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RESUMO

O cancer de mama € um dos tipos de tumores mais comuns e letais em todo o
mundo. Devido a alta heterogeneidade, as células tumorais apresentam
capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia aos tratamentos
oncologicos. Por isso, o uso de isatinas tem ganhado notoriedade devido a sua
acgao antiproliferativa, principalmente inseridas em nanossistemas tecnoldgicos
que favorecem sua endocitose por tumores. Por isso, o presente estudo
objetivou desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antitumoral frente a
células de adenocarcinoma mamario de nanocapsulas poliméricas (NCPs)
contendo derivados de isatina. As isatinas (ISA7d, ISA8d e ISA11d) foram
caracterizadas quanto aos grupos funcionais por FTIR e determinada a regido
de maior absorbancia por espectroscopia no ultravioleta. A validagdo dos
métodos de quantificagdo das isatina foi realizado por HPLC-UV, cujos
resultados indicam que todos os métodos foram lineares, especificos, precisos,
exatos e robustos. A solubilidade e o coeficiente de particdo foram determinados,
onde ISA8d (logP>1,05) apresentou maior coeficiente de particdo em
triglicerideo de cadeia média (MCT) quando comparadas a ISA7d (>0,80) e
ISA11d (>0,78) e a degradagéo dessas substancias em matriz complexa ocorreu
apo6s 30 dias principalmente em temperaturas mais baixas (4°C). NCP foram
produzidas por nanoprecipitacdo e otimizadas pelo design experimental Box-
Behnken, considerando PCL (50, 100, 150mg), MCT (50, 175, 300mg) e
Kolliphor®ELP (20, 60, 100mg) como variaveis independentes. A formulagao
otimizada apresentou tamanho de particula de 239,8 1,3 nm, Pdl de 0,12+0,02
e potencial zeta de -20,1+0,4 mV. O Kolliphor reduziu significativamente o
tamanho das particulas (R?=0,985). Posteriormente, NCP foram funcionalizadas
com quitosana (qQNCP) e Lipoid-PEG (pNCP), onde houve a inversao de carga e
neutralizacdo dos sistemas, respectivamente, sem alteragdes significativas em
seus tamanhos. A incorporagao das isatinas n&o alteraram os parametros fisico-
quimicos das NCPs, onde os espectros de infravermelho sugeriram a
encapsulacao das isatinas mantendo a forma esférica e uniforme das particulas
em analise de superficie. A eficiéncia de encapsulacdo para todas as
formulacdes foi acima de 97,2%, apesar de um baixo doseamento (<130,1
pMg/mL). Testes de estabilidade nao mostraram mudanga significativa nas
amostras armazenadas a 4°C por 90 dias. As NCPs demonstraram boa
estabilidade com albumina, se complexando independentemente da
concentracdo, exceto pelas pNCP que necessitavam de um meio mais
concentrado de albumina (>20mg/mL). A partir de ensaios in vitro de
citotoxicidade pelo MTT, as gNCPs foram as que exibiram maior toxicidade
contra células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7), onde ISA7d,
ISA8d, ISA11d apresentaram ICso superior a 7,34 pg/mL, cuja a morte celular
esta atrelado a via da JNK. Assim, as NCPs funcionalizadas e estaveis foram
produzidas, exibindo perfis variados de interacdo com albumina e alta eficacia
anticancerigena, indicando seu potencial como sistema de entrega de farmacos.

Palavras-chave: Isatina. Nanoparticula polimérica. Nanotecnologia. Cancer de

mama.



ABSTRACT

Breast cancer is one of the most common and lethal tumor types worldwide. Due
to its high heterogeneity, tumor cells can develop resistance mechanisms against
oncological treatments. Therefore, the use of isatins has gained prominence due
to their antiproliferative activity, especially when incorporated into advanced
nanocarrier systems that enhance tumor endocytosis. This study aimed to
develop, characterize, and evaluate the antitumor activity of polymeric
nanocapsules (PNCs) containing isatin derivatives against mammary
adenocarcinoma cells. The isatins (ISA7d, ISA8d, and ISA11d) were
characterized by FTIR spectroscopy to identify functional groups, and their
maximum absorbance regions were determined by ultraviolet spectroscopy. The
quantification methods were validated using HPLC-UV, demonstrating linearity,
specificity, accuracy, precision, and robustness. Solubility and partition coefficient
analyses indicated that ISA8d (logP >1.05) had a higher partition coefficient in
medium-chain triglycerides (MCT) compared to ISA7d (>0.80) and ISA11d
(>0.78), with degradation occurring after 30 days, especially at lower
temperatures (4°C). PNCs were produced using the nanoprecipitation method
and optimized through a Box-Behnken experimental design, considering PCL
(50, 100, 150 mg), MCT (50, 175, 300 mg), and Kolliphor®ELP (20, 60, 100 mg)
as independent variables. The optimized formulation exhibited a particle size of
239.8 +1.3 nm, a Pdl of 0.12+0.02, and a zeta potential of -20.1+0.4 mV.
Kolliphor®ELP significantly reduced particle size (R?*=0.985). Subsequently,
PNCs were functionalized with chitosan (QPNCs) and Lipoid-PEG (pPNCs),
leading to charge inversion and system neutralization, respectively, without
significant changes in particle size. The incorporation of isatins did not alter the
physicochemical parameters of the PNCs, with infrared spectra suggesting
successful encapsulation while maintaining a spherical and uniform morphology,
as confirmed by surface analysis. Encapsulation efficiency was above 97.2% for
all formulations, despite low drug content (<130.1 ug/mL). Stability tests revealed
no significant changes in samples stored at 4°C for 90 days. The PNCs
demonstrated good stability with albumin, forming complexes independent of
concentration, except for pPNCs, which required a higher albumin concentration
(>20 mg/mL). In vitro cytotoxicity assays using MTT indicated that qPNCs
exhibited the highest toxicity against human breast adenocarcinoma cells (MCF-
7), with ISA7d, ISA8d, and ISA11d showing IC50 values above 7.34 pg/mL, with
cell death associated with the JNK pathway. Thus, stable and functionalized
PNCs were successfully developed, demonstrating distinct albumin interaction
profiles and high anticancer efficacy, highlighting their potential as drug delivery
systems.

Keywords: Isatin. Polymeric Nanoparticle. Nanotechnology. Breast Cancer.
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RMSD - Root-Mean-Square Deviation

TG- termogravimetria

tmax - tempo para atingir a concentragdo maxima

UV- ultravioleta

UV-Vis - ultravioleta-visivel

Amax - comprimento de onda maximo
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1. INTRODUGCAO

O cancer corresponde a um conjunto de doengas caracterizadas pelo
crescimento desordenado de células que podem promover metastase invadindo
partes do corpo, representando assim, a segunda causa de morte no mundo
(Opas, 2022). Os tumores podem existir devido a fatores hereditarios, ambientais
ou pela associacdo de ambos, mas para desenvolve-loé necessario que ocorra

0 acumulo de mutagdes celulares (Vaghari-Tabari et al., 2021).

Dentre eles, o cancer de mama apresenta alta incidéncia, principalmente
em mulheres, representando um grande desafio para a saude publica devido a
dificuldade de tratamento e o indice de sobrevida inferior a 30% (Kashyap et al.,
2022). Atualmente, ndo existem tratamentos seletivos para o adenocarcinoma
mamario que sejam isentos de toxicidade celular. Os medicamentos disponiveis
no mercado possuem baixa solubilidade, estabilidade e biodistribuicdo. Nesse
sentido, a prospecgao de novos bioativos com potencial anticaAncer se faz

necessaria (Navya et al., 2019).

Os estudos com produtos naturais aplicados ao cancer tém se tornado
cada vez mais frequentes, devido esses novos agentes apresentarem
capacidade antioxidantes e antimutagénicas (Chekroun et al., 2015). No entanto,
a obtencao desses isolados se da de forma lenta e em baixas concentragdes.
Assim, as substancias sintéticas bioativas passaram a ser candidatas a
farmacos, em virtude da velocidade de producdo, mantendo a eficacia e

seguranca das moléculas (Sangi, 2016).

Diante disso, os derivados de isatina sdo estudados com diversas
finalidades, dentre elas destaca-se a sua aplicacdo antitumoral. As adi¢des de
grupos funcionais na estrutura dessa molécula proporcionam uma maior
especificidade farmaco-receptor, ao passo que podem interferir nas suas
propriedades fisico-quimicas. Neste contexto, sdo utilizadas determinadas
estratégias para melhorar sua eficiéncia e seletividade, como a complexagéo
com metais e aplicagao em sistemas de liberagao, por exemplo (Ferraz de Paiva
etal., 2021).

Dessa forma, os sistemas nanoparticulados de liberagao de farmacos sao

abordagens adotadas na terapia contra o cancer por permitirem melhoria
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farmacolégica na resposta dos antitumorais e menores efeitos toxicos no
paciente, uma vez que sado formulacbes eficazes, seletivas e sem danos

significativos a tecidos saudaveis (Abdolmaleki et al., 2021).

Sao representantes dessa classe, as nanocapsulas poliméricas que tém
sido consideradas promissoras para o tratamento dessa morbidade, por
apresentar biocompatibilidade com os tecidos, biodegradabilidade e seguranga,
demonstrando vantagens quando comparados aos sistemas de liberagéo
convencionais, melhorando assim, a farmacocinética e farmacodinamica das
substancias (Venditti, 2019). Além disso, a modificagcdo da superficie dessas
nanoparticulas com polimeros, proteinas, ligantes ou anticorpos pode melhorar
a estabilidade em fluidos biolégicos, aumentar a biodisponibilidade e facilitar a

liberagao controlada dos farmacos (Valencia et al., 2021).

Todavia, apesar de existirem estudos sobre a atividade antitumoral das
isatinas em nanocarreadores, estes ainda se limitam a nanoparticulas metalicas
(Krishna et al., 2024). Por isso, o desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas
contendo derivados de isatina surge como uma inovagao, dada a escassez de
estudos sobre a entrega avangada dessas moléculas em células tumorais de

mama.

Diante do que foi exposto, o presente estudo visou desenvolver,
caracterizar e avaliar a atividade antitumoral de nanocapsulas poliméricas
contendo derivados de isatina frente a células de adenocarcinoma mamario
humano. Para tanto, foi realizada a caracterizacado das isatinas, assim como a
validagao do método de quantificacéo e seus estudos de solubilidade, coeficiente
de particédo e cinética de degradacgéao, para posteriormente serem inseridas nas
nanoparticulas. Estas foram produzidas a partir de estudos de pré-formulagao e
otimizagao pelo delineamento experimental Box-Behnken e a particula otimizada
foi funcionalizada com quitosana e polietilenoglicol. Foi avaliada a estabilidade
em diferentes temperaturas (4, 25 e 37 °C) ao longo de 90 dias, bem como sua
interagdo com albumina sérica e por fim citotoxicidade dos sistemas em células
MCF-7, uma linha celular representativa do cancer de mama, para validar a
eficacia dos sistemas propostos.



Referencial teorico
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. Aspectos gerais do cancer

O céancer, também conhecido como tumor, consiste em um grupo de
doencas caracterizadas pelo crescimento desordenado de células além dos
limites habituais, podendo invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar por
outros 6rgaos, desestabilizando de forma inespecifica multiplas vias moleculares

que estdo associadas a sua disseminagao (Brown et al., 2023).

A progressédo desses tumores esta relacionada a reprogramagao dos
mecanismos celulares fundamentais para a sobrevivéncia da célula, refletindo
em mutacdes de alta complexidade genética, que alteram mecanismos de
replicagédo do acido desoxirribonucleico (DNA) no processo de divisdo celular.
Todavia, sua capacidade adaptativa e evolutiva esta atrelada a fatores
epigenéticos, que podem resultar em fenétipos potencialmente letais, variando
de acordo com a genética individual, a qual determinara a prevaléncia e desfecho
da doenca (Berko; Funmilola; Akala, 2021; Brown et al., 2023).

Estimativas sugerem que, em 2022, ocorreram 20 milhdes de novos casos
de cancer no mundo, gerando mais de 9,7 milhdes de mortes, havendo uma
diversidade dos tipos de cancer que afetam as diferentes regides do mundo.
Porém, é mutuo que o cancer de pulméo € o mais diagnosticado por todo o
mundo, sendo responsavel por quase 2,5 milhées de novos casos com 18,7%
de mortalidade (Bray et al., 2024).

