 (alvo PTK7) e ácido hialurônico (alvo CD44), confere 

seletividade aumentada de 5 a 10 vezes em linhagens LLA-T (Jurkat e MOLT-4), 

promovendo internalização 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 consolidação da micela de PEG-PCL-Mal como suporte 

estrutural abre caminho para a aplicação de métodos de funcionalização que operam 

em escala molecular. Nesse sentido, a organização do nanovetor pode ser refinada 

através da deposição alternada de componentes, utilizando a superfície micelar como 

um molde para a construção de arquiteturas multicamadas. Essa estratégia, baseada na 

atração eletrostática entre polieletrólitos de cargas opostas, permite a incorporação 

ordenada do siRNA e de polímeros funcionais, garantindo que cada interface da 

partícula desempenhe um papel específico na proteção e no direcionamento da carga 

terapêutica. 

    2.3.4. A Estratégia de Montagem Layer-by-Layer para Complexação 

do siRNA 

A técnica de montagem Layer-by-Layer (LbL) representa uma abordagem 

versátil e eficiente para a entrega de siRNA, permitindo o controle preciso da estrutura, 

composição e funcionalidade superficial das nanopartículas. O método baseia-se na 

deposição eletrostática alternada de camadas de policátions e polianions, explorando 

as interações de carga entre os componentes (LEE et al., 2023). Como os ácidos 

nucleicos, incluindo o siRNA, apresentam carga negativa devido aos grupos fosfato 
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em sua estrutura, eles podem ser complexados com polímeros catiônicos ou com 

grupos amina carregados positivamente presentes nas extremidades dos copolímeros, 

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

O processo de montagem ocorre de forma sequencial, iniciando-se pela 

formação de um núcleo (core), que pode consistir em uma micela polimérica carregada 

positivamente ou funcionalizada com terminais catiônico, sendo esse último o caso de 

micelas PEG-PCL-Mal, conferindo-lhe a carga necessária para a deposição da camada 

seguinte (PASSOS GIBSON et al., 2023). Ainda, como uma etapa extra, pode-se 

aplicar uma primeira camada de um material catiônico, como descrito por Ki Young 

Choi et al. (2019), a fim de promover a atração eletrostática subsequente com o ácido 

nucleico. Em seguida, o siRNA, devido à sua carga negativa, é adsorvido sobre o 

núcleo por interações eletrostáticas, formando uma camada estável. Uma vez que as 

camadas de carregamento da partícula sejam montadas, pode-se iniciar a complexação 

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 

circulação. É importante ressaltar que a seleção dos materiais que compõem as 

camadas da nanopartícula é um fator crítico, devendo considerar não apenas a 

eficiência de complexação, mas também a biocompatibilidade e a segurança biológica 

dos polímeros empregados (LEE et al., 2023). 

A confirmação da adição de cada nova camada é realizada por meio da medição 

do potencial zeta, que revela uma inversão de carga, indicando a modificação bem-

sucedida da superfície, além do monitoramento do diâmetro hidrodinâmico 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 incorporação de múltiplas camadas de siRNA 

e o ajuste fino das propriedades físico-químicas e superficiais da nanopartícula. 

A montagem LbL apresenta um conjunto de características que a tornam 

particularmente atrativa para a entrega controlada de siRNA. Entre elas, destaca-se a 

capacidade de proteger o material genético da degradação enzimática, prolongando 

sua estabilidade em meio biológico e meia-vida plasmática. Estudos relatam que 

nanopartículas LbL contendo siRNA apresentaram meia-vida de até 65 horas, em 

contraste com os 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 

repetição das etapas de deposição, possibilitando um controle refinado da dose 

terapêutica sem alterações consideráveis no tamanho global da nanopartícula (LEE et 

al., 2023; SHAABANI et al., 2021). 

Outro aspecto importante refere-se à eficiência de transfecção conferida pelos 

polímeros catiônicos utilizados em algumas das camadas da nanopartícula, como o 

poli(L-arginina) (PLA). O PLA, além de ser um polieletrólito biodegradável, apresenta 

propriedades tamponantes e capacidade de ionização, características que favorecem o 

escape endossomal, que como mencionado anteriormente consiste em uma etapa 

essencial para a liberação do siRNA no citoplasma e subsequente ativação do 

complexo RISC, responsável pelo silenciamento gênico (LEE et al., 2023; 

HASHIMOTO et al., 2012) . 

A natureza modular do método LbL possibilita a introdução de 

funcionalizações adicionais voltadas à otimização da estabilidade, biocompatibilidade 

e seletividade celular das nanopartículas. O ácido hialurônico (HA) destaca-se como 

uma das camadas externas mais utilizadas, uma vez que sua carga negativa atua na 

neutralização do potencial citotóxico dos policátions internos e contribui para a 

proteção física do complexo de siRNA, reduzindo a degradação e aumentando a 

biocompatibilidade geral do sistema. Paralelamente, o HA confere à nanopartícula 

uma capacidade de reconhecimento ativo por meio da interação com receptores CD44, 

amplamente expressos em células leucêmicas, favorecendo a captação 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 aptâmeros Sgc8, que reconhecem o receptor PTK7, expresso em 

uma grande fração dos casos de leucemia, ou com ácido hialurônico e/ou anticorpos 

voltados para receptores como CD44 ou CD20, possibilitando estratégias de 

direcionamento simples ou duplo que já demonstraram eficácia em modelos pré-

clínicos de cânceres hematológicos (CHOI et al., 2019; WANG; KIM; LEE, 2022; 

ZHANG et al., 2021). Essa combinação de revestimento protetor e reconhecimento 

ativo aumenta a especificidade de ligação, melhora a eficiência de internalização via 

endocitose mediada por receptor e tende a reduzir significativamente os efeitos 
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off‑target em células não 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 

múltiplas camadas protetoras, conferindo estabilidade, controle de liberação e 

seletividade aumentada. Essa arquitetura modular possibilita o desenvolvimento de 

nanocarreadores “inteligentes”, capazes de responder a estímulos fisiológicos, 

promover liberação controlada da carga terapêutica e atingir células‑alvo com alta 

precisão. Dessa forma, a montagem LbL combina as vantagens dos sistemas 

poliméricos não virais com a capacidade de entrega localizada e ajustável, 

configurando uma estratégia promissora e robusta para a terapia gênica baseada em 

siRNA, com potencial aplicação em modelos de LLA‑T 

Nesse contexto, propõe-se uma plataforma nanocarreadora utilizando a técnica 

LbL para organizar hierarquicamente o núcleo de PEG-PCL-Mal/siRNA e as camadas 

de PLA e HA (Figura 1, seção  1.2.1),  configuração esta, que busca criar um desenho 

ajustado a interface entre o nanovetor e as células leucêmicas, equilibrando 

estabilidade coloidal e eficiência de internalização.   
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CAPÍTULO III: Metodologia 

3.1. Materiais e reagentes 

Para a realização dos experimentos, foram utilizados: copolímero PEG-PCL-

Maleimida (maleimida-poli(etilenoglicol)-b-poli(ε-caprolactona) PM médio do PEG 

≈ 5000 g·mol⁻¹; PM médio do PCL ≈ 5000 g·mol⁻¹), adquirido da Sigma-Aldrich 

(Estados Unidos, código 902381), acetona P.A., álcool polivinílico (PVA) e 

Poloxamer 407 (P407) como surfactantes. O material genético utilizado como modelo 

de adsorção foi o RNA de levedura (Roche®, purificado de Saccharomyces cerevisiae, 

em pó liofilizado, código 10109223001), enquanto os ensaios de internalização celular 

empregaram siRNA HSP90AB1, 119758 (Invitrogen, Thermo Fisher), marcado com 

FAM™ (Fluorescein Labeling Reagent) de acordo com as instruções do Silencer™ 

siRNA Labeling Kit (Invitrogen).Os ensaios de transfecção foram realizadas 

utilizando o reagente Lipofectamine™ RNAiMAX (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA), como controle positivo, seguindo as orientações do 

fabricante para sistemas de transfecção em suspensão. Para o recobrimento 

multicamada, utilizaram-se os polieletrólitos poli(L-arginina) (PLA) (cloridrato de 

homopolímero de L-arginina; MM 15.000–70.000 Da; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) e ácido hialurônico (HA) (polissacarídeo glicosaminoglicano de origem 

bacteriana; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. Os meios de cultura e suplementos 

incluíram meio RPMI 1640 (Thermo Fisher), soro fetal bovino (SFB), tampão TAE 

1x, agarose (Sigma-Aldrich), brometo de etídio, marcador de DNA (100 pb) 

(PROMEGA), meio Opti-MEM  (Thermo Fisher) e água livre de nucleases 

(Invitrogen).  

 

3.2. Síntese e Caracterização das Nanopartículas Poliméricas 

        3.2.1. Protocolo de Síntese das NPs por nanoprecipitação 

A nanoprecipitação é um método amplamente empregado na produção de 

nanopartículas, especialmente em aplicações de liberação controlada de fármacos e 

ciência 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 produção em maior escala. 

Trata-se de uma técnica versátil, compatível com diferentes polímeros e compostos 

bioativos, tanto hidrofóbicos quanto hidrofílicos (MARTÍNEZ RIVAS et al., 2017), e 

que se destaca por ser econômica e ambientalmente favorável, devido ao baixo 

consumo energético e à ausência de etapas complexas de purificação (BARRERAS-

URBINA et al., 2016). 

A produção da emulsão por nanoprecipitação iniciou-se com a preparação 

individual das fases aquosa e orgânica. A fase orgânica foi composta por acetona P.A., 

utilizada como solvente, contendo o copolímero PEG-PCL-Mal, responsável pela 

formação das nanopartículas. A fase aquosa foi constituída por soluções a 1% (m/v) 

de agentes tensoativos, sendo avaliados comparativamente o álcool polivinílico (PVA) 

e o Poloxamer 407 (P407). As concentrações dos surfactantes foram definidas com 

base em estudos prévios do grupo, nos quais essas condições demonstraram ser ideais 

para essa aplicação. Nos ensaios envolvendo siRNA, toda a manipulação foi realizada 

com água livre de RNAse (RNAse-free), de modo a preservar a integridade das 

moléculas. 

Para o preparo da fase orgânica, 1000 µL de acetona foram adicionados à massa 

previamente pesada do copolímero, quantidade calculada para obter uma concentração 

ao final de polímero precipitado  de 1 mg/mL, até completa solubilização. Em seguida, 

essa solução foi adicionada à fase aquosa contendo o surfactante, na proporção de 200 

µL de fase orgânica para cada 1 mL de fase aquosa. Após a mistura, a suspensão 

resultante foi mantida sob agitação magnética constante até a completa evaporação do 

solvente orgânico, promovendo a formação estrutural das nanopartículas. A suspensão 

aquosa remanescente foi então armazenada sob refrigeração a 4°C até a realização dos 

ensaios subsequentes. 

        3.2.2. Tamanho e Polidispersão  

Para verificar se as partículas produzidas apresentavam tamanho adequado 

para a aplicação desejada, ou seja, inferior a 100 nanômetros, e se permaneciam em 

suspensão estável, foram realizadas análises de tamanho de partícula e polidispersão 

utilizando o equipamento Litesizer 500 (Anton Paar). Desse modo, foi utilizado o 

método de espalhamento dinâmico de luz (DLS).  
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Conforme mencionado, o tamanho das nanopartículas é um requisito crucial para 

a aplicação em questão, sendo ideal que o diâmetro hidrodinâmico seja inferior a 100 

nm. Para o acompanhamento do tamanho das partículas 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 partículas em movimento browniano 

espalham a luz. Um detector registra as flutuações na intensidade da luz espalhada ao 

longo do tempo, que são analisadas por uma função de autocorrelação. Partículas 

menores se movem mais rápido, gerando flutuações rápidas, enquanto partículas 

maiores se movem mais devagar. A partir dessas informações, calcula-se o coeficiente 

de difusão e, pela equação de Stokes-Einstein (Equação 1), determina-se o tamanho 

hidrodinâmico das partículas. 

𝐷 =
𝐾𝐵 ∗ 𝑇

6 ∗ 𝜋 ∗ 𝑅𝐻 ∗ ƞ
 

Equação 1 – Equação de Stokes-Einstein, utilizada pelo equipamento para determinar o diâmetro das 

nanopartículas produzidas. KB é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, π é o número pi, enquanto 

RH é o raio hidrodinâmico e ƞ é a viscosidade. 

A viscosidade, índice de refração do dispersante e constante dielétrica foram 

considerados para a água (0,887 cP; 1,33; 78,5, respectivamente), uma vez que as NPs 

diluída em um meio aquoso.  

Para essa análise, a amostra resultante da síntese das NPs foi diluída para obter 

uma concentração de NPs de cerca de 1 mg/mL em um volume final de 1 mL. Como 

um tratamento pós-síntese para garantir a pureza da amostra, foi feita uma filtragem 

com filtro de seringa de polietersulfona (PES) de 0,22 micrômetros e a amostra foi 

então transferida para a cubeta adequada para a leitura do equipamento. Uma análise 

subsequente confirmou que a filtragem não resultou em retenção significativa do 

material.  

Além disso, foi realizado um acompanhamento da estabilidade das 

nanopartículas por meio de novos ensaios realizados 60 dias após a síntese. A 

estabilidade da suspensão é indicada principalmente pela ausência de formação de 

aglomerados e pela manutenção dos valores de tamanho próximos aos obtidos 

imediatamente após a síntese 
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3.2.3. Potencial Zeta e Ponto Isoelétrico (pI)  

Para avaliar a estabilidade coloidal e o potencial eletrocinético  das 

nanopartículas, foi realizada a análise 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 análise do potencial zeta por meio da 

técnica de ELS. O potencial zeta é o potencial elétrico medido no plano de 

cisalhamento de uma superfície carregada e está diretamente relacionado à 

estabilidade de dispersões coloidais. Sua determinação é realizada em uma cubeta 

contendo dois eletrodos de ouro. A aplicação de uma voltagem entre os eletrodos gera 

um campo elétrico que induz o movimento das partículas carregadas em direção ao 

eletrodo de carga oposta, um fenômeno 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 partículas. Essa velocidade é 

proporcional à voltagem aplicada, e a partir da análise desses dados é possível calcular 

o potencial zeta com base na equação de  Henri (Equação 2), que relaciona a 

mobilidade eletroforética à viscosidade e à constante dielétrica do meio dispersante 

(SELVAMANI, 2018). 

𝑈𝑒 =
2 ∗ 𝜀 ∗ 𝑧 ∗ 𝑓(𝑘𝛼)

3ƞ
 

Equação 2 – Equação conhecida como equação de Henri, sendo empregada no equipamento para 

determinação do potencial zeta, sendo Ue correspondente à mobilidade eletroforética, z é o potencial 

zeta, ε é a constante dielétrica e ƞ a viscosidade do líquido dispersante, enquanto f(kα) é a função de 

Henri.  

Valores absolutos elevados de potencial zeta indicam uma menor tendência à 

aglomeração de partículas, refletindo maior estabilidade da suspensão (CLOGSTON; 

PATRI, 2011; GHERNAOUT, 2015). 

A preparação das amostras para a leitura do potencial zeta foi realizada 

seguindo o mesmo protocolo da seção de análise de tamanho das nanopartículas, com 

a única diferença sendo a utilização de uma cubeta específica para a medição 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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após a síntese verificando a manutenção do potencial zeta original sob 

armazenamento. 

Como uma extensão da análise de potencial zeta, a determinação do ponto 

isoelétrico (pI), ou seja, o pH no qual o potencial líquido das nanopartículas é zero, foi 

realizada de maneira análoga. O ensaio consistiu em preparar soluções em uma faixa 

de pH de 2 a 8, utilizando-se água ultrapura e o ajuste feito com adição de ácido (ácido 

clorídrico) ou base (hidróxido de sódio) monitorando-se com pHmetro. Em seguida, 

as nanopartículas foram dispersas nessas soluções. Então, a leitura do potencial zeta 

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

3.2.4. Esterilidade  

A avaliação da esterilidade das nanopartículas de PEG-PCL-Mal foi realizada 

por meio de ensaios de incubação com meio de cultura, com o objetivo de verificar a 

necessidade de manipulação em ambiente estéril durante a etapa de síntese. Para isso, 

o processo de nanoprecipitação foi conduzido sob duas condições experimentais 

distintas: parte das amostras foi produzida em bancada aberta, e outra parte, sob fluxo 

laminar, garantindo um ambiente estéril. Essa comparação visou determinar se o 

controle ambiental durante a síntese constitui um fator crítico para a integridade 

biológica do sistema antes das etapas subsequentes de aplicação celular. 

Após a síntese, uma fração das formulações obtidas em ambas as condições de 

produção foi submetida à esterilização por filtração física, utilizando filtros de seringa 

de PES com poros de 0,22 µm, a fim de avaliar a necessidade desse pós-tratamento 

complementar para assegurar a esterilidade final. As amostras resultantes foram 

distribuídas em placas de 24 poços, contendo meio RPMI 1640, suplementado ou não 

com 10% de soro fetal bovino (SFB), sendo essas as mesmas condições empregadas 

na manutenção das linhagens Jurkat e MOLT-4. As placas foram mantidas em estufa 

a 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO₂, por sete dias. A eficácia da filtração e a 

influência das condições de produção (bancada aberta versus fluxo laminar) foram 

monitoradas por inspeção visual após o período de incubação e por microscopia óptica 

de luz transmitida, permitindo avaliar a presença de turbidez e crescimento 

microbiano, respectivamente. 
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3.3. Ensaios de Adsorção de RNA 

        3.3.1. Eficiência de Adsorção 

Neste estudo, utilizou-se o RNA de levedura como molécula análoga para 

mimetizar o comportamento de adsorção do siRNA. O processo de complexação NP-

RNA fundamentou-se na adsorção física superficial, realizada mediante a incubação 

de ambas as estruturas em microtubos. Para investigar o comportamento de saturação 

da superfície polimérica, a massa de NPs foi mantida constante em 1 mg, enquanto a 

massa de RNA foi variada sistematicamente em diferentes razões mássicas. As 

nanopartículas estavam dispersas em água Milli-Q, cujo pH foi aferido em 

aproximadamente 5,0, garantindo a reprodutibilidade das condições de interação 

eletrostática. Essa abordagem visou determinar a capacidade máxima de carga do 

sistema e o impacto da concentração de material genético na eficiência de 

acoplamento. A homogeneização das suspensões foi conduzida sob agitação mecânica 

(vórtex) por 2 minutos, assegurando o contato efetivo e a estabilização das interações 

eletrostáticas entre as fases.  

A eficiência de adsorção do material genético na superfície das NPs poliméricas 

foi investigada por meio de ensaios eletrocinéticos e espectrofotométricos. 

a) Avaliação por espectrofotometria  

A eficiência de adsorção e a estabilidade dos complexos NP-RNA foram 

avaliadas por meio da quantificação do RNA livre remanescente no sobrenadante. As 

amostras, preparadas em razões mássicas NP:RNA variando de 1:0,005 a 1:0,06 

(m/m), foram submetidas à centrifugação a 6.000 rpm por 30 minutos em unidades de 

ultrafiltração Amicon® (MWCO 100 kDa). Este procedimento visa a separação física 

dos componentes: enquanto o complexo nanovetor-RNA fica retido na membrana de 

corte, o ácido nucleico livre percola para o filtrado. 

A quantificação do RNA recuperado foi realizada por espectrofotometria UV-

Vis a 260 nm, técnica amplamente utilizada devido ao máximo de absorção 

característico dos nucleotídeos nesta região (NOGUEIRA et al., 2024). O emprego 

deste método analítico justifica-se por sua alta reprodutibilidade, baixo volume de 

amostra requerido e facilidade operacional (LE RU et al., 2025). Contudo, a presença 
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de nanopartículas (60–150 nm) na suspensão original impõe um desafio técnico devido 

ao espalhamento de luz (scattering), que pode interferir na leitura real da absorbância 

e gerar resultados imprecisos (LE RU et al., 2025). A etapa de ultrafiltração é, 

portanto, essencial para mitigar esse efeito, garantindo que apenas a fração solúvel de 

RNA seja analisada. 

A partir da absorbância obtida, a concentração de RNA foi determinada pela 

Lei de Lambert-Beer, utilizando uma curva de calibração previamente estabelecida. A 

eficiência de adsorção foi então calculada por balanço de massa, conforme apresentado 

na Equação 3: 

%𝐴𝑑𝑠𝑜𝑟çã𝑜 =
(𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑅𝑁𝐴−𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑅𝑁𝐴 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒)

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑅𝑁𝐴
× 100  

Equação 3 – Cálculo da eficiência de adsorção do material genético na superfície do nanovetor. A massa 

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

corresponde à fração detectada no sobrenadante após a separação física das nanopartículas.  

b) Avaliação indireta por meio do Potencial Zeta 

Como uma primeira metodologia complementar para a comprovação da 

adsorção, 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 titulação onde a massa das nanopartículas foi mantida constante em 1 

mg, enquanto a quantidade de RNA de levedura foi gradualmente aumentada para 

gerar diferentes proporções NP/RNA, na faixa de 1:0,005 a 1:0,36 (m/m) Após a 

incubação, as amostras foram submetidas às análises de potencial zeta, permitindo 

determinar a quantidade ideal de RNA que pode ser adsorvida de forma eficiente. 

Nesse sentido, o potencial zeta é um parâmetro altamente sensível à presença de 

biomoléculas como RNA e DNA na interface coloidal (CARVALHO et al., 2018; 

STETEFELD et al., 2016; VOGEL et al., 2017). A interação entre o RNA e a 

superfície da nanopartícula promove alterações na carga líquida do sistema, 

sinalizando a eficácia da complexação e modificações químicas na superfície do 

nanovetor (STETEFELD et al., 2016). Consequentemente, espera-se que o incremento 

progressivo da concentração de RNA resulte em um aumento da densidade de carga 

negativa até que o patamar de saturação seja atingido. Esse comportamento não apenas 
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valida a cinética de adsorção, como também permite a construção de isotermas de 

ligação para quantificar o ácido nucleico associado à plataforma. 

c) Avaliação indireta por Eletroforese 

Por fim, foi conduzida uma eletroforese em gel de agarose para verificar 

qualitativamente a interação entre o RNA e as nanopartículas. Inicialmente, uma 

solução de agarose foi preparada na concentração de 4% p/v, utilizando 4 g de agarose 

em 50 mL de tampão TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA). A composição do tampão TAE 

1x consiste em uma solução aquosa de Tris-base (40 mM), ácido acético (20 mM) e 

EDTA (1mM), com pH ajustado para aproximadamente 8,0. A mistura foi aquecida 

até a completa dissolução, seguida pela adição de 2,5 µL de brometo de etídio, numa 

concentração de 0,5 µg/mL. As amostras de nanopartículas contendo RNA adsorvido 

foram preparadas na proporção 1:1 (v/v) com tampão 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 µM) e NPs isoladas (10 

µg/µL). Para os grupos experimentais, selecionaram-se as razões mássicas que 

demonstraram, em ensaios prévios, eficiências de adsorção 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 referência 

de migração. A integridade e o retardamento do RNA foram visualizados sob 

transiluminador UV, onde a ausência de bandas migratórias nos poços contendo os 

complexos NP-RNA confirmaria a retenção do material genético pela matriz 

polimérica. 

3.3.1 Modelagem Matemática e Análise dos Parâmetros de Adsorção 

Para uma compreensão aprofundada da interação entre as nanopartículas e o 

RNA, os dados experimentais obtidos no ensaio de adsorção acompanhando por carga 

superficial da complexação anteriormente exposto foram submetidos a um ajuste de 

modelo. Os dados de variação do potencial zeta em função da proporção NP/RNA 

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

      3.4.1. Procedimento de Montagem Multicamada (LbL) 

O processo de estruturação das nanopartículas multicamadas foi realizado por 

meio da técnica de deposição eletrostática sequencial, conduzida em regime 

descontínuo. Na fase inicial de validação do recobrimento, utilizou-se RNA de 

levedura como modelo de material genético, adotando-se uma razão de massa 

RNA/NP de 0,005. Posteriormente, ao transpor a montagem para o uso de siRNA, a 

concentração estabelecida foi de 0,2 µM  para cada 1 mg de nanopartícula.  Essa 

proporção foi selecionada para manter a razão mássica NP/RNA em seu patamar 

mínimo, mimetizando as condições de saturação validadas com o RNA de levedura e 

assegurando a similaridade físico-química entre os sistemas. 

As micelas de PEG-PCL-Maleimida, atuando como núcleo (core) da 

nanoestrutura, foram inicialmente complexadas com o RNA modelo e, em seguida, 

submetidas à primeira etapa de revestimento com o polieletrólito catiônico poli(L-

arginina) (PLA). Essa deposição foi conduzida sob duas condições experimentais 

distintas, com razões PLA/NP de 2,0 e 0,2 (m/m), a fim de comparar o efeito da 

saturação de carga sobre as propriedades coloidais. Em ambas as condições, a solução 

de PLA em pH 5,5 foi adicionada à dispersão e a mistura foi agitada  em vórtex durante 

2 minutos. Após essa etapa, uma fração de cada amostra foi destinada à caracterização 

físico-química.  

As frações remanescentes seguiram para a segunda etapa de deposição, 

destinada à formação da camada externa de ácido hialurônico (HA). Nessa fase, foi 

conduzida uma triagem sistemática para determinar a proporção ideal de HA, testando-

se razões de massa HA/NP de 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 e 5:1. As soluções de HA foram 

adicionadas aos sistemas intermediários (NP/RNA/PLA) e submetidas a agitação em 

vórtex por 2 minutos, promovendo a formação da camada aniônica externa e 

completando a montagem da estrutura multicamada. 

3.4.2. Caracterização 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 análises permitiram o 

monitoramento das propriedades físico-químicas das nanopartículas ao longo das 

etapas de montagem, incluindo a variação do diâmetro hidrodinâmico e do potencial 

zeta, de forma a registrar o comportamento coloidal e as alterações de carga superficial 

decorrentes das deposições sucessivas de PLA e de HA. 

3.4.3. Ensaio de Internalização Celular  

O ensaio de internalização citoplasmática 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 e 5 × 10⁵ células 

por poço, em placas de 24 poços contendo 500 µL de meio, e incubadas a 37 °C, sob 

atmosfera de 5% de CO₂. Para o monitoramento da captação celular, as nanopartículas 

foram complexadas com siRNA marcado com o fluoróforo FAM™ (Fluorescein 

Labeling Reagent). A marcação foi realizada utilizando o kit Silencer™ siRNA 

Labeling Kit (Invitrogen), seguindo estritamente as especificações do fabricante para 

garantir a estabilidade do sinal fluorescente. As formulações foram adicionadas aos 

poços e incubadas por 4 e 24 horas. 