No Brasil, sdo estimados 704 mil diagndsticos para o triénio de 2023 a
2025, dos quais 220 mil correspondem ao cancer de pele ndo melanoma,
seguido do cancer de mama (74 mil), préstata (72 mil), célon e reto (46 mil),
pulmao (32 mil) e estdmago (21 mil), todos associados a uma rapida progressao
e reducgéo da taxa de sobrevivéncia dos individuos (Brasil, 2023a). Entretanto, o
cancer de mama apresenta o maior indice de morbimortalidade entre as
mulheres adultas, o que o torna alvo de estudos para o controle e prevencgao do

desenvolvimento da doenga (Farahani et al., 2023).
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2.2. Cancer de mama

O cancer de mama é um dos tipos de tumores mais comuns e letais em
todo o mundo, com taxas de sobrevivéncia para casos metastaticos inferiores a
30% (Kashyap et al., 2022). No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do
Cancer (2023b), foram registrados mais de 17 mil obitos por essa doenga em
2020. A alta incidéncia nos paises em desenvolvimento esta associada a baixa
conscientizacdo e ao diagndstico tardio, o que compromete a eficacia do

tratamento (Kashyap et al., 2022).

Por ser uma doenca heterogénea, apresenta variabilidade em suas
caracteristicas biologicas, incluindo mutagdes genéticas e diversidade molecular,
o que reflete na sua gravidade. Dessa forma, os tumores de mama podem se
dividir nos estagios carcinoma in situ (ndo invasivo) e carcinoma invasivo, com
subclassificacbes a depender do local atingido (Nolan; Lindeman; Visvader,
2023).

Os adenocarcinomas sao subtipos de carcinomas originados nas células
glandulares da mama que podem surgir em ambos estagios. Sao conhecidos
como o tipo mais comum de carcinoma, pois atingem a regido lobular e ductal,
que sao as principais estruturas que compdéem a mama. Podem ser agressivos,
visto que sua localizagao permite a disseminagao por outras partes do corpo

através do sistema linfatico e sanguineo (Kashyap et al., 2022).

Quanto a classificacdo molecular desse tipo de cancer, baseia-se na
expressao de receptores hormonais estrogénio (RE) e progesterona (PR) e do
receptor epidérmico humano 2 (HER2). Os principais subtipos sdo o Luminal Ae
B (RE+ ou PR+), sendo o B mais agressivo, HER2+ (superexpressao de HER?2)
e triplo negativo (sem expressdo de nenhum receptor). O subtipo Luminal A
corresponde a 70% dos casos, enquanto os demais representam 15% dos
quadros cada (Barzaman et al., 2020; Brasil, 2023b)

Por isso, o tratamento do cancer de mama é individualizado e depende do
estagio da doenca e das caracteristicas moleculares do tumor. As opcodes
terapéuticas incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia alvo e

hormonal, transplantes e imunoterapia. Quando os quadros nao envolvem
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metastase, o principal objetivo consiste na erradicacdo do tumor por cirurgia

associada a radioterapia (Pajuelo-Lozano et al., 2018).

No entanto, a terapia sistémica é a mais indicada, onde se utiliza
medicamentos antineoplasicos que apresentam alta toxicidade e baixa
especificidade para células tumorais (Kashyap et al., 2022; Tagde et al., 2022).
Portanto, a eficacia clinica desse tratamento ainda é limitada, uma vez que gera
reacdes adversas graves em orgaos secundarios (Rodrigues et al., 2021;
Castillo-Tobias et al., 2023).

Devido a alta heterogeneidade, as células tumorais apresentam
capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia aos tratamentos
oncolégicos, por meio da diminuicdo da absor¢do, aumento do efluxo do
farmaco, alteracdo da proteina alvo, aumento do reparo do DNA, inibicdo de

apoptose e aumento do seu metabolismo (Bukowski; Kciuk; Kontek, 2020).

Assim, a busca por novas estratégias terapéuticas mais seletivas e menos
toéxicas torna-se uma necessidade emergente, tendo como alvos bioldgicos
medicamentos que atuem em nas vias de apoptose e estresse oxidativo. Essas
abordagens focam em induzir a morte de células cancerigenas enquanto
poupam ceélulas normais, tornando-as alternativas promissoras as terapias

convencionais (Hanikoglu et al., 2020; Tian et al., 2024).

Para isso, sdo realizados ensaios in vitro para avaliar novos farmacos
anticancerigenos. Modelos celulares bidimensionais e tridimensionais, como
organoides, permitem avaliar a eficacia e a toxicidade de compostos candidatos
em um ambiente controlado. Linhagens celulares como MCF-7 (adenocarcinoma
mamario) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario triplo-negativo) séao
amplamente utilizadas, permitindo a investigacao de terapias mais eficazes e

personalizadas (Neve et al., 2006).

2.3. Moléculas-alvo no tratamento do cancer de mama

A apoptose € um processo de morte celular programada essencial para a
manutencdo da homeostase e desempenha um papel crucial na eliminagao de
células danificadas, bem como na prevencao do desenvolvimento de tumores

(Yan, Elbadawi; Efferth, 2020). Em condi¢ées normais, a apoptose atua como
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um mecanismo de defesa, eliminando células com danos no DNA e prevenindo
a formacéo de tumores. No entanto, em células cancerigenas, os mecanismos
de apoptose sao frequentemente inativados, permitindo a proliferacdo celular

descontrolada (Morana; Wood; Gregory, 2022).

O processo apoptético € mediado por uma familia de proteases, as
caspases, que clivam proteinas especificas em sequéncias precisas. A ativacao
dessas proteases € um evento central e depende do equilibrio entre proteinas
que promovem e inibem a morte celular. As caspases iniciadoras, como a
caspase 8 e 9, sao ativadas por diferentes estimulos que, por sua vez, ativam as
caspases executoras, como a 3, 6 e 7, promovendo a degradacgéo de proteinas

estruturais e do DNA, levando a morte celular (Bock; Tait, 2020).

Assim, a apoptose pode ser iniciada por uma via extrinseca, ativada por
receptores de morte, ou pela via intrinseca, desencadeada por danos
mitocondriais. Todavia, ambas convergem para a ativacdo das caspases,
culminando na morte celular (Figura 1) (Boice; Bouchier-Hayes, 2020). Devido a
essa versatilidade, as caspases sao alvos para novos tratamentos frente a
linhagens tumorais, visto que sensibilizam essas células e superam a resisténcia

associada ao tratamento (Oliver Metzig et al., 2016).

Figura 1. Vias extrinsecas e intrinsecas da apoptose.

) ) AAA Via intrinseca
Via extrinseca l l | Fast « Danos ao DNA
| » Estresse celular
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\.[.-
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A via extrinseca da apoptose € iniciada pela ligagédo de ligantes a receptores de morte, formando
o complexo DISC. A caspase 8, ativada no DISC, pode diretamente ativar a caspase 3 ou clivar
o BID, amplificando a via intrinseca. A via intrinseca envolve a permeabilizagdo da mitocéndria,
liberagao do citocromo ¢ e formagao do apoptossomo, que ativa a caspase 9. Ambas as vias
convergem para a ativagao das caspases executoras, como a caspase 3, levando a morte celular

Fonte: adaptado de Ramaswamy; Deng; Siegel, 2011
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Outra forma de induzir morte celular é através do estresse oxidativo, que
€ um estado de desequilibrio causado pelo aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN) (Kruk et al., 2019). Essas moléculas sao
altamente reativas, devido aos seus elétrons desemparelhados, e capazes de
oxidar proteinas, lipidios e o proprio DNA. Essa oxidagao desencadeia uma série
de reagbes em cadeia que podem danificar as células e contribuir para o

desenvolvimento do cancer (Liguori et al., 2018).

As espécies reativas sdo geradas, principalmente, nas mitocondrias
durante o metabolismo celular e podem ser amplificadas por fatores externos
como radiacdo ultravioleta (UV) e poluentes. Para manter a homeostasia, as
células possuem um sistema de defesa antioxidante composto por enzimas,
como a catalase e a superoxido dismutase, e moléculas ndo enzimaticas como
a glutationa (metabdlito produzido pelas células) que, por sua vez, neutralizam

os radicais livres e protegem as células contra danos oxidativos (Lu et al., 2020).

Embora os EROs possam induzir a morte celular, em concentragdes mais
baixas elas atuam como segundos mensageiros, estimulando a proliferagcao
celular e a sobrevivéncia através da ativagao de vias de sinalizagdo como as
proteinas cinases ativadas por mitogeno (MAPK/ERK1/2). Além disso, essas
especies promovem a angiogénese e metastase, contribuindo para a progressao

tumoral (Moloney; Cotter, 2018).

Ja em niveis toxicos, os EROs induzem a parada do ciclo celular e
apoptose pela ativagao de vias como a Janus quinase (JNK), que esta inativa
em células tumorais, promovendo a sinalizacdo para ativacdo das vias
intrinsecas ou extrinsecas da apoptose (Lu et al., 2020). Por isso, compostos
que levam ao aumento do estresse oxidativo nas células tumorais sao

promissores no tratamento do cancer.

2.4. Plantas medicinais e seus derivados sintéticos como alternativa
terapéutica no cancer

A humanidade utiliza de plantas medicinais como cura alternativa de

diversas enfermidades ao longo de toda sua histéria, e, com o avancar da

tecnologia e ciéncia, foram evidenciados e isolados os principios ativos extraidos

dessas espécies, capazes de melhorar e reverter quadros clinicos, devido as
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suas propriedades anti-inflamatéria, antitumoral, anestésica, analgésica e

neuroprotetora, tornando-se alvos de pesquisa fitoterapica (Singh et al., 2023).

Diante disso, os produtos naturais s&do amplamente estudados na
aplicagao antitumoral, tendo em vista que sao fontes de uma diversidade de
compostos quimicos com atividade bioldgica (Kooti et al., 2017). A vincristina e
vimblastina sdo exemplos de farmacos antineoplasicos isolados de espécies
medicinais (Catharanthus roseus), e além deles 80% dos farmacos anticéncer,
atualmente, sao derivados ou analogos de produtos naturais, o que destaca a
relevancia da biodiversidade como fonte de novos medicamentos (Newman;
Gragg, 2020). (Cragg; Newman, 2013).

Uma das vantagens de se utilizar plantas medicinais no tratamento do
cancer € a capacidade de superar a resisténcia tumoral, de forma que esses
compostos podem agir aumentando a concentragdo intracelular de outros
quimioterapicos ou induzindo mecanismos alternativos de morte celular. Essa
multifuncionalidade é uma estratégia para combater a heterogeneidade tumoral

e a resisténcia aos tratamentos convencionais (Yuan et al., 2017).

Todavia, o isolamento dos metabdlitos que desempenham essa atividade
ocorre de maneira lenta e em baixa quantidade, dificultando sua obtengao. Por
isso, os métodos de sintese organica usando moléculas naturais tém se tornado
aliados no desenvolvimento de novos candidatos a farmacos (Sangi, 2016), visto
que ha demanda de um menor tempo para obtencdo do composto mantendo sua

eficacia e seguranca (Prajapat et al., 2017).

Além disso, a sintese de novos compostos permite o desenvolvimento de
candidatos a farmacos mais especificos para as células tumorais, pois podem
ser adicionados grupos funcionais que interajam melhor com seus receptores ou
proteinas que participam do processo de morte celular. Derivados sintéticos de
pirimidina, por exemplo, foram capazes de inibir a replicagdo de células tumorais
em diferentes linhagens de carcinoma mamario, induzindo apoptose pelo

bloqueio do ciclo celular (Taglieri et al., 2020).

Compostos derivados de plantas tém desempenhado um papel crucial no
desenvolvimento de medicamentos anticancer. Originalmente isolado da espécie

vegetal Taxus brevifolia, o paclitaxel passou a ser sintetizado para produzir
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medicamentos em larga escala, tendo em vista a atividade antimitética deste

terpendide em tumores de mama e ovario (Buyel, 2018).

Outros derivados sintéticos de metabdlitos secundarios ja apresentaram
acao frente a tumores. No entanto, os alcaloides tém se destacado em virtude
da diversidade de nucleos que possui, possibilitando alteragbes estruturais que
podem ser aplicadas a diferentes tipos de tumores (Dembitsky; Gloriozova;
Poroikov, 2005). S&o exemplos desta classe, as securininas (Klochkov;
Neganova, 2021), fagaroninas e nitidinas (Tillequin, 2007), assim como as
isatinas que demonstraram potencial antitumoral promissor, especialmente na

superacgao da resisténcia a multiplos farmacos (Gupta et al., 2019).