O estudo foi conduzido em duas etapas experimentais. Na primeira, avaliou-se 

a nanopartícula de PEG-PCL-Mal complexada apenas com siRNA, utilizada como 

formulação de referência, na proporção 1 mg NP : 0,2 µM siRNA. O desenho 

experimental incluiu cinco grupos: (i) controle negativo, composto por células em 

meio de cultura; (ii) controle positivo de transfecção, utilizando Lipofectamina 

RNAiMax em meio Opti-MEM (0,6 µL de siRNA-FAM™ a 10 µM e 1 µL do 

reagente); (iii) siRNA livre, contendo siRNA-FAM™ a 200nM; (iv) nanopartícula de 

PEG-PCL-Mal sem carga de RNA, para avaliação da citotoxicidade intrínseca do 

copolímero; (v) nanopartícula estabilizada durante a síntese com surfactante P407 sem 

carga, para controle de toxicidade do surfactante; (vi) nanopartícula de PEG-PCL-Mal 

sem surfactante complexada ao siRNA-FAM™; e (vii) nanopartícula estabilizada com 

P407 complexada ao siRNA-FAM™. 

Na segunda etapa, avaliou-se o sistema completo incorporando as camadas de 

PLA e HA, nas proporções de 1 mg NP : 0,2 µM siRNA : 0,2 mg PLA : 5 mg HA. 
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Para a formação da plataforma multicamada, utilizou-se uma unidade de 0,05 mg de 

nanopartículas, a qual serviu como suporte para a adsorção de siRNA e o subsequente 

recobrimento polimérico  A montagem seguiu a técnica de deposição eletrostática 

sequencial, conforme descrito no tópico 3.4.1, iniciando-se pela complexação do 

siRNA ao núcleo de PEG-PCL-Mal  (estabilizado com P407), seguida pela adsorção 

da camada catiônica de PLA e, por fim, pela deposição da camada externa aniônica de 

HA. As condições testadas compreenderam: (i) controle negativo (células não 

tratadas); (ii) controle positivo de transfecção; (iii) siRNA-FAM™ livre a 200nM; e 

(iv) sistema multicamada final (NP-P407-siRNA-PLA-HA).  

Após os períodos de incubação de 4 e 24 horas, as células foram submetidas a 

ciclos de lavagem com PBS para remoção de material não internalizado e analisadas 

em citômetro de fluxo modelo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, San Jose, CA, 

USA). O processamento dos dados permitiu a quantificação da fluorescência 

intracelular (canal FL1-A) e a avaliação da integridade morfológica das populações 

celulares por meio dos parâmetros de dispersão de luz (Forward Scatter - FSC-A e 

Side Scatter - SSC-A), possibilitando a análise comparativa da eficiência de 

internalização e da biocompatibilidade sugestiva de todas as formulações, assim como 

dos controles. 
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CAPÍTULO IV: Resultados e Discussão 

    4.1.  Síntese e Caracterização das NPs  

4.1.1. Tamanho e Polidispersão 

A caracterização físico-química das nanopartículas, abrangendo parâmetros 

como diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersidade (PDI), potencial zeta e 

morfologia, constitui uma etapa essencial na otimização do processo de 

nanoprecipitação. Tais propriedades refletem diretamente as variáveis de formulação 

e processamento, permitindo o ajuste racional da síntese e o controle rigoroso da 

estabilidade coloidal do sistema (HERNÁNDEZ-GIOTTONINI et al., 2020).  

Para determinar a melhor condição de síntese, foram avaliados  dois 

surfactantes, P407 e PVA, em comparação a uma condição de controle (sem 

surfactante). A escolha desses surfactantes se baseou, principalmente, em suas 

características de biocompatibilidade e baixa toxicidade (SUN et al., 2019; 

BLONDER et al., 1999).  

A técnica de DLS não só foi empregada para a caracterização inicial das 

nanopartículas, mas também para monitorar as alterações nas propriedades físicas e 

superficiais durante as diferentes etapas de funcionalização, como apresentado na 

Figura 3. Isso permitiu comparar as condições das partículas modificadas com as 

partículas não modificadas ao longo do processo. 

A curva Controle (quadrados cinzas) representa a síntese sem surfactante. As 

curvas PVA (círculos vermelhos) e P407 (triângulos azuis) indicam a presença dos 

respectivos surfactantes na formulação. O eixo X mostra o diâmetro da partícula em 

nanômetros (nm) e o eixo Y representa a intensidade da dispersão de luz em 

porcentagem (%). As medições foram feitas por DLS para avaliar o efeito dos 

surfactantes no tamanho das nanopartículas 

Os valores de tamanho médio (nm), Desvio padrão e DPR% (Desvio Padrão 

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

A análise de tamanho das nanopartículas sintetizadas, apresentada na Figura 3 

e na Tabela 1, demonstrou o impacto significativo dos surfactantes na estabilidade e 
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no diâmetro hidrodinâmico. Na Figura 3, ao mostrar a distribuição do diâmetro das 

partículas para cada condição de síntese, observa-se que a condição Controle e a com 

PVA resultaram em distribuições mais amplas, indicando uma maior heterogeneidade 

nos tamanhos das nanopartículas. Por outro lado, a condição com P407 apresentou 

uma distribuição estreita, evidenciando uma maior uniformidade e estabilidade do 

sistema. 

 

Figura 3. Distribuição do diâmetro de nanopartículas em diferentes condições de síntese. O perfil do DLS 

ilustra o impacto da adição de surfactantes no controle do diâmetro hidrodinâmico durante o processo de 

nanoprecipitação. A curva Controle (quadrados cinzas), correspondente à síntese sem estabilizante, revela um 

sistema polidisperso com tendência à agregação. A utilização de PVA (círculos vermelhos) resultou em um 

perfil com deslocamento para maiores diâmetros e alta polidispersão. Em contraste, a formulação contendo 

P407 (triângulos azuis) apresentou o melhor desempenho de estabilização, exibindo um pico de intensidade 

estreito e monomodal focado na região de nanômetros, o que justifica a seleção do P407 (1% m/v) como o 

surfactante padrão para as etapas subsequentes de adsorção de RNA e recobrimento polimérico. 

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

nanopartículas 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 aplicação. O P407 atua como um surfactante biocompatível, aprimorando a 

entrega de medicamentos ao estabilizar as nanopartículas e formar micelas para 

encapsular fármacos hidrofóbicos (NUGRAHA; ANGGADIREDJA; 

RACHMAWATI, 2022). Sua ação de estabilização ocorre por dois mecanismos 

principais, impulsionados por sua natureza anfífila (SAKHI et al., 2023). 

Primeiramente, o impedimento estérico se manifesta devido à estrutura de copolímero 

em bloco do P407, com cadeias hidrofílicas de óxido de polietileno (PEO) e 

hidrofóbicas de óxido de polipropileno (PPO). Os segmentos de PPO se ancoram à 

superfície das nanopartículas, enquanto as cadeias de PEO se estendem para o meio 

aquoso, formando uma barreira física que impede a aglomeração por repulsão estérica 

(SANTOS et al., 2020). Em segundo lugar, essa mesma organização dos blocos 

diminui a tensão interfacial entre as fases hidrofóbicas e aquosas, o que contribui para 

estabilizar as nanopartículas e prevenir a sua agregação (SANTOS et al., 2020). 

Embora em doses muito altas, o P407 possa causar hiperlipidemia, toxicidade renal e 

vacuolização do fígado em estudos com animais, as doses clínicas para aplicações de 

entrega de medicamentos são mantidas abaixo dos níveis (cerca de 400mg/kg do 

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

Em contraste, as nanopartículas sintetizadas com PVA e as do grupo controle, 

exibiram tamanhos médios significativamente maiores e distribuições mais dispersas, 

com DPR% acima de 40%, indicando um alto grau de aglomeração. Diferentemente 

dos surfactantes típicos, o PVA não possui uma estrutura de cauda hidrofóbica e 

cabeça hidrofílica, mas atua como um estabilizador ao aderir à superfície das partículas 

por meio de ligações de hidrogênio e criar uma camada hidrofílica protetora, 

oferecendo, portanto, uma estabilização estérica e eletroestérica que previne a 

agregação das nanopartículas (HONG; HONG; SHIM, 2007). 

Com base nesses resultados, a presença de P407 foi determinante para a 

produção de nanopartículas com diâmetro hidrodinâmico abaixo de 100 nm e com alta 

estabilidade, atendendo a um requisito crucial para a aplicação desejada. Dessa forma, 

o P407 foi selecionado para ser parte da formulação do carreador em desenvolvimento. 
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Tabela 1. Diâmetro hidrodinâmico médio das nanopartículas sintetizadas em diferentes formulações  

 Diâmetro hidrodinâmico 

médio (nm) 

Desvio padrão DPR% 

Controle 280,3 130,7 46,6% 

PVA 240,6 105,5 43,8% 

P407 72,6 12,2 16,9% 

Como extensão, realizou-se a avaliação da estabilidade temporal do diâmetro 

hidrodinâmico das nanopartículas. O monitoramento da estabilidade coloidal é um 

fator determinante para sistemas destinados ao armazenamento em meios aquosos, 

visto que oscilações no diâmetro médio ou o surgimento de populações agregadas 

podem comprometer o desempenho terapêutico. Nesse contexto, micelas poliméricas 

constituídas por copolímeros em bloco, como o PEG-PCL, são frequentemente 

descritas como estruturalmente estáveis em virtude de seus baixos valores de CMC, o 

que favorece a integridade da nanoestrutura mesmo sob condições de diluição 

(ALAMI-MILANI et al., 2018; BABANYINAH et al., 2024). 

Os resultados apresentados na Figura 4 demonstram que a formulação de PEG-

PCL-Mal estabilizada com P407 a 1% (triângulos azuis) mantém, imediatamente após 

a síntese, uma distribuição de tamanho estreita e monomodal, com pico abaixo de 100 

nm. Após 60 dias de armazenamento sob refrigeração (4 °C) (hexágonos verdes), 

observa-se a preservação do pico principal em aproximadamente 72 nm. Essa 

persistência confirma a capacidade do P407 em estabilizar a população majoritária e 

indica a ausência de um colapso estrutural generalizado do sistema. 



 

58 

 

 

Figura 4. Estabilidade temporal da distribuição de tamanho NP de PEG-PCL-Mal (P407 1%).O perfil de DLS 

compara a Análise imediata (triângulos azuis) com a Análise após 60 dias de armazenamento (pentágonos 

verdes). A persistência do pico primário em aproximadamente 72,6 nm evidencia a robustez da formulação 

original e a eficácia do P407 na manutenção da população majoritária. Em contrapartida, o surgimento de uma 

segunda população polidispersa entre 300 nm e 800 nm indica a formação de clusters metastáveis e processos 

de agregação parcial. Esses fenômenos, embora não representem o colapso completo do sistema, são 

característicos do envelhecimento de micelas em solução aquosa e sinalizam uma transição para uma 

distribuição multimodal sob armazenamento prolongado. 

Entretanto, o surgimento de uma segunda população polidispersa na faixa de 

300 a 800 nm revela a ocorrência de processos de agregação parcial ao longo do tempo. 

Essa distribuição multimodal é característica do envelhecimento de sistemas em 

solução aquosa, onde a estabilização estérica é suficiente para manter a maior parte 

das nanopartículas isoladas, mas não impede completamente eventos de colisão e 

fenômenos de bridging entre frações da amostra. Estudos de estabilidade enfatizam 

que a agregação parcial é virtualmente inevitável em sistemas nanométricos, 

dependendo da composição e do tempo de estocagem (HUSSAIN et al., 2023). Em 
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sistemas de nanopartículas lipídicas e micelares estabilizados por poloxamer, reduções 

na quantidade de surfactante ou envelhecimento também levam a aumento de tamanho 

e queda na concentração de partículas, efeito atribuído à coalescência/agrupamento 

progressivo. Assim, ainda que a formulação se mostre globalmente estável do ponto 

de vista da fração majoritária nanométrica, a detecção dessa população agregada 

evidencia um desafio intrínseco à manutenção da estabilidade coloidal em longo prazo 

e reforça a necessidade de otimização de parâmetros de formulação e condições de 

estocagem para minimizar a formação de partículas suprananométricas indesejáveis 

(RIBEIRO et al., 2018) 

Em termos de aplicação biológica e farmacêutica, esses resultados indicam 

alguns caminhos importantes. Primeiro, é necessário estabelecer um prazo de validade 

rigoroso para garantir que essa parcela de agregados não comprometa a segurança ou 

a eficiência do tratamento no corpo. Além disso, pode-se avaliar formulações 

otimizadas por meio de ajuste na concentração de P407 ou do próprio polímero, por 

exemplo, de modo a retardar a agregação das nanopartículas. Por fim, o uso de 

protetores térmicos e a conservação no estado sólido (liofilização) surgem como boas 

alternativas para evitar que essas partículas maiores apareçam, mantendo a estrutura 

original das micelas por períodos mais prolongados.  

 

4.1.2. Potencial Zeta e Ponto Isoelétrico (pI)  

Para complementar essa análise, buscou-se determinar o ponto isoelétrico (pI) das 

nanopartículas. O pI, definido como o pH em que a carga líquida da nanopartícula é 

zero, é um parâmetro fundamental para prever e controlar sua carga superficial em 

diferentes condições. A carga superficial varia em função do pH: as nanopartículas se 

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

O fato de as micelas de PEG-PCL-Mal serem sensíveis ao pH, devido à capacidade 

de ionização do grupo maleimida, torna-se crucial entender como essa variação de 

carga superficial ocorre. Isso porque a carga superficial das nanopartículas influencia 

diretamente a interação com barreiras biológicas, a biodistribuição e a captação celular  

(CARRASCO et al., 2021). Enquanto micelas comuns podem liberar o medicamento 

em qualquer lugar, as sensíveis ao pH são capazes de se manter intactas no sangue, em 
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pH fisiológico normal de aproximadamente 7,4. No entanto, em ambientes mais 

ácidos, 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 fármaco  exatamente no 

local desejado (ZHOU et al., 2018). Essa liberação seletiva aumenta a concentração 

do medicamento no alvo, tornando-o mais eficaz, e reduz a quantidade de 

medicamento que atinge tecidos saudáveis, resultando em um tratamento mais seguro 

e com menos efeitos colaterais.  

A análise do potencial zeta em função 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 (pI) da nanopartícula está em um pH inferior a 2. 

Esse resultado está condizente com a literatura sobre nanopartículas de PEG-PCL, que 

demonstra que essas micelas tendem a manter uma carga levemente negativa a quase 

neutra (BEHL et al., 2023). A funcionalização com o grupo maleimida  teve um 

impacto mínimo no potencial zeta original das micelas, o que era esperado, já que 

esses grupos são, em sua maioria, neutros (LI; TAKEOKA, 2013).  
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Figura 5. Variação do Potencial Zeta em Função do pH da NP de PEG-PCL-Mal (P407 1%). O gráfico 

apresenta o comportamento eletrocinético das nanopartículas originais frente à variação da concentração 

hidrogeniônica 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 

medições independentes, com as respectivas barras de erro indicando o desvio padrão. Observa-se o ponto de 

carga zero em pH 2,0, seguido por um decréscimo na carga superficial que se estabiliza em patamares aniônicos 

a partir de pH 5,0. 

A carga superficial negativa em pH fisiológico (~7,4) e em ambientes 

endossômicos (~5-6) sugere que as interações eletrostáticas com biomoléculas de 

carga negativa, como o RNA, não seriam favoráveis. Portanto, a adsorção de RNA à 

superfície da nanopartícula, caso observada, não se basearia na atração eletrostática, 

apontando para a importância de outros mecanismos de ligação. Dessa forma, a 

estratégia de adsorção se concentraria nas interações mediadas pelos grupamentos de 

maleimida. Essas interações representam a aposta principal para a ligação do RNA à 

nanopartícula, embora a literatura aponte que a conjugação eficiente entre maleimida 
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e RNA requer a modificação do RNA com a adição do grupamento tiol (SHAO et al., 

2023).  

Adicionalmente, a variação do potencial zeta mostra que a carga se torna 

progressivamente mais negativa com o aumento do pH, atingindo um platô entre pH 

5 e 6, e continuando a diminuir até o pH 8. Sugere-se que esse comportamento garanta 

uma estabilidade coloidal razoável da suspensão, pois a repulsão eletrostática entre as 

partículas as impede de se aglomerarem, o que é um fator positivo para a formulação 

do sistema de entrega. 

Dessa forma, a estabilidade da carga superficial das NPs foi avaliada por meio 

de medições de potencial zeta em dois momentos distintos, com um intervalo de dois 

meses. A tabela 2 mostra que, na análise imediata à sua síntese, o potencial zeta médio 

era de -10,4 mV com um DPR% de 6,5%. Dois meses depois, o potencial zeta 

apresentou um valor de -13,01 mV, com um DPR% de 10,5%. A variação 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 alteração nas propriedades da suspensão. Esse comportamento pode ser 

influenciado principalmente por dois fatores. O primeiro é a estabilização estérica, um 

efeito causado tanto pelo surfactante quanto pela camada de PEG na superfície (HOU 

et al., 2022; SANTOS et al., 2020). O segundo é a baixa Concentração Micelar Crítica 

(CMC) das micelas de PEG-PCL, auxiliando que elas permaneçam estáveis e intactas 

mesmo em baixas concentrações (HOU et al., 2022). Portanto, a estabilidade coloidal 

sugerida é confirmada por esses resultados.  

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

Data da medição Potencial Zeta 

médio (mV) 

Desvio padrão DPR% 

Análise imediata -10,4 0,6 6,5% 

Análise após 60 dias de 

armazenamento (4ºC) 

-13,01 1,3 10,5% 
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   4.1.3. Esterilidade  

 

A verificação da esterilidade das nanopartículas constitui uma etapa essencial 

para assegurar a segurança e reprodutibilidade das formulações em estudos biológicos, 

evitando interferências nos ensaios celulares subsequentes. Para essa avaliação, 

amostras de PEG-PCL-Mal foram sintetizadas sob duas condições distintas, em 

bancada aberta e em fluxo laminar, e, posteriormente, incubadas por sete dias a 37ºC 

e 5% CO2 em meio RPMI 1640, com e sem antibiótico. Parte das amostras também 

foi submetida à filtração em membrana de 0,22 µm para comparação do efeito desse 

tratamento. 

Após o período de incubação, não foram observados sinais de contaminação 

microbiana em nenhuma das condições testadas. O meio permaneceu límpido e 

inalterado, sem evidência de turbidez, crescimento celular ou alterações morfológicas, 

conforme verificado por inspeção visual e microscopia óptica (Figura 6).  

                                                        Sem antibiótico   |    Com antibiótico  

 

NP sintetizada em fluxo laminar 

NP sintetizada em bancada livre 

F: filtrado 

SF: Não filtrado 

 

Figura 6. Verificação visual de esterilidade e ausência 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, 

após o período de incubação, permanece translúcido e com coloração inalterada em todas as condições testadas, 

tanto em fluxo laminar quanto em bancada livre. A ausência de turbidez ou depósitos é um indicativo visual 

direto de que o sistema está livre de contaminação microbiana, validando os protocolos de assepsia adotados 

durante a síntese e o pré-tratamento das nanopartículas. 

Esses resultados indicam que o processo de nanoprecipitação apresenta baixo 

risco intrínseco de contaminação, possivelmente devido à utilização de solventes 

orgânicos voláteis e ao tempo reduzido de exposição ambiental durante a síntese, que 
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limitam a sobrevivência microbiana (WATCHARADULYARAT et al., 2023). A 

ausência de crescimento mesmo nas amostras produzidas em bancada aberta 

demonstra que o controle ambiental, embora desejável, não é essencial para evitar uma 

contaminação microbiológica neste tipo de sistema. Ainda assim, a filtração por 

membrana de 0,22 µm mostrou-se uma medida eficaz para eliminar eventuais 

contaminantes residuais, assim como agregados, e garantir a segurança microbiológica 

e estabilidade coloidal das formulações, assegurando a adequação das nanopartículas 

para os ensaios celulares subsequentes. 

 

 

    4.2. Resultados do Estudo de Adsorção de RNA  

4.2.1. Eficiência de Adsorção 

Para avaliar a adsorção entre as nanopartículas de PEG-PCL-Mal e o RNA, 

utilizou-se o RNA de levedura como modelo. Essa escolha é uma estratégia 

metodológica justificada na fase inicial de formulações de sistema de entrega de ácidos 

nucleicos, não apenas pela similaridade de sua natureza polianiônica 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 o RNA de 

levedura interage com a superfície de nanopartículas de forma análoga ao siRNA 

(WILLIFORD et al., 2014). As interações eletrostáticas são a força principal nos 

sistemas de nanopartículas poliméricas-RNA (CORNEBISE; BARBER, 2022; 

JIANG; ABEDI; SHI, 2023), porém vale ressaltar que ligações de hidrogênio, forças 

de van der Waals e efeitos hidrofóbicos e estruturais também contribuem para a 

estabilidade e função do complexo (CORNEBISE et al., 2022). 

Nesse contexto, o objetivo principal do uso do RNA de levedura é a 

investigação de fenômenos de adsorção mais gerais, como a avaliação das alterações 

na carga superficial, no tamanho e na capacidade de ligação das nanopartículas. Isso 

permite, portanto, a realização de ensaios preliminares em larga escala, ajustando as 

condições de adsorção de forma eficiente antes de se prosseguir com o uso do siRNA, 

que possui maior valor agregado.  
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Contudo, é crucial reconhecer as limitações 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 

heterogênea com uma ampla gama de tamanhos e conformações estruturais. Por outro 

lado, o siRNA é uma molécula curta e bem definida, com uma estrutura de fita dupla 

de aproximadamente 21-23 nucleotídeos (ELBASHIR; LENDECKEL; TUSCHL, 

2001). Essa diferença estrutural e dimensional implica que os resultados de adsorção 

obtidos com o RNA de levedura podem não mimetizar perfeitamente o 

comportamento do siRNA. Adicionalmente, sabe-se que as características do RNA, 

como ser de fita simples ou dupla, afetam diretamente a sua taxa de adsorção (COX; 

LIM; CHUNG, 2022). Nesse sentido, aqueles com fita dupla tendem a ter uma taxa de 

adsorção mais lenta em comparação 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 liberação e a atividade biológica 

do complexo final (BONNEAU et al., 2023). Portanto, para a realização de estudos 

funcionais e avaliações de eficácia terapêutica, o uso do siRNA autêntico é 

indispensável para assegurar a relevância e a precisão dos resultados. 

Estabelecida a justificativa da escolha inicial pelo RNA de levedura como 

modelo experimental, a caracterização da interação entre esse material genético e as 

nanopartículas de PEG-PCL-Mal foi conduzida através de três abordagens 

complementares. Essas metodologias visam correlacionar a massa de RNA adsorvida 

com as alterações físico-químicas e a estabilidade do complexo formado. Assim, a 

eficiência de adsorção foi quantificada e validada pelos seguintes métodos: 

 

a) Avaliação por espectrofotometria  

A Figura 7 ilustra a porcentagem de RNA adsorvido (eixo Y) em função das 

diferentes proporções mássicas de RNA para cada 1 mg de nanopartícula (eixo X). A 

análise demonstra uma alta eficiência de adsorção em todas as proporções testadas, 

com a proporção mais baixa (0,005 mgRNA:1mgNP) atingindo uma adsorção próxima 

de 100 %, um comportamento esperado para sistemas otimizados onde as interações 

entre o RNA (molécula carregada negativamente) e o carreador (geralmente carregado 

positivamente) são fortes (GOROHOVS; DEKHTYAR, 2025).  
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Figura 7. Porcentagem de RNA adsorvido nas nanopartículas em função da proporção mássica de mg de RNA 

por 1 mg de NP. O gráfico apresenta a eficiência de adsorção do material genético à superfície das 

nanopartículas. O eixo das abscissas detalha as proporções mássicas testadas, variando de 0,005 a 0,06 mg de 

RNA para cada 1 mg de nanopartícula, 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 padrão.  

À medida que a proporção de RNA é aumentada, a porcentagem de RNA 

adsorvido  diminui gradualmente. Isso implica que maiores concentrações da 

biomolécula em solução estão em equilíbrio com maiores concentrações da 

biomolécula adsorvida, como esperado. Esse comportamento  pode ser explicado  

pelos princípios de interação entre superfícies e adsorvatos. No caso deste trabalho, 

por utilizar-se um pool de RNA de levedura que é intrinsecamente heterogêneo em 

tamanho e conformação (HUANG et al., 2013,) podem ser observadas interações 

menos eficientes com os sítios de ligação da nanopartícula, resultando em variações 

na adsorção que dependem da posição e da forma como as diferentes moléculas de 

RNA interagem com o carreador. Além disso, a heterogeneidade da superfície das 

nanopartículas e das próprias biomoléculas influencia a interação de forma dependente 

da massa das moléculas envolvidas (HUANG et al., 2013).  



 

67 

 

Em um pool heterogêneo de RNA, as moléculas maiores ou com conformações 

menos compactas podem competir pelos sítios de ligação de forma menos ideal do que 

as moléculas mais compactas (ARMANIOUS et al., 2022). Ao se ligarem, essas 

moléculas maiores podem ocupar o espaço de forma ineficiente ou até mesmo impedir 

a ligação de outras moléculas nas proximidades, um fenômeno que se torna mais 

evidente em altas concentrações de RNA, onde os sítios de adsorção são limitados 

(ARMANIOUS et al., 2022). Essa variação na interação é análoga ao que ocorre em 

estudos com outras biomoléculas heterogêneas, como proteínas, onde o 

comportamento de adsorção é influenciado pela nanoestrutura da superfície para 

moléculas pequenas, mas moléculas grandes tendem a "envolver" as nanopartículas, 

reconhecendo menos as diferenças de superfície (HUANG et al., 2013). De forma 

similar, moléculas de RNA de diferentes tamanhos interagem com eficiências 

variadas, levando à redução da porcentagem total adsorvida quando a saturação é 

atingida. 

Como uma forma alternativa de representar a interação superficial, a Figura 8 

ilustra a isoterma de adsorção do RNA de levedura nas NPs. O gráfico correlaciona a 

massa de RNA livre em suspensão (eixo X, RNAeq em mg) com a proporção inicial 

de RNA adicionada por miligrama de nanopartícula (eixo Y). O comportamento da 

curva exibe um incremento linear da fração não adsorvida em resposta ao aumento da 

carga inicial, o que poderia sugerir uma tendência de conformidade ao Modelo de 

Adsorção de Langmuir (XU et al., 2022). Esse modelo assume que a adsorção ocorre 

em sítios específicos e limitados na interface da nanopartícula, resultando na formação 

de uma monocamada molecular, onde o excedente de RNA permanece livre na fase 

contínua após a ocupação total dos sítios disponíveis. 

Contudo, se esse ajuste for verdadeiro, a curva parece estar interrompida, 

indicando que  para a confirmação definitiva do modelo de Langmuir, é necessário a 

inclusão de novos pontos experimentais com concentrações de RNA superiores às 

testadas. Assim, o objetivo seria identificar a região de flexão da curva, onde atingiria 

um platô, conforme previsto pelo modelo. Por outro lado, a magnitude das barras de 

erro nos pontos de maior concentração (0,03 a 0,05 mg de RNA) permite 

interpretações ambivalentes, incluindo a possibilidade de o sistema seguir um perfil 

de adsorção em multicamadas. Portanto, para ratificar essas hipóteses e sanar as 

ambiguidades interpretativas, faz-se necessário o refinamento do ensaio, ampliando a 
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razão RNA:NP e buscando a redução da variabilidade experimental para estabilizar as 

barras de erro. 