2.5. Isatinas

A isatina (ou 1H-indole-2,3-diona) (Figura 2) € um composto heterociclico
que possui em sua estrutura molecular uma porgao lactamica (Nath et al., 2021),
um substrato versatil para diversas reagdes, sendo capaz de gerar modificacdes
em sua configuragéo potencializando suas atividades biolégicas (Kaur; Chimni,
2018).

Figura 2. Nucleo indolina-2,3-diona
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Fonte: Formiga, 2025

Essa molécula foi descoberta a partir do produto da oxidagao do indigo
usando acido nitrico e crdmico (Nunes, 2023). Ela se cristaliza a partir de agua,
alcool ou acido acético na forma de cristais de coloragao laranja-avermelhado
que apresentam ponto de fusdo a 200 °C (Varun; Sonam; Kakkar, 2019). Sua
obtencdo de fontes naturais advém das flores presentes nas espécies
Couroupita guianensis, Isatis tinctoria e Calanthe discolor, (Nath et al., 2021) e
na secrec¢ao da glandula parétida de sapos do género Bufo (Al-Khuzaie; Fahad;
Al-Safi, 2022).



30

A solubilidade da isatina em agua é baixa, mas ¢€ ligeiramente soluvel em
solventes orgénicos como etanol (solubilidade da fragdo molar: 5,138:10 %) e
acetato de etila (solubilidade da fragdo molar: 4,000-10 —3) (Shakeel et al., 2015).
Ja a estabilidade é influenciada por fatores estruturais e ambientais, podendo
sofrer hidrolise nas suas porgdes nitrogenadas. Por isso, modificagdes
estruturais podem aumentar sua estabilidade e melhorar o direcionamento para

aplicagdes biologicas (Orlova et al., 2018).

Assim, as isatinas podem ser facilmente sintetizadas em laboratdrio,
diminuindo seu custo de produgao, tornando-o um produto mais acessivel para

o desenvolvimento de um medicamento (Banerjee et al., 2025).

Por apresentar grupos funcionais como aminas na posicdo um e
carbonilas na posigéo dois e trés, o desenho de analogos bioativos é facilitado
(Cheke et al., 2022) e a adigdo de grupos farmacoféricos favorece utilizagéo
como agentes antibacterianos (Guo, 2019), antioxidantes (Nath et al., 2021),

anti-inflamatérios (Fonseca et al., 2021) e anticancerigenos (Aneja et al., 2019).

Se tratando da sintese de derivados de N'-(2-oxoindolin-3-ilideno)
benzohidrazida, moléculas utilizadas no presente estudo, sua formacgao envolve
a condensacgao de benzidrazida e isatina sob condigbes acidas e aquecimento
em solventes organicos. Contudo, como forma de obter as isatinas através de
uma abordagem sustentavel, utilizou-se bentonita, uma argila rica em
aluminosilicatos, que apresenta propriedades acidas de Lewis, tornando-a um
catalisador eficiente para diversas reagdes organicas, diminuindo assim o uso
de solvente (Silva, da et al., 2022).

Essa classe de moléculas também participa de processos bioldgicos
como inibidor de enzimas e receptores, como a anidrase carbdnica, histona
desacetilase e a tirosina quinase, que sao responsaveis por causar apoptose em
varias linhagens celulares que dao origem a tumores malignos (Hou et al., 2020;
Song et al., 2020).

No entanto, quando avaliada a atividade antiproliferativa foi possivel
observar que a depender das substituicdes no nucleo das isatinas, os grupos
funcionais podem alterar o tamanho e polaridade da molécula, interferindo
assim, na sua atividade bioldgica direcionada (Andrade, 2022). Associado a isso,



31

os sistemas convencionais de liberacdo de farmacos apresentam eficacia
limitada, falta de seletividade e baixa distribuicado nos tecidos, tornando-se uma

problematica para o tratamento do cancer (Dang; Guan, 2020).

2.6. Nanotecnologia no tratamento oncolégico

A nanotecnologia é um importante campo multidisciplinar que oferece
aplicagdes promissoras na medicina através do desenvolvimento de
nanobiossensores, proporcionando diagnosticos avangados e terapias
personalizadas, aumentando significativamente a eficacia do tratamento e
melhorando a qualidade de vida do paciente. Dentre as areas que podem ser
empregadas, a que mais se destaca sdo as inovagdes na entrega de

medicamentos por meio de nanoparticulas (Veg et al., 2025).

Esses sistemas, fornecem beneficios como a reducido da toxicidade do
medicamento, melhora a biodisponibilidade, aumenta a estabilidade, além de
possuir seletividade determinada as células e tecidos, sendo assim, a dose
terapéutica para garantir sua eficacia € reduzida, minimizando as reacdes
adversas (Lu et al., 2021; Karnwal et al., 2024).

No céncer, a nanotecnologia tem potencial de manipular a interface do
microambiente tumoral, oferecendo novas estratégias para modular a
progressao do tumor e melhorar a resposta ao tratamento (Zhao et al., 2018).
Além disso, as nanoparticulas produzidas com farmaco podem ser utilizadas
com propriedades terandsticas, permitindo a identificagao precisa das lesdes
tumorais e a administracao de tratamentos direcionados, otimizando a eficacia

terapéutica e minimizando os efeitos colaterais (Gavas; Quazi; Karpinski, 2021).

Dessa forma, diversos tipos de nanossistemas podem ser utilizados com
aplicagédo antitumoral, incluindo lipossomas, nanoparticulas inorganicas,
lipidicas e poliméricas (Figura 3), uma vez que seu tamanho nanométrico permite
a endocitose por tumores, reduzindo danos aos tecidos e células normais
(Alrushaid et al., 2023).
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Figura 3. Estrutura dos principais nanossistemas utilizados para entrega de farmacos

® Lipidio
/A Farmaco

O Lipidio liquido

() Lipidio sodlido

# Polimero

Lipossoma Carreador Lipidico
Nanoestruturado

Nanoesfera Nanocapsula Nanoparticula
polimérica polimérica metalica

Fonte: adaptado de Silva et al., 2023

Apesar de finalidades semelhantes, esses sistemas se diferenciam
quanto a sua composigado e aplicagao bioldgica. Os lipossomas sao vesiculas
esféricas compostas por uma bicamada fosfolipidica, capazes de encapsular
tanto moléculas hidrofilicas em seu nucleo aquoso quanto moléculas lipofilicas
na bicamada lipidica (Lombardo; Kiselev; Caccamo, 2019). Todavia, sua
capacidade de encapsulacéao relativamente baixa e sua dificuldade em controlar
a cinética de liberacdo do farmaco pode comprometer a eficacia terapéutica,

sendo mais utilizado para o transporte de proteinas e DNA (Silva et al., 2023).

Enquanto que as nanoparticulas inorgénicas sao utilizadas
tradicionalmente para diagndstico, tendo em vista que sua composi¢cao (metais
como ouro, prata e cobre) potencializa uma agao téxica em células saudaveis.
No entanto, suas propriedades, como alta estabilidade e facilidade de

funcionalizagéo, as tornam atrativas para terapéutica, fazendo com que seja
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investigada essa liberagao de ions metalicos em ambientes tumorais (Burlec et
al., 2023).

Os sistemas lipidicos oferecem vantagens significativas em relagdo a
outros sistemas de entrega, como maior estabilidade, capacidade de carga e
controle de liberagao. A presencga de lipidios liquidos e sdlidos na formulagao
dessas particulas proporciona uma matriz desordenada, dificultando a
cristalizagao e permitindo um armazenamento mais eficiente do farmaco (Salvi;
Pawar, 2019). Entretanto, sua composi¢ao favorece uma aplicagao tépica devido
a biocompatibilidade com membranas biolégicas, que vao permitir a

incorporagao do farmaco no local de aplicagdo (Khosa; Reddi; Saha, 2018).

Ja as nanoparticulas poliméricas sao sistemas protegidos por um
invélucro polimérico, podendo assumir a forma de nanocapsula ou nanoesfera,
0 que as tornam altamente versateis para aplicagao biolégica. Devido a essa
composi¢cdo, o farmaco fica protegido da degradacdo, reduzindo efeitos
adversos e facilitando sua liberagdo controlada, além de melhorar a

biodisponibilidade e solubilidade no meio (Silva et al., 2023).

Estes sistemas apresentam vantagens quando comparados aos sistemas
terapéuticos convencionais, melhorando a farmacocinética, farmacodinamica e
reduzindo toxicidade das substdncias com atividade contra tumores, sendo
assim indicados para aplicacdo de novos candidatos a farmacos sintéticos

bioativos (Mangas-Sanjuan et al., 2013).
2.6.1. Nanocapsulas poliméricas

As nanocdapsulas poliméricas (NCPs) sdo dispersdes coloidais, com
tamanhos na faixa de 10 a 1.000 nm, caracterizadas por apresentar um nucleo
oleoso, estabilizado por surfactantes e envolto por um polimero. De forma
semelhante, as nanoesferas também apresentam composicdo polimérica, no
entanto, ndo possui um nucleo oleoso, entdo seu farmaco fica adsorvido na
matriz (Yu et al., 2023) (Figura 4).
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Figura 4. Diferencgas estruturais entre nanocapsulas e nanoesferas

Matriz

Membrana

Farmaco

Nanocapsula Nanoesfera

Fonte: adaptado de Suffredini; East; Levy, 2014

A escolha dos materiais para a produgao das NCPs é essencial para sua
estabilidade e eficiéncia, uma vez que, o tamanho das nanoparticulas é um fator
critico para sua eficacia como sistemas de entrega de farmacos. Particulas muito
pequenas podem ser rapidamente eliminadas pelos rins, enquanto particulas
muito grandes podem ser capturadas pelo sistema reticulo endotelial. O intervalo
de tamanho ideal para a entrega de farmacos em fluidos biologicos esta
geralmente entre 100 e 500 nm. A otimizagéo do processo de produg¢ao permite
controlar o tamanho das nanoparticulas e ajustar suas propriedades para

diferentes aplicagdes (Romio et al., 2009).

Nesse sentido, polimeros como policaprolactona (PCL) e poli (acido latico-
co-acido glicdlico) (PLGA) sao conhecidos por sua versatilidade,
biocompatibilidade e acdo nao mutagénica, apresentando excelentes
propriedades mecanicas e alta permeabilidade a muitos farmacos. Por terem
caracteristicas hidrofébicas, estes polimeros conferem uma estabilidade para as
nanoparticulas quando administrado na corrente sanguinea, acarretando no
aumento do tempo de circulagdo, concomitante com o aumento da eficacia do

tratamento (Mohammadian et al., 2023).

O tamanho da cadeia poliméricas, principalmente do PCL, interfere nas
propriedades fisico-quimicas do sistema. Assim, quanto maior seu peso
molecular, maior sera o tamanho da particula, a estabilidade e a porcentagem

de farmaco que sera carreado nas NCPs (Woodruff; Hutmacher, 2010).
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Nesse interim, o 6leo também deve cumprir requisitos para sua escolha.
Primordialmente, ele precisa ser adequado para o principio ativo de modo a
evitar a sua difusao e cristalizagcdo na fase externa aquosa. Além disso, deve
possuir resisténcia as tensbes de cisalhamento aplicadas durante a
emulsificagao, para que resultem nanocapsulas menores. Por fim, a fase oleosa
deve possuir miscibilidade com o polimero escolhido, de modo a garantir a

tensdo superficial do sistema (Dong et al., 2009).

O surfactante desempenha um papel fundamental na formagdo e
estabilidade das NCPs, influenciando diretamente no tamanho das particulas
(Zy! et al., 2004) . Geralmente, concentragcdes mais altas levam a formagéo de
particulas menores por formar uma barreira interfacial que previne a
coalescéncia das goticulas da emulsdo e confere uma carga superficial que
repele as particulas. Por isso, a escolha do surfactante adequado é crucial para
garantir a obtencdo de nanoparticulas com as caracteristicas desejadas para

cada aplicagao (Szczepanowicz et al., 2017).

A produgao dessas nanoparticulas pode ser realizada através de técnicas
rapidas e com pouco gasto de energia, como emulsificagdo-evaporagédo do
solvente, por deslocamento do solvente, por salting-out ou por emulsificagao-
difusdo do solvente. A montagem dos componentes € uma etapa crucial em sua
producao, baseando-se primordialmente em forgas fisico-quimicas e fisicas, que
se relacionam com a solubilidade das moléculas no meio e com as interacdes
ibnicas e/ou hidrofdbicas entre os diferentes compostos (Berrecoso; Crecente-
Campo; Alonso, 2022).

Nesse sentido, a nanoprecipitacdo € uma técnica simples, direta e de
baixo custo energético de encapsulamento para produgcdo de nanoparticulas.
Esse método consiste na supersaturagdo do soluto ao misturar um solvente
organico polar com um polimero e surfactantes, concomitante a aplicagao de
uma grande forga motriz ao sistema para que ocorra a precipitagdo do soluto
(Shin; Lee; Kim, 2022).

Atécnica resulta em uma mistura simples apds a fase organica ser vertida
na fase aquosa gota a gota sob agitagdo constante, no qual, o tempo de reacao

€ extremamente rapido; ocorrendo a formacao instantanea de esferas. Por fim,
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o solvente é removido do sistema utilizando sistemas de pressao reduzida

(Figura 5), como o rotaevaporador (Bandyopadhyay; Mani, 2023).

Figura 5. Produgéo de nanocapsulas poliméricas pela técnica de nanoprecipitagao
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Fonte: Formiga, 2025

Esse sistema de producdo é compativel com solutos hidrofébicos e
hidrofilicos, sendo necessario apenas que o0 solvente e o polimero sejam
totalmente misciveis. Por meio dele é possivel produzir nanoparticulas
poliméricas homogéneas com dimensdes ajustaveis de forma controlada e
reprodutivel, criando um nanossistema com estabilidade prolongada para sua

caracterizacao (Yan; Bernard; Ganachaud, 2021).
2.6.2. Funcionalizacao e complexagcao com proteinas

A funcionalizagao de nanoparticulas € uma estratégia essencial para
garantir a eficacia e segurangca de nanossistemas em aplicagcdes biologicas.
Esse processo envolve a modificacdo da superficie das particulas com
moléculas como polimeros, proteinas, ligantes e anticorpos que irdo melhorar
sua interagdo com o meio biolégico e torna-las mais seletivas para o tratamento

de interesse (Yuan et al., 2017; Valencia et al., 2021).

Essas modificacbes podem influenciar na estabilidade das nanoparticulas
em fluidos biolégicos, aumentando sua biodisponibilidade e a interacdo com as
membranas celulares, o que permite um maior controle sobre a liberagao dos

farmacos. Entretanto, a depender do agente funcionalizantes, as NCPs podem
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ser projetadas para uma entrega guiada ou com caracteristicas furtivas, que

impedirdo a sua opsonizagao por células circulantes (Kumar et al., 2023).

A conjugagdo de anticorpos, por exemplo, permite direcionar os
nanocarreadores para células tumorais que expressam marcadores moleculares
especificos, como HER2 (Silva et al., 2023). Essa estratégia aumenta a
especificidade da terapia, e reduz os efeitos colaterais. Ja a adicado de moléculas
funcionalizantes, como a quitosana e o polietilenoglicol (PEG) vao alterar
propriedades fisico-quimicas do sistema, como seu potencial zeta ((). Este
parametro indica a carga superficial das particulas, que na presenga desses

polimeros serdo catidnicas e neutras (Raval et al., 2019).

Quando as nanoparticulas possuem cargas negativas elas tendem a
apresentar maior tempo de circulagdo sanguinea, devido a menor interagédo com
proteinas plasmaticas. Ja particulas catidbnicas sdo mais atraidas por células
tumorais, enquanto particulas neutras tendem a atravessar mais facilmente as

membranas sem ser reconhecidas pelo sistema imune (Zaky et al., 2023).

Ao entrar em contato com fluidos bioldgicos, as nanoparticulas interagem
com proteinas formando uma coroa proteica. A camada proteica pode ser
formada ligada diretamente a superficie (coroa dura) ou ao redor do sistema
sendo sensiveis as alteragdes no ambiente (coroa suave). Essa caracterizagéo
€ fundamental para a compreensao da biodistribuicdo, estabilidade e interacéo

dessas NCPs com o sistema imune (Coglitore; Janot; Balme, 2019).

Essa formacao é diretamente influenciada pelas propriedades fisico-
quimicas das nanoparticulas como tamanho e carga superficial e por isso, a
coroa proteica é considerada um dos principais fatores que afetam as interagdes
biolégicas das NCPs, incluindo citotoxicidade, captagcdo e transporte
(Abdelkhaliq et al., 2018).

Polimeros como o PEG, por exemplo, podem reduzir a adsor¢cao de
proteinas, formando uma coroa proteica menos densa e mais estavel. Por outro
lado, a adsorcéo de proteinas especificas, como a albumina, pode direcionar as
nanoparticulas para tumores que expressam receptores para essa proteina
(Abesekara; Chau, 2022).
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Essa complexacao auxilia em diversos processos farmacocinéticos, como
a prolongacgao do tempo de meia-vida no sangue que ocorre devido a redugao
da capacidade de captagao precoce por células fagociticas. Associado a isso, as
proteinas adsorvidas podem estabilizar a dispersdo das nanoparticulas,
diminuindo a agregagdao e aumentando a solubilidade no meio. Essas
caracteristicas, melhoram a biodistribuicdo e reduzem os riscos de reacdes
adversas, possibilitando a aplicagdo prolongada de farmacos em doencgas
cronicas (Li et al., 2015).

Além disso, a formacéao da coroa proteica reduz o efeito de bioacumulagao
das nanoparticulas no figado, pois essas proteinas apresentam receptores
especificos em tecidos hepaticos. Entretanto, sistemas projetados com
anticorpos e ligantes podem ter sua atividade diminuida, uma vez que eles
perderam a capacidade de serem reconhecidos pelos receptores presentes nas
células (Jin et al., 2024).

Atualmente, é avaliada a possibilidade de modular a composicdo dessa
coroa para favorecer a interagdo das nanoparticulas com células e tecidos
especificos. Para isso, esses sistemas sdo pré-incubados com proteinas
especificas criando particulas que simulam vesiculas naturais que, por sua vez,
sao facilmente aceitas no organismo e diminuem a captagcdo por células

imunologicas (Simon et al., 2018).

Dada a influéncia da funcionalizagdo nessa complexacao, sao utilizadas
estratégias para guiar a formacao da coroa proteica de forma que beneficie a
atividade bioldgica, utilizando particulas catibnicas quando necessitar de uma
coroa dura ou particulas negativas e neutras quando essa formagao da coroa

precisar ser mais controlada (Abesekara; Chau, 2022).

2.7. Nanossistemas contendo isatina para aplicagao antitumoral

Nanossistemas contendo isatinas tém sido investigados em aplicag¢des
antibacterianas, antioxidantes e antitumorais. Com relagdo a sua atividade
anticancer, um estudo in vitro de nanoparticulas de cobre contendo chalconas a
base de isatina demonstrou que das 6 moléculas sintetizadas, 2 obtiveram
atividade contra cancer de mama (MCF-7), sendo significativa quando no
nanossistema, com IC50 de 0,00157 e 25,4 ug/mL (Cahyana et al., 2023).
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De forma semelhante, Maddela, Makula e Jayarambabu (2017)
investigaram a acao citotoxica de nanoparticulas de ferro com moléculas
hibridas de isatina, onde observaram que essas particulas apresentaram
atividade antitumoral frente a linhagens celulares MCF-7, HelLa (derivada de
carcinoma cervical) e IMR-32 (derivada de neuroblastoma) com valores de IC50
de 22,13 pM, 25,68 pM e 35,59 puM, respectivamente.

Entretanto, apesar de existir diversos estudos que avaliam a atividade
antitumoral das isatinas e seus derivados, a utilizacdo dessas moléculas em
nanocareadores ainda se restringe a nanoparticulas metalicas cuja a eficiéncia
na entrega de farmacos é reduzida, além de possuir alta toxicidade e baixa

seletividade as células tumorais (Krishna et al., 2024).

Por isso, o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo
derivados de isatina para aplicagdo antitumoral representa uma inovagao, haja
vista a auséncia de estudos para a entrega avancada desse farmaco em
nanossistemas. Além disso, as NCPs vao favorecer o aumento da solubilidade,
biodisponibilidade e tempo de meia-vida das isatinas, fazendo com que sejam
entregues de forma personalizada, a partir da modificagdo de sua superficie,
para diferentes tipos de tumores. Essas caracteristicas irdo contribuir para a
reducdo da toxicidade e aumento da seletividade do tratamento de tumores,
principalmente do cancer de mama que possui alta heterogeneidade e rapida

progressao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver e avaliar a atividade antitumoral frente a células de
adenocarcinoma mamario de nanocapsulas poliméricas contendo derivados de

isatina.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar os derivados de isatina quanto as suas propriedades fisico-
quimicas;

¢ \Validar métodos analiticos para quantificagao das isatinas;

e Realizar estudo de solubilidade, coeficiente de particdo e cinética de
degradacao das isatinas;

e Desenvolver nanocapsulas poliméricas para o transporte de isatinas
utilizando componentes biocompativeis;

e Otimizar a producdo através da utilizagdo de um planejamento
experimental do tipo Box-Behnken;

e Realizar a funcionalizacdo da superficie dos carreadores com
componentes biocompativeis (quitosana e polietilenoglicol);

e Caracterizar os nanossistemas através de analises de tamanho, indice de
polidispersdo, potencial zeta, morfologia, espectroscopia de
infravermelho e analises térmicas;

e Realizar doseamento e eficiéncia de encapsulacao das isatinas em cada
um dos nanossistemas;

e Determinar a estabilidade dos nanossistemas otimizados sob diferentes
temperaturas;

e Avaliar a interagao com a proteina albumina e formacéao de coroa proteica;

e Avaliar a citotoxicidade das nanocapsulas frente a células MCF-7;

e Efetuar um estudo de docking molecular sobre 0 mecanismo de agéo das

isatinas no cancer de mama.



Materiais e metodos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local da pesquisa

A obtencao e a caracterizagcdo das nanoparticulas contendo derivados de
isatina foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia Farmacéutica
(BioTecFarm), localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM/UFPB). As andlises dos espectros de RMN unidimensionais de
hidrogénio foram realizados no Laboratorio Multiusuario de Caracterizagéo e
Anadlise (LMCA) da UFPB. As analises térmicas foram realizadas no Laboratorio
de Sintese e Caracterizacao de Polimeros (LSCP) e no Nucleo de Controle de
Qualidade de Medicamentos e Correlatos (NCQMC), localizados no
Departamento de Engenharia de Materiais (DEM/UFPB) e no Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CSS/UFPE),
respectivamente. A morfologia da particula por perfildmetro foi realizada no
Laboratdrio Integrado de Biomateriais (LABIO), localizado no CCS/UFPB. Por
fim, a avaliagcdo da atividade antitumoral in vitro das nanoparticulas foi realizada

no Laboratdério de OncoFarmacologia (OncoFar), localizado no IPeFarM/UFPB.

4.2. Materiais

Os materiais utilizados para o desenvolvimento do estudo foram:
acetonitrila para cromatografia liquida (LiChrosolv®, MERCK, Alemanha),
cloroférmio deuterado (Cambridge Isotope Laboratories), Triglicerideo de Cadeia
Média (MCT- MIGLYOL® 810 N, 10l OLEOCHEMICAL, Alemanha), alcool n-
octilico P.A. e Acetona P.A. (Dinamica — Quimica contemporanea LTDA, Brasil),
Lipoid®S100, Lipoid®Phosal50, Lipoid-PEG® 5000 (Lipoid GmbH, Alemanha),
Policaprolactona 80.000 e 10.000 kDa, Span®60, Albumina Sérica Bovina (BSA)
em po liofilizado, comprimidos de tampéo fosfato salino (PBS), Tween80 e 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo (MTT) (Sigma-Aldrich®, Sao
Paulo, Brasil), Kolliphor®ELP (BASF, Alemanha) e Quitosana 15 kDa

(Polysciences, Inc., Pensilvania, Estados Unidos).