 

Figura 8. Isoterma de adsorção do RNA de levedura nas nanopartículas. O gráfico apresenta a correlação entre 

a proporção de RNA adicionada ao sistema e a massa de material genético que permanece não adsorvido (livre 

em suspensão) após o equilíbrio coloidal. O eixo das ordenadas indica a proporção inicial de RNA por 

miligrama de nanopartícula (mg RNA : 1 mg NP), enquanto o eixo das abscissas detalha a massa de RNA em 

equilíbrio (RNAeq) em miligramas. Os pontos experimentais estão representados com suas respectivas barras 

de erro (desvio padrão, n=3). 

b) Avaliação indireta por meio do Potencial Zeta  

Como metodologia complementar para a comprovação da adsorção, análises 

de potencial zeta pela técnica de ELS também foram realizadas. De forma análoga à 

metodologia de adsorção já descrita, o ensaio consistiu em fixar a massa das 

nanopartículas e variar a quantidade de RNA adicionado, com o objetivo de monitorar 

o comportamento dessa interação e obter indícios da ocorrência de adsorção. Nesse 

sentido, o potencial zeta, que reflete a carga superficial das nanopartículas, é um 

parâmetro altamente sensível à adsorção de biomoléculas como RNA e DNA 
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(CARVALHO et al., 2018; STETEFELD et al., 2016; VOGEL et al., 2017). Quando 

o RNA se liga à superfície da nanopartícula, o potencial zeta se altera, o que indica 

uma ligação bem-sucedida e mudanças na química superficial do material 

(STETEFELD et al., 2016). Assim, a análise do potencial zeta pode ser usada para 

monitorar a cinética de adsorção em tempo real. Nesse contexto, espera-se que, à 

medida que as biomoléculas são adicionadas às nanopartículas, a medição do potencial 

zeta mostra um aumento progressivo da carga negativa até atingir a saturação. Esse 

comportamento permite a construção de curvas de calibração para prever a quantidade 

de ácido nucleico adsorvido.   

A Figura 9 ilustra a variação do potencial zeta das nanopartículas em função 

do aumento da proporção mássica de RNA de levedura adicionado (RNA:1mg NP em 

mg) em pH 5,5. Nessa perspectiva, o ensaio revelou um comportamento coerente com 

o esperado para a adsorção de uma biomolécula aniônica (GOROHOVS; 

DEKHTYAR, 2025). O gráfico demonstra uma tendência progressiva de aumento da 

carga negativa, variando de aproximadamente -9mV nas proporções iniciais para cerca 

de -20mV nas concentrações mais elevadas.  

Essa acentuação da negatividade do potencial zeta é a evidência primária da 

ligação bem-sucedida do RNA, que possui carga negativa, à superfície da 

nanopartícula, indicando uma alteração na química superficial do material. A partir da 

proporção de 0,25mg de RNA por 1mg de NP em diante, observa-se uma atenuação 

na taxa de variação da carga, culminando em um platô de saturação por volta de 0,30 

mgRNA:1mgNP. Este comportamento indica que os sítios de ligação da nanopartícula 

estão saturados. Apesar da nanopartícula possuir uma carga basal negativa, a adsorção 

do RNA ocorre e a carga do sistema se torna ainda mais negativa. Isso sugere que as 

interações de estabilização não dependem unicamente da atração eletrostática, mas são 

impulsionadas por outros mecanismos, como as ligações mediadas pelo grupo 

maleimida ou forças de van der Waals, o que está em concordância com a hipótese de 

que a conjugação com a maleimida contribui de forma importante para a fixação do 

RNA (GOROHOVS; DEKHTYAR, 2025).  

O ponto de saturação identificado por essa curva é fundamental para validar os 

resultados da quantificação por balanço de massa e para a modelagem de isoterma de 

adsorção, fornecendo a proporção ideal que maximiza a carga de RNA e mantém a 

estabilidade do complexo. 
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Figura 9. Variação do Potencial Zeta das Nanopartículas em função da proporção de RNA de levedura 

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

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

eixo das abscissas detalha a proporção de RNA adicionado por miligrama de nanopartícula (mg RNA : 1mg 

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

concentração de RNA, partindo de aproximadamente -9mV e atingindo um patamar de saturação próximo a -

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

medições independentes, com as barras de erro indicando o desvio padrão. A acentuação da carga negativa 

constitui evidência física direta da adsorção do RNA à superfície da nanopartícula. 

c) Avaliação indireta por Eletroforese 

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

metodologias de verificação de adsorção, por ser uma técnica usualmente empregada 

para confirmar a eficiência de complexação entre os componentes (AYDIN et al., 

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

com brometo de etídio, um agente que se intercala entre os pares de bases de ácidos 

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

RNA simples fita, este composto também é usado. A intercalação permite que a 
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migração do RNA seja visualizada sob exposição à luz UV (PUGSLEY et al., 2022). 

O gel foi submetido a uma diferença de potencial de 70 V. Em condições normais, 

moléculas de ácidos nucleicos migram em direção ao polo positivo, devido à sua carga 

negativa. No entanto, quando o RNA se encontra adsorvido a uma superfície 

polimérica, a hipótese é que o complexo apresenta padrão de migração mais lento, 

podendo ficar retido no poço de aplicação, o que indicaria uma formação estável.  

O ensaio de eletroforese (Figura 10) foi conduzido com a seguinte disposição 

dos poços no gel: o poço (1) (Padrão) continha o marcador de DNA (100 pb), essencial 

para estabelecer a referência de migração no gel; o poço (2) (RNA naked) serviu como 

controle negativo de adsorção, contendo o RNA  de levedura livre, onde se esperava a 

migração completa da banda de ácido nucleico em direção ao polo positivo; o poço (3) 

(NP naked) continha apenas o polímero carreador, sendo um controle para verificar a 

migração intrínseca do nanoparticulado; já os poços (4) e (5) (Ads) representam os 

resultados da complexação RNA-Polímero em diferentes eficiências de adsorção. 
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Figura 10. Ensaio de Eletroforese em Gel de Agarose para Avaliação da Complexação de RNA a NP de PEG-

PCL-Mal. A imagem apresenta o perfil de migração eletroforética sob luz ultravioleta. A canaleta (1) contém 

o marcador de massa molecular (100 pb). A canaleta (2) apresenta o RNA livre (naked), evidenciando a 

migração em direção ao polo positivo. A canaleta (3) contém as nanopartículas puras (naked). As canaletas (4) 

e (5) representam o ensaio de adsorção em diferentes condições de saturação calculadas  (100% e 40%, 

respectivamente). 

 Se fosse possível verificar a adsorção por essa metodologia, haveria dois 

resultados distintos. O poço (4) (Ads 100%) ilustra a complexação ideal, onde a 

retenção total da banda no poço indicaria que 100% do RNA está firmemente 

adsorvido ao polímero. Em contraste, o poço (5) (Ads 40%) ilustra uma complexação 

parcial, onde 40% do RNA está adsorvido, o que poderia resultar no aparecimento de 

uma banda migratória no gel, que corresponderia ao RNA livre (não adsorvido). 

Contrariamente ao que se esperava, não foi observada a retenção do RNA 

quando complexado ao polímero uma vez que o gel foi submetido à diferença de 

potencial. No poço (4), notou-se que o padrão de migração do RNA foi o mesmo que 

o RNA livre (poço 2). Esse resultado sugere que ocorreu a liberação do ácido nucleico 

da superfície do polímero mediante aplicação do campo elétrico, permitindo sua 

migração no gel. Diante dessa observação, o ensaio de eletroforese mostrou-se, nesta 

etapa, inconclusivo para a comprovação da complexação sob influência de campo 

elétrico. A migração observada indica que a força eletromotriz aplicada pode ter 

superado as interações entre o RNA e a superfície de maleimida, ou que as condições 

do tampão de corrida interferiram na manutenção da ligação. Portanto, faz-se 
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necessária a inclusão das amostras com o recobrimento polimérico (PLA e HA), que 

teoricamente conferem uma proteção adicional e física contra o desprendimento da 

carga genética. 

4.2.2 Modelagem Matemática e Análise dos Parâmetros de Adsorção 

Para uma compreensão aprofundada da interação físico-química entre as 

nanopartículas de PEG-PCL-Maleimida e o RNA, os dados experimentais de potencial 

zeta foram submetidos a um ajuste de modelos matemáticos através do software 

OriginPro®. A modelagem matemática constitui uma ferramenta indispensável em 

estudos de interfaces coloidais, pois permite converter variações experimentais de 

carga superficial em parâmetros quantitativos, como a afinidade de ligação e a 

capacidade de saturação da interface. Esses parâmetros são fundamentais para o design 

racional de nanovetores, pois permitem prever o comportamento do sistema em 

diferentes razões de massa e identificar os limites termodinâmicos que governam a 

estabilidade do complexo. Neste estudo, foram comparadas duas abordagens distintas: 

o modelo de Langmuir na forma exponencial e o modelo sigmoidal do tipo Dose-

Resposta (Hill). Os parâmetros estatísticos e físico-químicos extraídos de ambos os 

modelos testados estão sumarizados na Tabela 3. 
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Tabela 3. Parâmetros estatísticos e físico-químicos obtidos pelos modelos de Langmuir Exponencial e 

Sigmoidal. 

Parâmetro 
Modelo de Langmuir 

(Exponencial) 

Modelo Sigmoidal (Dose-

Resposta) 

Equação y =A0 + A1⋅e−b⋅m    𝑦 = 𝐴1 +
(𝐴2−𝐴1)

1+10((𝑙𝑜𝑔𝑥0−𝑥)⋅𝑝)
 

Platô Inicial 

(mV) 

−9,3(calculado via A0

+A1) 

−9,0 (fixado 

experimentalmente) 

Platô Final (mV) −54,0±106,9 (A0) −19,0 ±0,7 (A1) 

Afinidade / 

Inflexão 
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 suposição de que a adsorção ocorre 

sobre uma superfície homogênea, formando uma monocamada em um número finito 

de sítios equivalentes e independentes (SWENSON; STADIE, 2019). Embora essas 

hipóteses sejam simplificadas, desconsiderando interações laterais e heterogeneidades 

superficiais, o modelo “captura a física essencial” dos fenômenos interfaciais e 

constitui uma base conceitual sólida para extensões mais complexas, como os modelos 

cooperativos ou multissítio (ZHU et al., 2017). Em sistemas envolvendo ácidos 

nucleicos, o modelo de Langmuir é amplamente reconhecido como ponto de partida 

adequado, reproduzindo o comportamento de saturação típico observado em 

superfícies como ouro, sílica, polímeros condutores e matrizes cromatográficas (BAG 

et al., 2021). 

Aplicado em sua forma de decaimento exponencial, o modelo busca descrever 

a dinâmica de saturação da interface coloidal por meio de parâmetros que isolam 

aspectos específicos do processo. Nessa formulação, a variável independente m 

representa a massa de RNA adicionada em relação a uma massa fixa de nanopartículas 

(razão mg RNA : 1 mg NP), atuando como variável motriz da resposta. O parâmetro 

A₁ define a amplitude do processo, isto é, a variação total do potencial zeta atribuída 
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à adsorção; somado a A₀, permite extrapolar o potencial zeta da nanopartícula desnuda 

(m = 0), que no ajuste correspondeu a –9,30 mV, em concordância com o valor 

experimental. O coeficiente b representa a constante de afinidade aparente, 

expressando a rapidez com que o equilíbrio de saturação é atingido: o valor de b = 

0,846 indica interações atrativas significativas entre o RNA e os grupos funcionais da 

superfície, governando a curvatura inicial da queda de potencial. 

Conforme apresentado na Tabela 3, o modelo de Langmuir exibiu um ajuste 

estatístico satisfatório (R² = 0,99). Entretanto, a análise física mostra que o parâmetro 

de equilíbrio A₀ = –54,0 ± 106,9 mV assume um caráter teórico, representando o 

potencial zeta em uma condição ideal de saturação da monocamada. Esse valor excede 

os limites observados experimentalmente, o que sugere que o modelo, embora 

matematicamente preciso, não contempla as restrições físicas reais de empacotamento 

molecular, como as repulsões eletrostáticas 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 correlação quase ideal 

com os pontos experimentais, descrevendo de forma acurada a cinética inicial de queda 

do potencial (regida por A₁ e b). Contudo, observa-se que o modelo projeta um platô 

de saturação excessivamente negativo, indicando que a hipótese de monocamada ideal 

extrapola as condições reais da interface micelar. 

Dessa forma, embora o modelo de Langmuir exponencial descreva 

adequadamente o regime inicial de decaimento do potencial zeta, sua limitação em 

representar transições cooperativas e não lineares motivou o emprego de um modelo 

alternativo, o modelo sigmoidal do tipo dose–resposta (Hill). Este modelo constitui 

uma extensão natural da abordagem de Langmuir, sendo particularmente adequado 

para sistemas em que a adsorção ocorre em múltiplas etapas ou apresenta dependência 

entre os sítios de ligação (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 matemático do modelo, demonstrando uma correlação estatística quase ideal com 

os pontos experimentais. Nota-se que o modelo captura com precisão a cinética inicial de queda do potencial 

(regida pelos parâmetros A1 e b), porém projeta um platô de saturação (A0) em valores excessivamente 

negativos, evidenciando que a monocamada teórica de Langmuir extrapola as restrições físicas reais de 

empacotamento molecular na interface micelar. 