4.3. Obtencao das isatinas

Trés isatinas foram sintetizadas no Laboratério de Sintese Organica
Medicinal da Paraiba (LASOM-PB) e cedidas, gentilmente, pelo Prof. Dr. Claudio



44

Gabriel Lima Junior para analises fisico-quimicas e producdo das
nanoparticulas. A sintese desses produtos foi realizada pela produgao de bases
de Schiff usando benzidrazida e derivados da isatina. Para as moléculas
dicloradas foram utilizados como catalisador a bentonita assistida por micro-
ondas, enquanto que para as moléculas nitradas o catalisador foi o acido acético
(Silva et al., 2022). Os produtos obtidos foram nomeados no trabalho como
ISA7d para a (Z)- N'-(5,7-dicloro-2-oxoindolin-3-ilideno) benzidrazida, 1ISA8d
para (Z)-N'-(5,7-dicloro-1-metil-2-oxoindolin-3-ilideno) benzidrazida e a ISA11d

para (Z)-N'-(5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno) benzidrazida (Figura 6).

Figura 6. Estrutura quimica da ISA7d (A), ISA8d (B) e ISA11d (C)
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Fonte: adaptado de Silva et al., 2022

4.4. Caracterizagao das isatinas por Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN-"'H)

Os espectros de RMN de hidrogénio foram obtidos em espectrémetros
Avance NEO 500 MHz (Bruker®) operados a 500 MHz para o nucleo do
hidrogénio. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCIs).
Os espectros foram comparados com aqueles descritos na literatura (Silva et al.,
2022) e confirmaram que as moléculas foram sintetizadas de forma correta,

minimizando residuos e garantindo sua aplicagéo bioldgica.

4.5. Caracterizagao fisico-quimica das isatinas

4.5.1. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de infravermelho das isatinas foram registrados num
espectrofotdémetro com transformada de Fourier (FTIR-ATR, Shimadzu® Cary

630) para a determinacgao dos grupos funcionais, analisados a uma varredura de
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comprimento de onda de 400-4000 cm™, com 32 scans. As amostras
encontravam-se na forma sélida e foram adicionadas ao cristal e prensadas para

analise do espectro.
4.5.2. Espectroscopia de Ultravioleta-visivel (UV-vis)

Os espectros de ultravioleta-visivel (UV-vis) foram registrados num
Espectrofotdmetro Cary 60 UV-Vis Agilent Technologies®. A faixa espectral de
comprimento de onda (A) foi de 200 a 800 nm, com temperatura de 25°C e
caminho 6tico constante de 1 cm. Os espectros processados foram plotados em
graficos utilizando o software Origin Pro 8.5 e seus dados foram submetidos a

analise.

4.6. Validacao das isatinas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC)

O método analitico foi validado seguindo os procedimentos da Resolugao
da Diretoria Colegiada (RDC) n° 166, de julho de 2017 (dispde da validagao de
métodos analiticos). Foram avaliados os parametros de linearidade,
especificidade, efeito matriz, precisdo, exatiddo, limite de detecgdo e
quantificacdo e robustez (Brasil, 2017) pelo High-Performance Liquid
Chromatography (Shimadzu HPLC system LC 10AT.) acoplado a detector UV-
Vis SPD-20A, coluna C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um) e uma pré-coluna C18

(40mm x 4.6 mm, 5 um).

Para a analise, foi utilizada como fase mével A, a agua ultrapurificada e
como fase mével B, o solvente acetonitrila puro. Todos os solventes foram
filtrados e degaseificados antes do uso para garantir pureza e evitar a formacéao

de bolhas no sistema.

Assim, as propor¢gées de ACN:agua foram de 75:25 (ISA7d), 70:30
(ISA8d) e 45:55 (ISA11d) v/v. As taxas de fluxo foram ajustadas para 1,6 mL/min
(ISA7d e ISA11d) e 1,5 mL/min (ISA8d) e volume de injecado no aparelho foi de
20 uL. Uma coluna C18 foi usada, e o detector UV foi configurado para um

comprimento de onda determinado pelos parametros do UV-vis.

Foram preparadas solugdes-mae contendo 1mg de isatina (ISA7d, ISA8d

e ISA11d) em 1 mL de acetonitrila e dela foram feitas dilui¢des de 20 ug/mL. Os
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cromatogramas resultantes foram integrados com base no tempo de retencéo,

sendo analisada as areas sob 0s picos e resolugao entre eles.
4.6.1. Linearidade

Segundo Brasil (2017), a linearidade mostra a capacidade do método de
obter resultados diretamente proporcionais a concentragdo do analito presente
na amostra. O preparo foi feito a partir de solu¢gdes mae (1mg/mL) de cada isatina
(ISA7d, ISA8d e ISA11d) diluidas nas concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 20 pg/mL
e replicadas trés vezes. Os cromatogramas obtidos foram analisados para obter

as areas dos picos correspondentes a cada concentracio.
4.6.2. Especificidade

Este parametro demonstra a capacidade que o método possui de analisar
especificamente o analito de interesse na presenga de impurezas. Para esse
teste, as isatinas foram inseridas em formulagdes contendo componentes como
polimeros, tensoativos e triglicerideos de cadeia média (MCT), que atuaram
como interferentes. Foram produzidas solu¢des de 1 e 10 ug/mL, injetados no

sistema e submetidas a analise por HPLC.
4.6.3. Efeito matriz

E fundamental garantir que a presenga de outros componentes na
amostra ndo comprometa a quantificacdo do analito e afete a precisdo do método
analitico. Por isso, sao realizados testes de efeito matriz determinados por meio
da comparagao entre os coeficientes angulares das curvas de calibragcédo

construidas.

As solugdes de isatina (ISA7d, ISA8d e ISA11d) foram preparadas nas
concentracdes de 1, 5, 10, 15 e 20 ug/mL, contendo 10 mg de MCT, e analisados
de acordo com os métodos pré-determinados. As analises foram feitas em
triplicata e os resultados foram comparados de acordo com o paralelismo da reta

cujo coeficiente angular deve ter um nivel de até 5% de significancia.
4.6.4. Precisao

Este avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios

com amostras preparadas, podendo ser realizado por teste de repetibilidade, da
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precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade. Para isso, dois analistas, em dias
consecutivos e no mesmo equipamento realizaram determinagdes, de acordo
com o intervalo linear do método, em concentracdes: baixas, médias e altas,

onde cada analise foi feita em triplicata.

Para o preparo das amostras foram produzidas solugdes mae de 1 mg/mL
das isatinas. A partir delas, foram feitas diluicdes nas concentragdes de 1ug/mL

(baixa), 5 yg/mL (média) e 15 pg/mL (alta) e analisadas no método proposto.

Segundo a RDC, a precisédo é expressa como sendo desvio padrdao ou
desvio padrao relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas. Ela
pode ser calculada segundo a equacao 1 abaixo, no qual o valor maximo de

desvio padrao relativo ndo pode ser maior que 5%.

Equacgao 1. Férmula para o calculo do desvio padrao relativo.

DpP
DPR =

CMD x 100

*DPR = desvio padrao relativo. DP = desvio padrdo. CMD = concentragdo média determinada
4.6.5. Exatidao

Na exatiddo se avalia a proximidade dos dados encontrados utilizando-se
método estudado em relagdo ao valor verdadeiro, sendo verificada por no
minimo 9 determinagbes com 3 concentragdes diferentes, baixa, média e alta,

de modo que todas sejam realizadas em triplicata.

Assim, foram produzidas concentragdes das isatinas (variando de 1, 5 e
15 pg/mL) em 1 mL de ACN e analisadas no método proposto. Os resultados
foram comparados com os da curva de calibracdo. O valor da exatidao foi
expresso pela relagcdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente, conforme descrito

na equacao 2.
Equagao 2. Formula do calculo da exatidao

Concentracao média experimental

Exatidio = —~ — x100
Concentracao teodrica




48

4.6.6. Limite de deteccao e quantificagcao

O limite de deteccao indica a menor quantidade do padrdo que um método
consegue identificar em uma amostra, embora nao seja quantificada. Ja o limite
de quantificacado define a menor quantidade que pode ser medida, com precisao
e confianga, pelo método testado (Brasil, 2017). A determinacéo se baseia em
parametros da curva analitica expressos na estimativa do limite de deteccéo

(equacao 3) e de quantificacdo (equagao 4).
Equacgéao 3. Formula para o célculo do limite de detecgao

3 x desvio padrio (eq.linha de regressio)
Inclinagao da reta obtida

Limite de deteccao =

Equacéao 4. Férmula para o calculo de limite de quantificagao

10 x desvio padrio (eq.linha de regressao)
Inclinacio da reta obtida

Limite de quantificacao =

4.6.7. Robustez

A robustez de um método é definida como sendo sua capacidade de
resistir a pequenas variagdes dos parametros analiticos. Os parametros
utilizados para avaliar a robustez do método: fluxo e composigao da fase mével,
descritos na tabela 1. A robustez do método foi determinada por triplicatas das
isatinas (10 pg/mL) em 1 mL de fase mével com 10 mg de MCT. Posteriormente,
os efeitos estimados foram calculados pela readequacao das razdes de resposta
de pico da concentragao encontrada em uma equacao de regressao derivada da

curva de calibracao e o %DPR foi calculado.

Tabela 1. Pardmetros de robustez avaliados no método

Isatina Parametro Variagao
0,
Fase moével B 2
ISA7d S
Fluxo 1,52 mL/min
1,68 mL/min
o)
Fase moével B 67%
ISA8d 3%
Fluxo 1,43 mL/min
1,57 mL/min
0,
Fase moével B LS
ISA11d allic
Fluxo 1,52 mL/min
1,68 mL/min

Fonte: Formiga, 2025
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4.7. Estudo de solubilidade e coeficiente de particao (LogP)

O estudo de solubilidade de cada molécula foi determinado em MCT, onde
em microtubos eppendorf, as isatinas foram submetidas a saturagcédo (1mg/mL).
Para solubilizacdo, as amostras foram colocadas em banho ultrassénico por 3
horas e ao identificar formacao de precipitado, centrifugadas a 14.000 rpm por 5
minutos. Por fim, retirou-se o sobrenadante, diluindo na proporc¢ao 980:20 (ACN:
amostra) e inserindo no HPLC para quantificagéo.

O coeficiente particdo decorreu de um processo semelhante ao estudo de
solubilidade. Em microtubos eppendorf foram inseridos 1mL de solugdes
contendo agua/octanol e agua/MCT, assim estabelecendo solucbes com
compostos de diferentes polaridades. As solugbes inicialmente foram
submetidas a banho ultrassonico por 1 hora para promover a separacdo das
fases. Posteriormente, 1 mg de cada molécula foram inseridos nas solucdes e
em seguida submetidas a mais 2 horas de banho ultrassénico para solubilizac&o
dos compostos no meio. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 14.000rpm
por 5 minutos, as fases foram separadas em diferentes frascos e diluidas para

analise no HPLC.

4.8. Cinética de degradagao

A cinética de degradacado consistiu numa analise de estabilidade das
moléculas sintéticas em MCT em diferentes condigdes ambientais (temperatura,
umidade e exposi¢cao a luz). Apesar das isatinas nao serem completamente
soluveis em MCT, foram realizadas solu¢gdées de 1 mg/mL de modo a saturar o
sistema. Estas foram solubilizadas em banho ultrassénico por 3 h, centrifugadas
a 14.000 rpm por 5 min e coletadas o sobrenadante onde estava a fracéo

solubilizada.

Para a analise de degradagao em diferentes temperaturas as solugdes de
isatina foram armazenadas em frascos ambar fechado sob 4, 25 e 37°C. Com
relacdo a umidade, as isatinas foram armazenadas em frascos ambar fechado e
aberto sob temperatura ambiente. E para a avaliagao da exposig¢ao a luz, as
solugdes foram colocadas em temperatura ambiente nos frascos fechados de

cor ambar e transparente em locais que haviam contato direto da luz.



50

As amostras foram diluidas na propor¢ao 980:20 (ACN: amostra) e
quantificadas por HPLC. O célculo da concentragao foi realizado com base no

estudo de solubilidade das moléculas e da curva de calibracéo.

4.9. Desenvolvimento das nanocapsulas poliméricas (NCPs)

4.9.1. Producdao das nanocapsulas poliméricas

A producdo das nanocapsulas seguiu o0 método de nanoprecipitacdo de
(Xavier-Junior et al., 2018) com adaptacdes, no qual foram preparadas as fases
organicas contendo as variaveis polimero, 6leo e tensoativo lipofilico, dissolvidos
em 6 mL de acetona. Esta fase organica foi injetada gota a gota em 12 mL de
uma solucao aquosa contendo o tensoativo hidrofilico. A dispersédo formada foi
homogeneizada por agitacdo magnética 700 rpm em temperatura ambiente.
Posteriormente, a formulacdo foi concentrada para 5mL em rotaevaporador
(modelo R-250 acoplado a bomba de vacuo V-855 e resfriador Chiller F-105

Buchi) de forma a extrair o solvente e obter o nanossistema concentrado.

4.9.2. Estudo de pré-formulacéo

Foi realizado um estudo de pré-formulagao dos componentes que podem
integrar esse sistema. Nesse sentido, foram avaliados diferentes polimeros e
tensoativos (hidrofilicos e lipofilicos), mantendo-se constante sua concentracao
(Tabela 2), de forma a determinar qual seria a melhor formulacdo do ponto de

vista fisico-quimico.

Como polimeros utilizados para o desenvolvimento das NCP, optou-se
pelo policaprolactona (PCL) de 80.000 e 10.000 kDa. Ja como tensoativos
lipofilicos foram comparados o Span®60, Lipoid® s100 e Lipoid® Phosal, e como
tensoativos hidrofilicos o Tween®80 e Kolliphor®ELP. Os sistemas produzidos
foram armazenados e mantidos refrigerados a 4°C até as andlises de

caracterizacao.



Tabela 2. Composicao geral das nanocépsulas e suas concentracdes

Fase organica

Substancia Quantidade
Polimero 40 mg
Acetona 6mL

MCT 50 mg
Tensoativo lipofilico 15 mg
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Fase aquosa

Tensoativo hidrofilico 24 mg
Agua 12 mL

Fonte: Formiga, 2025

4.9.3. Otimizagao do nanossistema produzido

Foi utilizado o delineamento experimental de Box-Behnken para otimizar
a produgéo de nanoparticulas. Foram avaliadas as concentragdes de 6leo (MCT
- 50, 175 e 300 mg), polimero (PCL - 50, 100 e 150 mg) e surfactante hidrofilico
(Kolliphor®ELP — 20, 60 e 100 mg) como variaveis independentes, enquanto o
diametro hidrodinamico foi aplicado como variavel dependente. A concentragao
do surfactante lipofilico (Lipoid S-100®) foi mantida constante (20 mg). As
nanoparticulas otimizadas (oNCPs) foram produzidas pelo método de
nanoprecipitagdo. O software Statistica® foi empregado para analise dos dados

e geracgao de graficos 3D.
4.9.4. Funcionalizagao do nanossistema otimizado

A fim de modular a interagcdo com albumina e células, os nanossistemas
otimizados foram funcionalizados. Inicialmente foram produzidas nanoparticulas
contendo diferentes concentragdes de quitosana (0,005 a 0,2%) em
concentragdes distintas de acido acético (0,1 a 1%). Este polimero foi adicionado
a fase aquosa e homogeneizado a temperatura ambiente. Também foram
realizadas funcionalizagdes com Lipoid®-PEG 5000 em diferentes proporgdes
com o Lipoid®s100 (20:0, 15:5, 10:10, 5:15, 0:20 mg) na fase organica. Além
disso, foi comparada a produgéo dos sistemas em agua e em solugéo tampéo
fosfato (PBS). O efeito dessas substancias no tamanho das particulas foi
avaliado e estas foram nomeadas de gNCP e pNCP, respectivamente. Todos os
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nanossistemas produzidos foram armazenados em recipientes de vidro e

mantidos refrigerados a 4°C até as analises de caracterizagao.
4.9.5. Incorporagao das isatinas nos nanossistemas produzidos

1 mg das ISA7d, ISA8d e ISA11d foram pesados junto a fase organica de
cada uma das NCPs, no intuito de aumentar a solubilidade dessas moléculas
pela interacdo com outros componentes do sistema. A producido se deu pelos
métodos descritos anteriormente, sendo adicionada uma etapa de centrifugacao
(5.000 rpm por 10 minutos) para a separar as isatinas ndo encapsuladas dos
nanossistemas formados. Dessa forma, 9 formulagdes foram obtidas e
armazenadas para analises de caracterizagdo, sendo nomeadas de oNCP7d,
gNCP7d e pNCP7d (ISA7d), oNCP8d, gNCP8d e pNCP8d (ISA8d), e oNCP11d,
gNCP11d e pNCP11d (ISA11d).

4.10. Caracterizagao das formulagoes

4.10.1. Diametro hidrodindmico e indice de polidispersao (Pdl)

O diametro hidrodinamico médio e o indice de polidispersdo da particula
foram determinados pela técnica de dispersao de luz dindmica, por meio do
aparelho Zetasizer Lab® (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). As
amostras foram diluidas em agua Milli®Q na propor¢ao 1:100 e analisadas sob

25°C com angulo de deteccgao fixado em 90°.
4.10.2. Potencial zeta

O potencial zeta (¢) € um indicador de carga de superficie das particulas,
e foi determinado a partir da técnica de dispersao de luz eletroforética, ou
Electrophoretic Light Scattering (ELS), usando o Zetasizer Lab®. As amostras
foram diluidas em solucado de NaCl a 1 mmol/L na proporgao 1:100 e analisadas
a 25°C.

4.10.3. Analise morfolégica em perfildmetria 6tica

Para confirmar o tamanho e avaliar a morfologia das nanoparticulas, foi

utilizada a técnica de analise morfolégica em superficie através de um

Perfildbmetro Talysurf CCl MP-Lite (Taylor Hobson, Inglaterra). Foram preparadas

laminas, contendo um esfregaco das nanoparticulas, que foram analisadas sob
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uma lente 50x com resolucado de 1024x1024 pixel, no método de amostras de
baixa refletancia. Os resultados foram plotados em graficos de superficie 3D pelo

software TalyMap Lite 7.2.7481 acoplado ao equipamento.

4.10.4. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
das NCPs

Os espectros de infravermelho das formulacdes e dos seus componentes
foram registrados num FTIR-ATR (Shimadzu® Cary 630) para a determinagdo
dos grupos funcionais, analisados a uma varredura de comprimento de onda de
400-4000 cm™'. As amostras sélidas foram adicionadas diretamente ao cristal e
prensadas para analises. Para as formulag¢des, foram adicionados 20uL ao cristal
e aguardou a evaporagao de toda agua do sistema para avaliar os espectros

formados.
4.10.5. Analises térmicas das nanoparticulas

A estabilidade térmica das NCPs foi avaliada por termogravimetria (TG) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC). As analises foram realizadas em
cadinhos de platina e submetidas a um protocolo de aquecimento controlado em
uma termobalanga Hitachi STA7300 (Chiyoda, Toquio, Japdo) e em um DSC25
da TA Instruments (New Castle, Delaware, EUA), respectivamente, sob
atmosfera de nitrogénio e taxa de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de
temperatura de 25 a 300 °C.

4.11. Determinacdao do doseamento e eficiéncia de encapsulacao
(EE%) por HPLC

O doseamento das isatinas foi realizado por cromatografia liquida de alta

eficiéncia utilizado método previamente validado. A analise foi realizada sob fluxo

isocratico de 1,6 mL/min na propor¢cdo ACN:agua de 65:35 e A 278nm (ISA7d),

1,5 mL/min na propor¢ao ACN:agua de 70:30 e A 285nm (ISA8d) e 1,6 mL/min
na propor¢cao ACN:agua de 45:55 e A 320nm (ISA11d).

A determinagao do doseamento da formulacao foi realizada por meio de

10 pL das nanoparticulas em 990 uL de ACN, agitadas em banho ultrassénico e

centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min. Posteriormente, uma diluigdo utilizando

do sobrenadante para uma concentragcao no intervalo da curva de calibracao foi

realizada e em seguida analisado por HPLC.
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A eficiéncia de encapsulacao (EE%) foi determinada pela ultrafiltragdo da
formulacao, utilizando-se filtro Amicon® Ultra 0,5 mL submetidos a centrifugagao
(5.000 rpm/15 minutos). O filtrado foi diluido em ACN e analisado no HPLC. A

EE% foi calculada pela equacao descrita abaixo.

Equacido 5. Determinagao da eficiéncia de encapsulagao

_ Quantidade total do composto— Quantidade do composto nao encapsulado
EE (%) = x 100

Quantidade total do composto

4.12. Estabilidade dos nanossistemas

A estabilidade das nanoparticulas, com e sem farmaco, foi avaliada em
termos do tamanho, Pdl e potencial zeta por um periodo de 3 meses em
diferentes temperaturas (4°C, 25°C e 35°C). Todas as analises foram realizadas

em triplicata e os dados expressos em graficos obtidos no GraphPad Prism9.

4.13. Complexagao com proteinas plasmaticas

Aiinteragao entre as NCP e a albumina sérica bovina (BSA) foi investigada
através da analise da formacéo da coroa proteica. Para isso, os nanossistemas
foram incubados (1:10) com diferentes concentragdes de uma solugcao de BSA
(1 a 40 mg/mL) em um tempo fixo de 30 minutos. Posteriormente, foi fixada a
concentragcéo de BSA (5 mg/mL e 20 mg/mL) ao longo de 0,25, 0,5, 1, 4,8 e 24
horas O tamanho de particula e o potencial zeta das nanoparticulas foram
determinados de modo a avaliar a cinética de adsor¢do da albumina e a

formagao da coroa proteica.

4.14. Ensaio de citotoxicidade in vitro

O ensaio de reducdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
brometo) foi empregado para avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas contra
a linhagem celular tumoral MCF-7, um tipo de adenocarcinoma mamario. Este
método envolve a avaliagdo da viabilidade e proliferagcao celular através da
atividade redutora das enzimas mitocondriais e citoplasmaticas. Assim, 100 uL
de células foram semeados em placas de 96 pocos a uma concentragao de 1 x
10° células/mL. Apos 24 horas, as células foram tratadas com diferentes
concentragdes das isatinas e NCPs (concentragao tedrica de 3,125 a 100 ug/mL)
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por mais 24 horas. As formulagdes sem farmaco e com MCT foram usadas para

avaliar a citotoxicidade dos nanocarreadores vazios.

ApOs a incubacgao, o sobrenadante foi removido, e meio fresco com 10 L
de solugado de MTT (5 mg/mL) foi adicionado. As placas foram incubadas por
mais 4 horas, apos as quais 100 pL de uma solugdo de acido cloridrico de
laurilsulfato de sodio a 10% (SDS-HCI) foram adicionados para dissolver os
cristais de formazan produzidos. A absorbancia foi medida usando um
espectrofotometro (leitor de microplacas BioTek Instruments®, Sinergy HT,
Winooski, VT, EUA) a um comprimento de onda de 570 nm. Trés experimentos
independentes, cada um realizado em ftriplicata ou quadruplicata, foram
conduzidos, e os dados s&o0 expressos como a concentracdo que inibe o
crescimento celular em 50% (ICso0), determinada por meio de andlise de

regressao nao linear.

4.15. Docking molecular do mecanismo de acao

As estruturas dos derivados de isatina foram modeladas usando o
software MarvinSketch v.23.14 e otimizadas usando o método MMFF semi-
empirico do Spartan v.14. As estruturas cristalograficas de sete alvos envolvidos
na cascata de sinalizacdo do cancer foram selecionadas do Protein Data Bank
(PDB) (Tabela 3). Como comparativo, foram selecionados antagonistas de cada

um dos alvos.

Tabela 3. Alvos e ligantes utilizados em estudos de docking molecular

Alvo PDB (ID)  Resolugéo Ligante RMSD Referencia
Caspase 3 1RHK 2,50 A PRD_000231 0.802 (Becker et al.,
2004)
Caspase 7 8DGZ 2,80 A PRD_000422 0.218  (Hobbs et al.,
2023)
Caspase8 'O L20A Ao IETD_aldehyge 0434 (Wattetal,
1999)
2G01 3,50 A 0.131 (Liu et al.,
JNK1 73Q ot
7BDO 2,70 A 0.315 Chiniadis et
Pas-a TBK ( al., 2021(
ERK1 4QTB 1,40 A 387 0.143  (Chaikuad et

al., 2014)
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1,33 A 0.281 (Ward et al.,

ERK1/2 6SLG LHZ 2019)

Fonte: Formiga, 2025

O software Molegro Virtual Docker v.2013.6.0.1 foi utilizado para realizar
o docking molecular. Todas as moléculas de agua e os cofatores foram excluidos
e antes do docking molecular, a etapa de redocking foi realizada, a fim de avaliar
a precisdo e confiabilidade dos resultados a partir do Root-Mean-Square
Deviation (RMSD). O RMSD é uma etapa necessaria para verificar se o algoritmo
foi capaz de produzir a pose correta e valores < 2 A sdo considerados

satisfatorios.