No presente estudo, a relação entre o potencial zeta e a quantidade de RNA 

adicionada às nanopartículas de PEG-PCL-Maleimida apresentou um perfil sigmoide 

característico, sugerindo uma transição gradual entre estados de superfície com 

diferentes densidades de carga.  

Exposto na Tabela 3, na coluna referente ao modelo sigmoidal, o parâmetro 

A₂, fixado experimentalmente em –9,0 mV, representa o limite superior da resposta, 

correspondendo ao potencial inicial da nanopartícula desnuda e garantindo que o 

modelo partisse de um valor físico real (GOROHOVS; DEKHTYAR, 2025). Já o 

parâmetro A₁, obtido em –19,0 ± 0,7 mV, define o platô inferior da curva, ou seja, o 

potencial zeta final alcançado após a saturação da interface com RNA. Diferentemente 

y =A0 + A1⋅e−b⋅m 
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do comportamento teórico previsto pelo modelo de Langmuir, descrito na Tabela 3, 

este valor apresenta concordância direta com os dados experimentais, refletindo a 

saturação eletrostática efetiva da superfície antes da formação de uma monocamada 

ideal (GILBERT et al., 2024).  

O parâmetro x₀, determinado em 0,126 mg RNA/mg NP (Tabela 3), 

corresponde ao ponto de inflexão da curva, análogo à constante EC₅₀ em modelos 

farmacológicos, e representa a condição de meia‑neutralização de carga na interface 

coloidal, interpretação consistente com o uso clássico de modelos de Hill/dose–

resposta em toxicologia e fisicoquímica de adsorção cooperativa. Este ponto indica a 

proporção de RNA necessária para atingir metade da variação total do potencial, sendo 

um marcador direto da capacidade efetiva de recobrimento da nanopartícula 

(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 adsorção. Seu valor elevado de sugere uma 

adsorção fortemente cooperativa, na qual a ligação inicial de moléculas de RNA induz 

rearranjos conformacionais na corona polimérica, aumentando a densidade local de 

carga e favorecendo a adsorção subsequente até o limite de saturação (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 parâmetros da Tabela 3. 

Observa-se que a curva ajustada descreve de forma fiel a transição cooperativa 

da carga superficial, destacando o ponto de inflexão (x₀) e a estabilização em um platô 

final de –19,0 mV. O modelo reproduz com precisão a variação experimental, 

evidenciando três regimes de comportamento distintos: (i) uma fase inicial de pré-

adsorção, correspondente à ocupação parcial dos sítios catiônicos disponíveis uma vez 

que há a funcionalização da NP com a maleimida; (ii) uma região de transição 

acentuada, associada à reorganização cooperativa da camada superficial; e (iii) um 

platô final, indicativo da saturação eletrostática efetiva e da estabilização 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 matemático do modelo de Hill, evidenciando correlação com os pontos experimentais. 

Observa-se que o modelo descreve com precisão a transição cooperativa da carga superficial, reproduzindo o 

comportamento sigmoidal característico da adsorção de RNA. O ponto de inflexão (x₀ = 0,126 mg RNA/mg 

NP) marca a condição de meia-neutralização de carga, enquanto o platô final (A₁ = –19,09 ± 0,70 mV) indica 

a saturação eletrostática efetiva da interface coloidal. Diferentemente do modelo de Langmuir, o ajuste 

sigmoidal reflete de forma mais realista o equilíbrio físico do sistema. 

Dessa forma, o modelo de Hill fornece uma descrição físico-química mais 

abrangente e realisticamente compatível com o comportamento experimental 

observado, capturando fenômenos de cooperatividade e reorganização interfacial que 

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

 

    4.3. Montagem Multicamada e  Internalização Celular 

        4.3.1. Efeito do Recobrimento nas Propriedades das NPs 

A validação do recobrimento com PLA foi realizada por meio do 

monitoramento da inversão do potencial zeta e da variação no diâmetro hidrodinâmico, 
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parâmetros amplamente utilizados como indicadores da formação e saturação de 

camadas Lbl. Revestimentos multicamadas com polieletrólitos são rotineiramente 

avaliados por essa inversão de carga, que sinaliza a troca do polímero dominante na 

interface e a compensação eletrostática entre as camadas (CARO-LEÓN et al., 2025). 

Para este ensaio inicial, utilizou-se a menor carga de RNA testada (0,005mg RNA : 

1mg NP), visto que o foco era validar a arquitetura dos recobrimentos e não a 

capacidade máxima de carregamento, etapa prevista para ensaios futuros com 

formulações mais concentradas. Assim, foi adotada a proporção mássica de 1 mg NP 

: 0,2 mg PLA, valor fundamentado em protocolos descritos para sistemas análogos, 

nos quais quantidades reduzidas de polieletrólito se mostraram suficientes para atingir 

o ponto de inversão de carga sem gerar excesso de polímero livre, preservando a 

estabilidade coloidal e o controle estequiométrico da superfície (MÉNDEZ; LÓPEZ, 

2020; CARO-LEÓN et al., 2025). Os resultados obtidos para esta formulação estão 

sumarizados na Tabela 4. 

Tabela 4. Comparação de Potencial Zeta da NP antes e após o recobrimento com PLA 

 Potencial Zeta 

médio (mV) 

Desvio padrão DPR% 

NP-RNA -9,3 0,4 5,0% 

NP-RNA-PLA +15,8  2,4 15,7% 

A mudança do potencial zeta de –9,3 mV para +15,8 mV após a deposição de 

PLA evidencia a inversão eletrostática característica da etapa de recobrimento 

catiônico, confirmando a formação de uma camada superficial contínua e funcional. 

O predomínio de cargas positivas, atribuídas aos grupos guanidínio da PLA, indica 

estabilização coloidal eficiente e preparo adequado das nanopartículas para a etapa 

subsequente de deposição do ácido hialurônico.  

A análise por DLS demonstrou que as NPs mantiveram o tamanho em escala 

nanométrica, porém revelou a importância 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, próximo ao núcleo original (72,6 nm), 

mas com picos secundários acima de 200 nm sugerindo agregados transitórios ou 

cadeias de polieletrólito não adsorvidas. A presença de picos secundários e ombros 
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acima de 200 nm, contudo, sugere a coexistência de duas populações: uma de 

nanopartículas individuais e uma de agregados transitórios, possivelmente associados 

a cadeias de polieletrólito não adsorvidas. Essa heterogeneidade inicial, contrastada 

pela preservação de uma população majoritária no tamanho alvo, sugere que o 

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

necessidade de pré-tratamentos de refino físico, como a filtração em membranas de 

0,22 μm, recomendada para eliminar subpopulações e estabilizar a dispersão (KIM et 

al., 2019; MARQUES et al., 2022).   

Figura 13. Distribuição de tamanho por intensidade das NP-RNA-PLA antes e após o refino físico. Os 

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

polidisperso com a presença de agregados ou polieletrólitos livres. Os círculos vermelhos ilustram o sistema 

após o armazenamento a 4 °C e filtração em membrana de 0,22 μm, demonstrando a transição para um perfil 

monomodal, com diâmetro hidrodinâmico estabilizado e adequado para a funcionalização subsequente. As 

barras de erro indicam o desvio padrão entre três leituras independentes. 

Com base nessas observações, procedeu-se a uma nova etapa de caracterização 

após um período de repouso de 24 horas a 4 °C, seguida por filtração em membrana 
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de polietersulfona (PES) de 0,22 μm. 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 círculos vermelhos, 

confirmando a obtenção de um sistema predominantemente monomodal e homogêneo. 

A estabilização do diâmetro hidrodinâmico médio em patamares próximos a 100 nm 

após o refino físico não apenas valida a integridade estrutural das nanopartículas 

recobertas com PLA, como também assegura a reprodutibilidade necessária para a 

deposição subsequente da camada de ácido hialurônico.  

É fundamental destacar que, em todas essas modificações e condições de 

armazenamento, o potencial zeta do sistema demonstrou uma estabilidade notável, 

mantendo-se consistentemente na faixa de +15 mV. Essa constância na densidade de 

carga superficial, mesmo diante dos tratamentos visando ao refinamento da amostra, 

confirma que a inversão de carga promovida pela PLA é robusta e que a interface 

catiônica tende a permanecer preservada ao longo do tempo. 

  Após a consolidação do sistema intermediário catiônico, procedeu-se à 

deposição da camada externa de ácido hialurônico, empregando metodologia 

semelhante baseada em interações eletrostáticas sequenciais. Essa etapa é fundamental 

para conferir ao nanovetor uma interface aniônica biocompatível, capaz de reconhecer e 

interagir especificamente com receptores celulares, como o CD44, amplamente expresso 

em células leucêmicas (QIAN et al., 2024; SINANI et al., 2023). A progressão da 

montagem foi monitorada por meio da variação do potencial zeta em função do 

incremento da razão mássica de HA, conforme apresentado na Tabela 5. 

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

 Potencial Zeta 

médio (mV) 

Desvio padrão DPR% 

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 análise dos dados mostra que a adição inicial de HA na proporção 1:1 (NP–

RNA–PLA–1HA) não promoveu a inversão da carga superficial, mantendo o sistema 

fortemente catiônico (+17,9 mV). Esse resultado sugere que, nessa concentração, o 

poliânion atua predominantemente no recobrimento parcial da camada de PLA, sem 

atingir o ponto de compensação eletrostática necessário ao recobrimento completo. 

Com o aumento da proporção para 2:1 (NP–RNA–PLA–2HA), observou-se uma 

redução significativa do potencial zeta para +10,2 mV, indicando o início da 

neutralização parcial das cargas positivas provenientes dos grupos guanidínio da 

poli(L-arginina). A inversão efetiva da polaridade superficial foi atingida apenas na 

razão 5:1 (NP–RNA–PLA–5HA), na qual o sistema apresentou potencial zeta 

negativo (−10,7 mV). Essa transição para o estado aniônico constitui a evidência 

físico-química da formação da camada externa de HA, confirmando o estabelecimento 

da arquitetura multicamada final e a estabilização coloidal do sistema. 

É importante notar que, à medida que a densidade de HA na superfície 

aumenta, o DPR% apresenta uma redução progressiva, decrescendo de 15,7% no 

sistema intermediário para 1,7% na formulação final. Essa tendência pode indicar que 

o recobrimento com HA, além de promover a inversão da carga superficial, contribui 

para a homogeneização e estabilização coloidal do sistema, refletindo maior 

uniformidade das nanopartículas e reprodutibilidade do processo. O diâmetro 

hidrodinâmico obtido nesta etapa, aliado à carga negativa estável, posiciona o 

nanovetor como uma plataforma promissora para estudos de internalização celular e 

silenciamento gênico. 

A Tabela 6 sumariza a evolução do potencial zeta e do diâmetro hidrodinâmico 

em cada etapa do recobrimento, desde a NP estabilizada apenas com P407 até a 

formulação final recoberta com HA. Contudo, a análise da distribuição de tamanho 

para o sistema final revelou um deslocamento expressivo, com populações atingindo 

valores superiores a 200 nm, o que elevou o diâmetro médio da amostra para 167 nm. 

Esse aumento é consistente com dois efeitos relatados em sistemas polieletrólito–

nanopartícula, particularmente em montagens LbL: (i) a passagem pelo ponto de 

neutralização de carga (ζ ≈ 0), na qual as forças repulsivas eletrostáticas são 

minimizadas e as interações de Van der Waals passam a dominar, promovendo 

agregação transitória; e (ii) o fenômeno de bridging, no qual cadeias longas de HA 

parcialmente adsorvidas conectam mais de uma nanopartícula, favorecendo a 
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formação de aglomerados antes da completa sobrecarga aniônica. Situação análoga é 

descrita em sistemas de layered double hydroxides (LDH) e em nanopartículas 

metálicas recobertas por polieletrólitos, nos quais a instabilidade coloidal é observada 

justamente ao atravessar o ponto isoelétrico, gerando aumento de tamanho por 

agregação parcial (SOMOSI et al., 2018; VÁSÁRHELYI et al., 2021).  

Tabela 6. Monitoramento do potencial zeta e diâmetro hidrodinâmico médio durante a montagem LbL 

 Potencial Zeta médio 

(mV) 

Diâmetro hidrodinâmico 

médio (nm) 

 

NP  -10,4 ± 0,6 72,6  ± 12,2  

NP-RNA -9,7 ± 0,6 83 ± 9,9   

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 não foi observado nas formulações 

intermediárias (NP pura ou NP–RNA), nas quais as interações do sistema vigente 

foram suficientes para a manutenção da aparente estabilidade coloidal. Esse contraste 

sugere que a instabilidade observada é induzida especificamente pela etapa de 

recobrimento com ácido hialurônico, durante a qual ocorre a neutralização parcial da 

superfície. Em sistemas LbL, esse evento é frequentemente associado à formação de 

domínios heterogêneos de carga, conhecidos como patch charges, resultantes da 

adsorção incompleta de cadeias poliméricas (SZERLAUTH; MURÁTH; SZILAGYI, 

2020). Esses domínios promovem atrações direcionais entre regiões de carga oposta 

em nanopartículas distintas, facilitando a agregação mesmo quando o potencial zeta 

médio ainda indica estabilidade aparente.  

Esse comportamento também foi relatado em sistemas coloidais recobertos 

com polieletrólitos aniônicos, como poliacrilato e heparina, nos quais a coexistência 

de regiões catiônicas residuais e segmentos aniônicos livres gera uma superfície 

eletricamente heterogênea, propensa a interações entre partículas (PAVLOVIC et al., 
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2016; MEN et al., 2020). Assim, é plausível que o padrão de agregação observado na 

formulação NP–RNA–PLA–5HA decorra desse efeito de patch charge combinado ao 

bridging, caracterizando uma zona de neutralização na qual a cobertura incompleta 

por HA reduz temporariamente a repulsão eletrostática e favorece associações 

transitórias entre partículas. 