A simulagao foi conduzida usando as configuragcdes padréo. As fungdes
de escore Plants, MolDock e ReRank scores foram utilizadas para avaliar as
poses do ligante. Vinte runs foram realizados usando o algoritmo de busca
MolDock SE e as 5 principais poses foram mantidas. Uma grade com raio de 15
A e resolugdo de 0,30 A foi gerada centrada nas posigdes dos ligantes
cristalograficos nas proteinas selecionadas. As poses das substancias e dos
ligantes-padrao foram posteriormente analisadas usando o Discovery Studio
Visualizer v21.1.0.20298.

4.16. Analise estatistica

A analise estatistica foi feita por comparagao estabelecida através da
analise de Variancia (ANOVA) one way ou two-way, onde os resultados foram
considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05 (teste de Tukey), onde
o nivel de significancia adotado foi de 95%. Também foi utilizado o teste t quando
necessario. As concentragdes inibitérias médias (Clso) e seus intervalos de
confianga de 95% foram obtidos por analise de regressado nao-linear. Foram
utilizados para estas analises os programas GraphPad Prism 8.0.2 (Graphpad
Software Inc, San Diego, CA, EUA) e Excel® versao 2108.



Resultados e Discussao



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.

Caracterizacgao fisico-quimica das isatina
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5.1.1. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR)

A Figura 7 apresenta os espectros de infravermelho das isatinas, onde foi

possivel observar sinais na regido de 3300 cm-'

(estiramento N-H), bandas
fracas em 3090 cm-! (estiramento C-H sp? de aromaticos) e intensas proximas a

1680 cm™ (estiramento C=0 de amidas), além de bandas de média intensidade
por volta de 1550 cm™" (dobramento N-H).

Figura 7. Espectros de infravermelho das ISA7d (A), ISA8d (B) e ISA11d (C)
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Fonte: Formiga, 2025
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Todavia, os espectros indicam diferencas estruturais entre as isatinas,

sendo confirmadas pelo aumento da intensidade do estiramento N-H para ISA7d,

uma vez que ela possui mais aminas livres quando comparadas com a ISA8d e

ISA11d. Estas por serem metiladas apresentam sinais referente ao estiramento

de C-H sp3

(2980 cm™). Além disso, houve o aumento da intensidade do
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estiramento C-H sp? de aromaticos (3090 cm™') para a ISA11d, tendo em vista

que possui menos substituicdes em seus anéis.
5.1.2. Espectroscopia de ultravioleta (UV-Vis)

Para detecg¢ao desses composto sintéticos foi realizada a espectroscopia
de ultravioleta, com o objetivo de determinar as bandas de absorc¢ao e escolher
a que apresentar o comprimento de onda maximo (Amax) de maior intensidade,
maximizando a resposta do detector e melhorando a precisao e sensibilidade da
analise (Zhang; Wu; Sun, 2023).

Por serem semelhantes, a ISA7d apresentou duas regides de absorgao,
275 nm e 330 nm, assim como a ISA8d que obteve seu Amax em 285 nm e 346
nm. Apesar da ISA11d possuir dois comprimentos de onda vistos no espectro,

apenas o 320 nm foi significativo para sua identificacdo (Figura 8).

Figura 8. Espectros de ultravioleta das isatinas solubilizadas em acetonitrila (20 pg/mL)
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Fonte: Formiga, 2025

As moléculas possuem propriedades eletrbnicas e estruturais
semelhantes, principalmente a ISA7d e ISA8d, que se diferenciam pela presenca
da metila ligada ao nitrogénio. O cloro, como grupo retirador de elétrons, reduz
a densidade eletrénica do anel aromatico, enquanto o grupo amida estabiliza a
conjugacéao. Isso contribui para o deslocamento da absor¢cédo para as regides
observadas.
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O pico em 278nm (ISA7d) e 285nm (ISA8d) estdo relacionados as
transicdes eletrénicas T — 1" no sistema conjugado da molécula que permite a
delocalizacdo de elétrons, resultando em um deslocamento para menores
comprimentos de onda, denominado de efeito hipsocrémico. Em 330nm (ISA7d)
e 346nm (ISA8d) as transi¢des eletronicas sao do tipo n — 11, onde os elétrons
nao ligantes (n) do oxigénio séo excitados para orbitais antiligantes 11, e estéo
relacionadas ao grupo carbonila que também apresenta efeito hipsocrémico
(Ishchenko et al., 2018). Todavia, a ISA8d possui efeitos adicionais de
estabilizacao devido a presenca da metila e por isso tende a apresentar Amax

em regides de maior absorgao.

Pela ISA11d possuir um grupo nitro (-NOz2) ligado ao anel aromatico ocorre
a conjugacao com o sistema, deslocando a absorcao levemente para um
comprimento de onda maior (320 nm), em virtude da reducdo de energia de
transicdo (efeito batocrémico) (Noh et al., 2022). Este pico é resultado das

transigdes n — 1T* relacionadas ao grupo carbonila presente na molécula.

Assim, deu-se seguimento com as analises em comprimento de onda de
275 nm, 285 nm e 320 nm por serem regides de maior absorgdo e
consequentemente melhor resposta do detector em relagdo a precisao e

sensibilidade.

5.1.3. Validagao de metodologia analitica das isatinas desenvolvida
por HPLC

Apods o desenvolvimento do método, foi feita sua validacao na intengao de

assegurar que era apropriado para a identificacao e quantificagdo das isatinas.

5.1.3.1. Linearidade

Inicialmente foi realizada uma curva de calibragdo em HPLC onde as
corridas para ISA7d e ISA8d obtiveram duracdo de 10 minutos, enquanto que
para ISA11d foi de 15 minutos, com tempos de retengao de 4,5 minutos, 7,2
minutos e 11,3 minutos, respectivamente. Os picos apresentaram carater nitido

e sem muitos interferentes indicando a seletividade do método (Figura 9).

Figura 9. Cromatogramas da ISA7d (A), ISA8d (B) e ISA11d (C)
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Fonte: Formiga, 2025

As curvas de calibracdo foram construidas com base nas areas dos picos
obtidos de cada composto, onde as equagdes da reta e coeficiente de
determinagdo da regressdo linear (R?) da ISA7d, ISA8d e ISA11d foram,
respectivamente: y=35574x+5455 e R? = 0,9996 (Figura 10A), y = 61275x -
4049,6 e R? = 0,9995 (Figura 10B), e y=63934x+10368 e R? = 0,9999 (Figura
10C). Todos os valores de R? foram acima de 0,999, indicando que os métodos

serao fidedignos para aplicacdo nas demais metodologias (Sammartano et al.,
2023).
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Figura 10. Curvas de calibragdo da ISA7d (A), ISA8d (B) e ISA11d (C)
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Fonte: Formiga, 2025
5.1.3.2. Especificidade

Pela analise dos cromatogramas obtidos das isatinas isoladas e nas
formulacdes, foi visto que nao existe a presencga de picos coeluindo junto aos
picos do padrao, como vistos nas figuras 11, 12, 33, 14, 15 e 16. Estes resultados
indicam que quando as formulagdes foram dosadas n&do havera interferéncia na

identificacdo e determinagao da concentracdo das moléculas sintéticas

Figura 11. Cromatograma da ISA7d (10pg/mL) referente a especificidade
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Fonte: Formiga, 2025
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Figura 12. Cromatograma da formulagéo contendo ISA7d (10ug/mL) referente a especificidade

—

Intensidade (mV

Figura 13. Cromatograma da ISA8d (10ug/mL) referente a especificidade

Intensidade (mV)

20000
3
N
15000 |
‘I
\
|
10000 | ||
f |
I
Il | l‘
5000 - I |1
| |
| | :
|‘ " " " ,“"f |
04 - o e - AN
T T T T T T
0 1 2 3 4 5 &
Tempo (min)

Fonte: Formiga, 2025

40000 g
|
"
I
30000 |
|
| |
20000 -| | |
| |
|
|
10000 | I
L
I
od - . ~_ o — ) ‘\,_
T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Tempo (min)

Fonte: Formiga, 2025

Figura 14. Cromatograma da formulacéo contendo ISA8d (10ug/mL) referente a especificidade
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Figura 15. Cromatograma da ISA11d (1ug/mL) referente a especificidade
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Figura 16. Cromatograma da formulagéo contendo ISA11d (1ug/mL) referente a especificidade
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Efeito matriz

A fim de analisar o efeito matriz proveniente do 6leo em que as isatinas

foram solubilizadas, foi realizado um calculo de porcentagem de variagao

comparando o coeficiente angular das curvas obtidas no solvente e na solugao

com MCT (Tabela 4), além de serem avaliados os paralelismos das retas para

cada molécula (Figura 17). Com isso, foi possivel concluir que ndo houve efeito

de matriz quando analisadas as curvas dos 3 métodos, uma vez que a variagcao
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foi de no maximo 1,15%. Assim, observa-se que os métodos sao eficientes para

analisar as isatinas em matriz complexa como a de MCT.

Tabela 4. Variagédo percentual do coeficiente angular derivado da analise do efeito matriz

proveniente da adicdo de MCT

Isatina Equacéao padrao Equacao matriz Variagao (%)
ISA7d 63934x + 10368 63196x + 14449 1,15
ISA8d 61275x - 4049,6 61204x - 1494,9 0,12
ISA11d 35574x + 5455 35266x + 13160 0,86

Fonte: Formiga, 2025

Figura 17. Andlise comparativa do coeficiente angular das curvas de ISA7d (A), ISA8d (B) e

ISA11d (C)
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5.1.3.4. Precisao

A precisao foi determinada em dois dias consecutivos por dois analistas
diferentes e mesmo equipamento para a obtencdo dos valores de
reprodutibilidade. O valor dos teores e desvios padrao relativos estdo expressos

nas tabelas 5, 6 e 7 para os analistas 1 e 2.
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Tabela 5. Valores encontrados pelos analistas 1 e 2 para a ISA7d no teste de precisdo
(reprodutibilidade)

Concentragao CMD o
(hgimL) (wgimi)  °°  DPROA
1,08
Baixa 1,09 1,08 0,0017 0,16
1,08
5,06
Média 5,07 5,07 0,0018 0,03
5,29
15,03
Alta 15,09 15,06 0,0463 0,31
15,06
1,08
Baixa 1,07 1,08 0,0086 0,8
1,08
5,07
Analista 2 Média 5,06 5,07 0,0062 0,12
5,03
15,06
Alta 15,13 15,09 0,0466 0,31
14,99
*CMD: Concentragdo Média Determinada. DP: Desvio Padrdo. DPR: Desvio Padrao Relativo

Analista 1

Fonte: Formiga, 2025

Tabela 6. Valores encontrados pelos analistas 1 e 2 para a ISA8d no teste de precisdo
(reprodutibilidade)

Concentraciao CMD o
(hg/mL) (ngmy) PP DPROA
1,13
Baixa 1,12 1,12 0,0068 0,60
1,12
5,11
Analista 1 Média 5,04 5,08 0,0389 0,77
5,10
15,04
Alta 15,05 15,05 0,0095 0,06
14,99
1,13
Baixa 1,10 1,12 0,0164 1,47
1,11
5,12
Analista 2 Média 4,97 5,06 0,0812 1,60
5,10
15,05
Alta 14,99 15,07 0,0162 0,23
15,08

*CMD: Concentragdo Média Determinada. DP: Desvio Padrao. DPR: Desvio Padrao Relativo

Fonte: Formiga, 2025



67

Tabela 7. Valores encontrados pelos analistas 1 e 2 para a ISA11d no teste de precisdo
(reprodutibilidade)

Concentragao CMD o

(ugimL) wgimy _ °F  PPRO
1,01

Baixa 1,02 1,02 0,0101 0,99
1,01
511

Analista 1 Média 5,01 5,06 0,0696 1,38
4,93
14,99

Alta 15,15 15,07 0,1163 0,77
15,01
1,02

Baixa 1,08 1,05 0,0386 3,67
1,00
513

Analista 2 Média 4,99 5,06 0,0958 1,89
5,02
15,07

Alta 14,93 15,00 0,0971 0,65
15,01

*CMD: Concentragdo Média Determinada. DP: Desvio Padrdo. DPR: Desvio Padrdo Relativo
Fonte: Formiga, 2025

Dessa forma, foi visto que o desvio padrdo relativo apresentado nas
analises feitas pelos analistas 1 e 2 ndo ultrapassou o DPR < 5% (Brasil, 2017).
Esses resultados demonstram que o método € preciso e admite variagdes entre
analistas. Além disso, foi feita analise estatistica utilizando o teste t, onde foi visto
que o T calculado € menor que o t critico, para todas as concentragdes (Tabela
8), nao havendo diferengas estatisticamente significativas entre as

concentragdes obtidas nos dois dias (confianga de 95%).
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Tabela 8. Valores de p obtidos no test t e DPR para as diferentes concentrages de isatina

entre os analistas

Isatina Concentragéao DPR(%) P
Baixa 0,74 0,08
ISA7d Média 1,87 0,24
Alta 0,32 0,46
Baixa 1,07 0,14
ISA8d Média 1,14 0,26
Alta 0,23 0,10
Baixa 2,70 0,29
ISA11d Média 1,45 0,32
Alta 0,50 0,24

Fonte: Formiga, 2025

Por isso, de acordo com todos os resultados obtidos, o doseamento das
isatinas pelo método proposto € preciso, estando seus desvios padrao relativos

dentro dos limites exigidos.