Em síntese, os resultados confirmam a viabilidade da estratégia LbL para a 

construção de nanopartículas multicamadas, demonstrando controle sobre a carga 

superficial e a organização interfacial. No que se refere ao diâmetro hidrodinâmico 

médio das etapas intermediárias, uma análise considerando a sobreposição dos desvios 

padrão indica que as formulações se mantiveram em uma faixa de tamanho 

equivalente, sugerindo que as variações dimensionais foram sutis até a etapa final. 

Entretanto, a etapa de recobrimento com ácido hialurônico apresentou instabilidade 

coloidal, possivelmente relacionada à neutralização parcial da carga e à formação de 

domínios heterogêneos de superfície e bridging entre partículas. Esse comportamento, 

amplamente relatado em sistemas LbL, resulta na perda temporária de 

monodispersidade e aumento do diâmetro médio, caracterizando uma fase transitória 

antes da completa sobrecarga aniônica e reestabilização da dispersão. Portanto, etapas 

futuras deverão concentrar-se na otimização da deposição de HA, ajustando razão 

mássica, taxa de adição, tempo de estabilização e condições de esterilidade de síntese, 

de modo a minimizar agregações transitórias, preservar dimensões sub-100 nm e 

assegurar a reprodutibilidade do nanovetor. 

        4.3.2. Análise da Internalização Celular 

A avaliação da performance biológica das nanopartículas, por meio de ensaios 

de internalização em linhagens celulares Jurkat e MOLT-4, constitui uma etapa 

fundamental para a validação da funcionalidade do nanovetor desenvolvido. A 

execução desses ensaios justifica-se pela necessidade de quantificar a eficiência de 

captação celular, bem como de verificar a capacidade da nanoestrutura em transpor 

barreiras biológicas e promover a entrega intracelular do material genético. Nesse 

contexto, a citometria de fluxo apresenta-se como uma ferramenta útil, uma vez que, 

desde sua introdução na década de 1960, consolidou-se como uma das metodologias 

mais robustas da pesquisa biomédica, permitindo a análise multiparamétrica e 

quantitativa de propriedades celulares em nível de célula única (LI et al., 2021). 
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Nessa abordagem experimental, o processo de internalização das 

nanopartículas é monitorado por meio do uso de siRNA conjugado ao fluoróforo 

FAM™, que atua como uma sonda molecular fluorescente. À medida em que há a 

internalização do complexo, seja na arquitetura multicamada final (NP-siRNA-PLA-

HA) ou em formulações intermediárias, a fluorescência emitida pode ser detectada e 

quantificada por citometria de fluxo. O aumento da intensidade de fluorescência 

observado nas populações celulares incubadas com as NPs contendo o agente 

fluorescente, quando comparado ao controle negativo, idealmente constituído por 

células tratadas com nanopartículas não fluorescentes, é interpretado como evidência 

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

Dando continuidade às análises, o foco experimental concentrou-se na 

avaliação da cinética de internalização da estrutura final em células Jurkat após 

períodos de incubação de 4 e 24 horas. O processamento dos dados iniciou-se pela 

estratégia de gating, essencial para a exclusão de detritos e seleção da população de 

interesse. Inicialmente, as células do grupo controle foram delimitadas em gráficos de 

dispersão baseados nos parâmetros forward scatter (FSC-A) e side scatter (SSC-A). 

Enquanto o FSC-A correlaciona-se ao tamanho celular, o SSC-A mensura a dispersão 

de luz lateral em um ângulo de 90°, refletindo a complexidade interna e a granularidade 

da célula. Essa estratégia possibilita o isolamento da população de células com 

membrana mais íntegra, cuja porcentagem foi indicada logo acima do desenho do gate 

(na primeira linha da Figura 17, por exemplo). Essas células são caracterizadas por 

valores mais elevados de FSC-A e SSC-A, permitindo sua distinção em relação a 

detritos subcelulares, geralmente associados a valores reduzidos desses parâmetros, 

decorrentes do preparo das suspensões celulares ou das condições 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 

consistência metodológica necessária para a interpretação dos ensaios de 

internalização em diferentes tempos de incubação e linhagens celulares. 

A partir dessa população selecionada, a captação do siRNA foi observada em 

dot plots relacionando o SSC-A (eixo Y) à intensidade de fluorescência no canal FL1-

A (eixo X). Nesta representação, o eixo Y monitora possíveis mudanças na 

ultraestrutura celular decorrentes do acúmulo citoplasmático das nanopartículas. 

Simultaneamente, o eixo X mostra a porcentagem de células apresentando 
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fluorescência verde em relação ao controle, assim como diferentes níveis de sua 

intensidade (exemplo na  na linha inferior dos gráficos agrupados na Figura 14). Como 

o siRNA está conjugado ao fluoróforo FAM, o deslocamento da população para a 

direita neste eixo funciona como indicador direto de internalização. Assim, quanto 

maior a intensidade no canal FL1-A, maior a carga de material fluorescente associada 

à célula.  

Essa correlação permitiu a segmentação do gráfico em quadrantes. O quadrante 

inferior esquerdo (Q4) agrupa a população negativa, com granularidade basal e 

ausência de sinal fluorescente. Em contrapartida, o quadrante inferior direito (Q3) 

identifica as células positivas que efetivamente incorporaram o siRNA marcado sem 

apresentar alterações estruturais relevantes sob as condições testadas. Dessa forma, os 

resultados foram organizados em colunas, posicionando os gráficos SSC vs. FSC e 

seus respectivos SSC vs. FL1 em um alinhamento vertical. Essa disposição estrutural, 

referida ao longo do texto como set de gráficos agrupados, visa facilitar a correlação 

direta entre o gate da população sob análise e intensidade de sinal.  

O delineamento experimental foi estruturado em duas etapas principais. 

Inicialmente, estabeleceram-se as condições fundamentais, como os controles 

negativos e o controle positivo. Os controles negativos estabelecidos foram: células 

não tratadas, células incubadas com siRNA FAM™ livre, visando confirmar a 

incapacidade de transposição da membrana sem o auxílio de um carreador; e células 

incubadas com nanopartículas puras sem siRNA fluoresecnte (NP naked e NP-P407). 

Como controle positivo para parâmetro de eficácia, utilizou-se o siRNA FAM™ 

complexado à Lipofectamina. Os testes iniciais foram feitos com as estruturas 

experimentais simples representadas pelas NP naked + siRNA FAM™ e NP-P407 + 

siRNA FAM™, com o intuito de comparar a influência do surfactante P407 na 

estabilidade e captação do sistema. Posteriormente, um novo ensaio foi conduzido para 

avaliar a arquitetura multicamada completa, replicando as condições de controles e 

siRNA livre para assegurar a consistência estatística, culminando na análise da 

plataforma final (NP-P407 + siRNA FAM™ + PLA + HA). Todos os ensaios foram 

realizados em duas janelas temporais: 4 e 24 horas de incubação a 37ºC e 5% CO2 . 

A análise da interação com a linhagem Jurkat em 4 horas revelou a definição 

de um gate de linfócitos contendo entre 70,3% e 85,4% das células (Figura 14: a-d), 
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indicando que, mesmo na presença das nanopartículas, a população manteve-se 

agrupada em sua região característica. Esse perfil morfológico sugere uma toxicidade 

preliminar favorável, embora a confirmação da biocompatibilidade dependa de testes 

de viabilidade específicos. Nos gráficos de fluorescência (SSC vs. FL1), o controle 

negativo e as formulações sem marcador concentraram-se no quadrante Q4, atestando 

a ausência de autofluorescência. No ensaio com o marcador FAM™ (e-g), a população 

celular preservou as coordenadas morfológicas do controle, com índices no gate de 

74,6% para a Lipofectamina e entre 72,6% e 83,3% para as formulações 

nanovetorizadas. A eficiência de internalização pode ser observada na linha inferior 

desse conjunto de gráficos agrupados (e-g). O controle positivo com Lipofectamina 

apresentou um deslocamento significativo para o quadrante Q3, atingindo 31,4% de 

positividade devido à sua capacidade de facilitar a entrada de material genético via 

endocitose ou fusão (XU; WANG, 2015). Em contrapartida, as nanopartículas simples 

(f-g) permaneceram no quadrante Q4, com valores residuais de 0,05%. 
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Figura 14. Avaliação por citometria de fluxo da internalização de complexos NP-siRNA em linhagem 

Jurkat após 4 horas de incubação. Os resultados apresentam a análise comparativa entre os controles e 

os sistemas nanovetorizados. A linha superior detalha os os parâmetros de dispersão frontal (FSC-A) 

versus dispersão lateral (SSC-A), com gates de linfócitos. A linha inferior exibe os gráficos de pontos 
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para o canal de fluorescência FL1-A (correspondente ao siRNA FAM™) versus SSC-A. As condições 

apresentadas são: células não tratadas (a) e células incubadas com: siRNA FAM™ isolado (b), NP 

naked (c), NP-P407 (d), lipofectamina contendo o siRNA FAM™, representando o controle positivo 

(e), além das condições de testes  NP naked + siRNA FAM™ (f) e NP-P407 + siRNA FAM™ (g). Os 

dados representam um ensaio único (n=1). 

Ao expandir a investigação para a plataforma multicamada com PLA e HA 

(Figura 15), novamente não foram observadas células fluorescentes para os controles 

utilizados (células não 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 

nanopartículas (Figura 15d). Embora baixo, esse índice supera os valores das NPs 

simples, sugerindo que o recobrimento externo pode estar favorecendo uma interação 

inicial mais robusta com a membrana. 
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Figura 15. Avaliação por citometria de fluxo da eficiência de internalização celular da plataforma 

multicamada em linhagem Jurkat após 4 horas de incubação. Os resultados estão organizados em 

colunas correspondentes por condição experimental para garantir a rastreabilidade dos dados. A linha 

superior apresenta a análise dos parâmetros de dispersão frontal (FSC-A) versus dispersão lateral (SSC-

A), evidenciando o gate de linfócitos com valores  entre 60,7% e 71,9%. A linha inferior exibe a 

distribuição de fluorescência no canal FL1-A versus SSC-A para as respectivas amostras: (a) células não 

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 

FAM™ + PLA + HA). Os dados representam um ensaio único (n=1) 

Dando prosseguimento à análise para a janela de 24 horas (Figura 16), a 

dispersão frontal e lateral permaneceu condizente com as células não tratadas, sem 

alterações na granulosidade ou tamanho. Os índices de eventos no gate referente aos 

parâmetros SSC vs FCS mantiveram-se entre 73,7% a 83,5%, sugerindo que a 

permanência prolongada dos sistemas não induz à fragmentação celular. A análise de 

fluorescência 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 internalização efetiva mediada pelo nanovetor (HU et al., 2020). No set de 

nanosistemas simples (e-g), a Lipofectamina manteve sua eficiência (29,5%), 

enquanto as NPs naked e P407 apresentaram níveis residuais no Q3 próximos a 0,04%. 



 

92 

 

Figura 16. Avaliação por citometria de fluxo da eficiência de internalização celular de complexos NP-siRNA 

em linhagem Jurkat após 24 horas de incubação. A linha superior (a–d e e–g) apresenta a análise de FSC-A vs. 

SSC-A, detalhando o gate de linfócitos com manutenção de eventos situados entre 75,5% e 81,1%. A linha 

inferior correspondente exibe a distribuição de fluorescência (FL1-A vs. SSC-A) nas seguintes condições: (f) 
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células incubadas com NP naked contendo o siRNA FAM™ e (g) células incubadas com NP-P407 contendo 

o siRNA FAM™. Experimento único. 

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

mostrou que a maior parte dos eventos permaneceu nos parâmetros de dispersão 

esperados, com 77,1% da população 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 não houve internalização das nanopartículas frente ao 

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

Figura 17. Avaliação por citometria de fluxo da eficiência de internalização celular da plataforma multicamada 

em linhagem Jurkat após 24 horas de incubação. A linha superior (a–d) detalha a análise de FSC-A vs. SSC-

A, mostrando índice de eventos entre 71,4% e 83,6% da população no gate de linfócitos. A linha inferior 

correspondente exibe os gráficos 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 

único.  
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Expandindo o estudo biológico, foi realizada a análise na linhagem MOLT-4 

para verificar se o perfil de interação da plataforma se mantinha em diferentes modelos 

de leucemia de células T. Os resultados após 4 horas de incubação (Figura 18) 

revelaram, nos gráficos de morfologia (FSC-A vs. SSC-A), uma redução acentuada na 

proporção de eventos dentro do gate em quase todas as condições. Enquanto o controle 

não 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 é atribuída à maior sensibilidade 

biológica da MOLT-4 em comparação à Jurkat (CHI et al., 2022). Contudo, a análise 

de fluorescência (FL1-A vs. SSC-A) ratificou a validade do ensaio: os controles não 

apresentaram sinal positivo, garantindo que qualquer deslocamento das células à 

direita do gráfico seja atribuído ao marcador FAM. No segundo conjunto de gráficos 

do mesmo intervalo (e-g), apenas as células incubadas com Lipofectamina (e) 

apresentaram sinal de fluorescência (21,8%), indicando que as nanopartículas não 

foram capazes de internalizar o siRNA (f e g).   
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Figura 18. Avaliação por citometria de fluxo da eficiência de internalização celular de complexos NP-siRNA 

em linhagem MOLT-4 após 4 horas de incubação. A linha superior detalha os resultados pelos parâmetros 

FSC-A vs. SSC-A, com a retenção de eventos no gate variando entre 26,5% (controle positivo) e 81,1% 
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(controle negativo- células não tratadas). A linha inferior exibe a distribuição de fluorescência no canal FL1-

A versus SSC-A para as controle de células não 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 único. 

A Figura 19 detalha os resultados após 24 horas. Na linha superior (a-g), 

observou-se que entre 70% e 80% das células foram agrupadas nesse gate, índice mais 

elevado que o observado em 4h para as células incubadas com as nanopartículas ou o 

siRNA livre (Figura 18). É possível que após 4h, as células ainda estivessem 

sensibilizadas pelos tratamentos realizados e que tenham se recuparado ao longo das 

horas seguintes.  Nos gráficos de fluorescência, o controle de células não tratadas (a) 

e o siRNA livre (b) permaneceram no quadrante de negatividade (Q4), assim como as 

nanopartículas puras (c e d), que não manifestaram autofluorescência mesmo sob 

exposição prolongada.  

Ao analisar a linha inferior dos conjuntos de gráficos agrupados referentes à 

internalização no período estendido (e-g), os resultados mostraram que, apesar do 

controle positivo confirmar a susceptibilidade da linhagem à transfecção (20,8%), as 

nanopartículas não recobertas foram insuficientes para promover a entrada celular 

efetiva. Com 99,9% da população confinada ao quadrante Q4, evidenciou-se que a 

simples adsorção do siRNA ao núcleo polimérico não basta para garantir a 

internalização na linhagem MOLT-4. 
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Figura 19. Avaliação da eficiência por citometria de fluxo de internalização celular de complexos NP-siRNA 

em linhagem MOLT-4 após 24 horas de incubação. A linha superior (FSC-A vs. SSC-A) detalha os gates de 
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linfócitos apresentando índices de eventos entre 76,7% e 83,9%.  A linha inferior exibe a distribuição de 

fluorescência no canal FL1-A versus SSC-A para as controle de células não 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 único.  

Especificamente para as análises conjuntas das NPs não recobertas com PLA 

e HA, a baixa detecção de fluorescência intracelular fundamenta-se em dois fatores 

principais. No primeiro, considera-se uma cinética de captação inerentemente lenta, 

na qual o período de incubação testado mostrou-se insuficiente para que esses núcleos 

básicos superassem obstáculos como a formação da coroa proteica em meio de cultura. 

Esse fenômeno altera a identidade biológica do nanovetor e retarda sua interação direta 

com a membrana celular (ZHANG; BARZ, 2025; AMAR-LEWIS et al., 2024).  

No segundo fator, a estabilidade termodinâmica excessiva desses complexos 

iniciais atua como um limitante. A forte interação eletrostática entre o siRNA e os 

domínios catiônicos do núcleo torna a dissociação do sistema a etapa crítica do 

processo, resultando em uma liberação citosólica ineficiente no intervalo de tempo 

analisado. Adicionado a isso, a ausência de visualização da fluorescência, 

representando a internalização dessas partículas, pode ser explicada pela proximidade 

excessiva entre os fluoróforos na superfície dessas nanopartículas não recobertas, 

promovendo a supressão de sinal (quenching) por transferência de energia não 

radiativa. Isso dificulta a detecção pelo citômetro mesmo em cenários onde o sistema 

já tenha iniciado o contato com a célula, uma vez que a intensidade de emissão do 

marcador FAM™ é drasticamente reduzida enquanto compactada ao carreador 

(PATEL; IBRAHIM; CHENG, 2021). 

Além disso, a permanência da maioria das células tratadas com as diferentes 

formulações no quadrante de negatividade (Q4) indica que as propriedades 

dimensionais da plataforma multicamada também exercem um papel restritivo. Como 

o diâmetro hidrodinâmico após o recobrimento com HA atingiu patamares próximos 

a 200 nm, pode ter ocorrido um impedimento físico para a entrada nas linhagens 

linfoides Jurkat e MOLT-4. A literatura aponta que a internalização eficiente nesses 

modelos costuma ocorrer com diâmetros inferiores a 100 nm, sofrendo quedas 

drásticas quando o tamanho excede a faixa de 150–200 nm (SANITÀ; CARRESE; 

LAMBERTI, 2020).  Além do fator dimensional, a janela temporal de 24 horas pode 

ter sido insuficiente para a detecção de um sinal expressivo. Esse cenário corrobora 
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estudos com polieletrólitos análogos, onde a liberação efetiva do material genético é 

observada de forma proeminente apenas em períodos superiores a 24 horas (DI 

SILVIO et al., 2019). 

 Por outro lado, esses ensaios permitem começar a traçar uma investigação no 

que se refere ao perfil favorável de biocompatibilidade do sistema. A segurança 

biológica do núcleo de PEG-PCL-Mal é sustentada por sua natureza biodegradável e 

citocompatível, sendo a toxicidade desses transportadores poliméricos geralmente 

considerada desprezível (LIANG et al., 2024; BEHL et al., 2023). Da mesma forma, 

o uso do surfactante P407 em concentrações moderadas não comprometeu a 

viabilidade celular, o que é condizente com sua aplicação em blendas poliméricas 

conforme descrito na literatura (CHI et al., 2022). Embora a estabilidade observada 

nos gráficos de dispersão sugira que os nanovetores não provocam danos imediatos ou 

lise celular, esses dados são indicativos e não substituem métodos quantitativos de 

viabilidade. Assim, para validar definitivamente a citocompatibilidade da plataforma, 

torna-se essencial a realização de testes complementares, como o ensaio de Iodeto de 

Propídio (PI) para avaliar a integridade da membrana ou o teste de MTT para mensurar 

a atividade metabólica celular frente à exposição aos novos nanovetores. 

É relevante ressaltar que os ensaios de citometria de fluxo apresentados 

consistem em experimentos exploratórios únicos, delineados para fornecer uma 

avaliação preliminar acerca do perfil de internalização celular. Por essa razão, as 

conclusões e hipóteses discutidas possuem caráter consultivo e pioneiro, carecendo de 

replicatas experimentais que permitam um tratamento estatístico mais adequado. Tais 

repetições são fundamentais para corroborar as tendências observadas e consolidar as 

evidências científicas necessárias para uma conclusão definitiva sobre o desempenho 

da plataforma multicamada.  
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CAPÍTULO V: Conclusão 

    5.1. Conclusões Gerais do Trabalho 

O presente estudo permitiu o desenvolvimento e a caracterização 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 

nanoprecipitação demonstrou ser altamente eficiente e reprodutível, consolidando-se 

como uma técnica de baixo custo e alta precisão para a formação de núcleos 

poliméricos. A utilização estratégica do surfactante Poloxamer 407 (1% m/v) foi o 

fator determinante para a estabilização do sistema, possibilitando a obtenção de 

nanopartículas com diâmetro hidrodinâmico médio de 72,6 nm e baixa polidispersão. 

As análises de estabilidade temporal confirmaram a robustez da formulação original, 

que preservou suas dimensões nanométricas e propriedades coloidais por 60 dias sob 

refrigeração. Embora os dados indiquem uma tendência favorável à estabilidade, este 

permanece um parâmetro crítico a ser monitorado na formulação final, reforçando a 

importância de otimizar as condições de estocagem para garantir a integridade do 

sistema em longo prazo. 

Complementarmente à análise dimensional, a caracterização do potencial 

superficial revelou que as nanopartículas mantêm um perfil eletrocinético estável e 

predominantemente aniônico em toda a faixa de pH fisiológico e endossômico. A 

tentativa para a determinação do ponto isoelétrico indicou que a carga líquida nula 

deve ocorrer em valores de pH inferiores a 2,0, assegurando que, nas condições de 

aplicação biológica, a superfície micelar apresente carga negativa, o que contribui para 

a estabilidade coloidal por meio de repulsão eletrostática. Além disso, os ensaios de 

esterilidade confirmaram a eficácia do protocolo de síntese; a ausência de 

contaminação microbiana nas amostras produzidas tanto em fluxo laminar quanto em 

bancada livre validou a assepsia do processo de nanoprecipitação e a viabilidade do 

uso de solventes orgânicos como agentes limitantes ao crescimento de 

microrganismos, dispensando tratamentos agressivos que poderiam comprometer a 

integridade das micelas. 

A investigação da interface coloidal permitiu elucidar os mecanismos das 

interações moleculares entre a coroa micelar e o ácido nucleico.  O ajuste matemático 
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dos dados de potencial zeta ao modelo sigmoidal de Hill revelou que a adsorção do 

material genético à superfície polimérica ocorre de forma cooperativa (p = –10,65). 

Este resultado sugere que a ligação inicial das moléculas de RNA induz rearranjos 

conformacionais na coroa micelar que facilitam a deposição de camadas subsequentes, 

indicando que a malemida desempenha um papel crucial além da simples adsorção 

física. A construção da arquitetura multicamada foi fisicamente validada pelas 

sucessivas inversões de carga superficial, onde o potencial zeta transitou de –9,33 mV 

para +15,8 mV após a complexação da Poli-L-Arginina, retornando a –10,71 mV com 

o recobrimento final de Ácido Hialurônico. Entretanto, observou-se que a etapa de 

deposição do HA induziu fenômenos de instabilidade coloidal, como o bridging 

(formação de pontes poliméricas entre partículas) e a distribuição heterogênea de 

cargas (patch charges). Esse comportamento resultou em um aumento do diâmetro 

hidrodinâmico médio para patamares cerca de 200 nm, sinalizando que a neutralização 

de carga na interface é um ponto crítico que exige um controle estequiométrico 

refinado para evitar a aglomeração. 

No que tange aos ensaios biológicos, os resultados de citometria de fluxo 

trouxeram revelações fundamentais sobre a funcionalidade do nanovetor. Enquanto o 

controle positivo, fundamentado na transfecção por reagente lipídico comercial, 

validou a metodologia ao demonstrar a internalização 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 intermediárias (NP naked e NP+P407) e na final (NP-

siRNA-PLA-HA) não apresentou taxas de captação estatisticamente significativas. 

Este comportament, no caso da nanopartícula recoberta, sugere que a eficiência de 

internalização pode estar sendo transitoriamente mitigada pelo diâmetro 

hidrodinâmico do sistema que ao situar-se em torno de 167 nm após 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 captação lenta indicam que 

janelas de incubação curtas (4h e 24h) podem ser insuficientes para a plena detecção 

do sinal fluorescente. Portanto, a otimização do diâmetro de partícula, em 

convergência com a expansão do monitoramento temporal para 48h ou 72h, apresenta-

se como uma estratégia necessária para viabilizar a entrada celular e avaliar a eficácia 

desta plataforma carreadora. 
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Em síntese, o trabalho estabeleceu parâmetros físico-químicos robustos que 

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

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

diâmetro final e potencializar a interação membrana-partícula, garantindo que a 

estabilidade coloidal não ocorra em detrimento da eficiência de transfecção. 

 

    5.2. Perspectivas e Trabalhos Futuros 

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

nova etapa de refinamento tecnológico. As limitações observadas na internalização 

celular e na estabilidade coloidal do sistema multicamada direcionam os esforços 

futuros para as seguintes áreas: 

● Refinamento da Arquitetura LbL e Estabilidade Coloidal:  A etapa 

imediata consiste em otimizar a deposição do Ácido Hialurônico (HA) para 

resolver o aumento do diâmetro hidrodinâmico. Pretende-se investigar o efeito 

de diferentes razões de massa entre os componentes (PLA e HA) e o tempo de 

repouso entre as adições. O objetivo é estabelecer uma condição de 

recobrimento que impeça a formação de agregados e mantenha a partícula final 

abaixo de 100 nm, garantindo que o nanovetor permaneça estável para a 

interação celular. 

• Avaliação da Citotoxicidade e Biocompatibilidade: Para complementar os 

dados obtidos por citometria, serão realizados ensaios de viabilidade celular 

utilizando o corantes de exclusão Iodeto de Propídio (PI) . Etapa fundamental 

para validar quantitativamente a biocompatibilidade do sistema e confirmar 

que a manutenção da integridade biológica, sugerida pela literatura.  

 

● Transição para o siRNA e Refinamento da Modelagem O estudo de 

modelagem matemática, que mostrou o comportamento de adsorção com o 

RNA de levedura, será agora aplicado ao siRNA autêntico. Será avaliado se o 

tamanho menor e a estrutura de fita dupla do siRNA alteram a capacidade de 

carga e a afinidade da superfície da nanopartícula. Essa etapa é essencial para 
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confirmar se os parâmetros de saturação descobertos com o modelo de 

levedura se mantêm para o material genético funcional. 

 

● Engenharia de superfície e direcionamento ativo: Com a estrutura 

estabilizada, o foco passará para o aumento da seletividade do sistema por meio 

da funcionalização com diferentes agentes. Além do Ácido Hialurônico (alvo 

CD44), serão testados anticorpos e aptâmeros para o reconhecimento de 

proteínas específicas de células leucêmicas (como a PTK7), além de proteínas 

diversas que visem melhorar o tempo de circulação e garantir a entrada 

específica nas células-alvo. 

 

● Validação da internalização e knockout gênico: Uma vez otimizada a 

entrada celular nas linhagens Jurkat e MOLT-4, o projeto avançará para os 

estudos de silenciamento gênico. Partículas carregadas com siRNA validado 

serão utilizadas para silenciar oncogenes críticos da LLA-T, como o NOTCH1, 

validando a eficácia terapêutica por meio de técnicas de RT-qPCR e Western 

Blot para confirmar a redução da expressão gênica e proteica.  
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