5.1.3.5. Exatidao

Este parametro foi avaliado conforme a proximidade dos dados
encontrados com os valores esperados, sendo calculado pela taxa de

recuperacao das isatinas em cada um dos niveis, conforme visto na tabela 9.
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Tabela 9. Resultados encontrados através dos testes de exatidao nos trés niveis

Isatina Nivel C°'2:;;'nt1’f)ga° %R %RM DP ':(’;';
0,99 99
Baixo 1,00 99 98,7 0,01 0,01
0,97 97
4.86 99
ISA7d Médio 472 98 98,9 0,02 0,02
4,82 99
14,91 99
Alto 14,86 99 99,0 0,04 0,04
14,80 99
1,16 102
Baixo 1,14 100 101,6 0,01 0,01
1,15 101
505 101
ISA8d Médio 4,97 100 100,4 0,02 0,02
4,99 100
15,12 101
Alto 15,11 101 101,1 0,04 0,04
15,09 101
1,046 100
Baixo 1,024 99 99,3 0,02 0,02
1,026 99
4,69 96
ISA11d Médio 4,69 96 97,7 0,18 0,20
5,02 100
14,76 98
Alto 15,08 100 99,2 0,29 0,30
14,89 99

* %R: Porcentagem de recuperacéo. %RM: Porcentagem de recuperacéo média. DP: Desvio
padrdo. DPR: Desvio Padrao Relativo
Fonte: Formiga, 2025
Pela analise dos dados foi observado que os valores de recuperagao
estavam dentro do esperado, cujas médias representaram 98,9 +0,1 (ISA7d),
101,0 £ 1,0 (ISA8d) e 98,4 £ 0,7 (ISA11d), Através do tratamento estatistico feito
por analise de variancia (ANOVA de fator unico), foi visto que nao houve
diferenga significativa para ISA7d (p=0,9), ISA8d (p=0,1) e ISA11d (p=0,5) na
recuperacao dos trés niveis no intervalo de confianca de 95%. Isto prova que o

método € exato para a quantificagao das isatinas.
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5.1.3.6. Limite de detecc¢ao e limite de quantificacao

Estes parametros foram calculados com base na extrapolagdo dos dados
da curva de calibragdo, por meio do desvio padrdo (equagdo da linha de
regressao) determinado pelo no erro padréo da estatistica de regressdo. Dessa
forma, os limites de deteccdo e quantificacdo foram, respectivamente, 19,3
ng/mL e 64,3 ng/mL para ISA7d, 39,0 ng/mL e 129,9 ng/mL para ISA8d, 36,1
ng/mL e 142,0 ng/mL para ISA11d.

5.1.3.7. Robustez

Na robustez foram avaliadas as variaveis: fluxo e fase mével. Foram
analisadas amostras das isatinas cujos resultados podem ser vistos nas tabelas
de 10 a 12.

Tabela 10. Condicdes de robustez (fluxo e composigédo da fase movel) do método HPLC para
ISA7d (10 pg/mL) em fase movel contendo 10 mg/mL de MCT

Parametro Condigio ~ comeentragdo o nop (%)
(ng/mL)
62 9.9 00089 0,09
ra o 3 b b
Fase movel B (%) 68 10,2 00076 0,07
1,52 10,4 00319 0,31
[ ) ) i )
Fluxo (mL min ) 1,68 98 00207 022

DP: Desvio padrao. DPR: Desvio Padrao Relativo

Fonte: Formiga, 2025

Tabela 11. Condigbes de robustez (fluxo e composigdo da fase moével) do método HPLC para
ISA8d (10 pg/mL) em fase movel contendo 10 mg/mL de MCT

Parametro Condigao Concentragdo DP DPR (%)
(ug/mL)
67 9.8 0,0188 0,19
Fase movel B (%) 73 9,9 0,0511 0,05
1,43 10,3 0,0057 0,51
FS | ’ ’ ’ ’
Fluxo (mL min ) 1,57 9,9 0,0186 0,19

DP: Desvio padrao. DPR: Desvio Padrao Relativo

Fonte: Formiga, 2025
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Tabela 12. Condi¢bes de robustez (fluxo e composigédo da fase movel) do método HPLC para
ISA11d (10 pg/mL) em fase moével contendo 10 mg/mL de MCT

R . Concentraciao DPR
Parametro Condigéo (ug/mL) DP (%)
43 9,8 0,0187 0,19

ra 0 H k) b
Fase movel B (%) 47 10,0 01813 1.81
1,52 10,2 0,0239 0,22

Fl L min -1 ’ ’ ’ ’
uxo (mL min ) 1,68 9,8 00161 0,17

DP: Desvio padrao. DPR: Desvio Padrao Relativo

Fonte: Formiga 2025

Em todas as condigdes de robustez, foram observadas pequenas
variagdes (maximo 1,81%), indicando que esses parametros nao alteraram
significativamente a area do pico das moléculas. Além disso, ndo foram
observados interferéncia nos picos em todas as condi¢cdes de estabelecidas.
Portanto, o método desenvolvido foi robusto para dosar as isatinas em uma

matriz complexa como o MCT.
5.1.4. Estudo de solubilidade e coeficiente de particao (LogP)

O estudo de solubilidade demonstra que as isatinas obtiveram baixa
solubilidade em MCT (Tabela 13). Quando comparadas, a ISA8d foi a que
apresentou mais afinidade com a fase oleosa (476,7 ug/mL), que pode estar

atrelado a diferenca de polaridade entre os compostos sintéticos.

Tabela 13. Solubilidade das isatinas em MCT

Isatinas Solubilidade em MCT (mg/mL)
ISA7d 351,0+1,21

ISA8d 476,7 + 0,83

ISAl1d 178,51+ 2,04

Fonte: Formiga, 2025

Por isso, avaliou-se o coeficiente de particio que é uma etapa
fundamental no estudo de formulagdes liquidas, uma vez que analisa o
comportamento da substdncia em ambientes quimicos com diferentes
polaridades (Xavier Junior et al., 2016). Dessa forma, a solubilidade em MCT foi
comprovada pelo coeficiente da ISA8d (>1,05) que foi maior em relagao a ISA7d
(>0,80) e ISA11d (>0,78), como visto na tabela 14.
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Tabela 14. Coeficiente de particao das isatinas

Amostras Componentes Concentragao (mg/mL) (\é?;g;é‘;eu:) logP
MCT 0,19 +0,15 63
Agua 0,030 £ 0,01 0.80
ISA7d
n-octanol 1,35+ 0,01
, 3,2 0,50
Agua 0,42 + 0,05
MCT 0,58 £ 0,10
, 11,4 1,05
Agua 0,05+ 0,04
ISA8d
n-octanol 0,54 + 0,23
) 8,9 0,95
Agua 0,60 + 0,02
MCT 0,36 £ 0,04
) 6,0 0,78
Agua 0,06 + 1,20
ISA11d
n-octanol 0,33 £ 0,02
] 57 0,75
Agua 0,06 £ 0,05

Fonte: Formiga, 2025

Os triglicerideos de cadeia média sao classificados como lipidios neutros,
compostos por acidos graxos com comprimentos da cadeia carbdnica variando
entre 6 e 12. Por apresentar este carater neutro, o MCT é muito utilizado em
formulacbes como meio para solubilizar ativos lipofilicos sem interferir na
atividade biologica (Mayookha et al., 2024).

Nesse sentido, observou-se que as isatinas possuem uma lipofilicidade
moderada, apesar de nao solubilizar de forma eficiente em MCT. Esse fato pode
ser resultado da eletronegatividade dos atomos presentes nas moléculas que
atraem os elétrons compartilhados com mais intensidade, criando um momento
dipolo que influencia nas propriedades fisicas e quimicas das moléculas, como
a solubilidade (Ghosh; Gupta, 2006; Velasco-Bejarano et al., 2024).

A ISA7d apresenta dois atomos de cloro no anel aromatico, que séo
relativamente apolares, mas levemente eletronegativos. De forma semelhante,
a ISA8d também possui essa composicdo, no entanto, apresenta um grupo
metila que a deixa menos polar. A ISA11d dispde de grupo nitro, altamente
eletronegativo, que promove uma distribuicdo desigual da carga, fazendo com
que esse composto seja 0 mais polar entre as moléculas (Velasco-Bejarano et
al., 2024).
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5.1.5. Cinética de degradacgao

A cinética de degradacao possibilitou avaliar se as isatinas, em contato
com a matriz oleosa, sofria deterioracdo em diferentes condi¢des de temperatura

(Figura 18), exposicao a luz (Figura 19) e umidade (Figura 20) por 45 dias.

Figura 18. Avaliagado das ISA7d (A), ISA8d(B) e ISA11d(C) em matriz oleosa sob diferentes

temperaturas
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Figura 19. Avaliagédo das ISA7d (A), ISA8d(B) e ISA11d(C) em matriz oleosa sob exposi¢éo a luz
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Figura 20. Avaliagado das ISA7d (A), ISA8d(B) e ISA11d(C) em matriz oleosa sob condi¢des de

umidade

(A) (B)

-~ Exposto a umidade
500 - Nio exposto a umidade

-e- Exposto a umidade
-#- N&o exposto a umidade

P Y

Concentragao (pg/mL)
5
Concentragao (pg/mL)

10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tempeo (dias) Tempo (dias)

(©)

-o- Exposto a umidade

T
/ . -= N&o exposto a umidade
180
T

T T T
10 20 30 40 50
Tempo (dias)

Concentragéo (pg/mL)

o4

Fonte: Formiga, 2025

Foi possivel observar que o tempo de contato entre as isatinas e o 6leo
favoreceram a solubilidade, independentemente das condi¢gdes ambientais.
Entretanto, em temperaturas elevadas (25 e 37°C) a intensidade do pico obtido
por HPLC foi maior, indicando maior solubilizagdo, enquanto que em
temperaturas mais baixas (4°C) nao favoreceu essa interagao. A degradacao s6
foi observada acima de 30 dias para todas solugdes, porém os sinais de

deterioragdo foram maiores para aquelas armazenadas em geladeira.

O perfil de exposicao a luz foi diferente quando comparadas as isatinas,
onde a ISA7d tendeu a se manter constante quando armazenado ao abrigo da
luz, que a longo prazo favoreceu a diminuigdo da sua degradagao. Ja a ISA8d e
ISA11d nao obtiveram diferengas significativas desse parametro, indicando que

a exposicao da luz nao alterou o perfil de degradacdo num periodo de 45 dias.

A umidade favoreceu a solubilizacdo das ISA7d e ISA8d em 15 dias,
contudo a longo prazo essa exposi¢cao levou a maior degradacao das
substancias. Entretanto, para ISA11d a umidade n&do sé garantiu que ela
solubilizasse de forma constate, como também protegeu de deteriorar em 45

dias, sendo a unica solugdo que nao apresentou picos de degradagao.
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Moléculas sintéticas exibem diversos perfis de estabilidade sob condicbes
ambientais variadas, podendo sofrer degradagao em sua forma isolada. Quando
em matriz complexa, como o MCT, pode sofrer protecédo devido as caracteristicas
fisico-quimicas do oleo. Entretanto, a longo prazo os 6leos sdo suscetiveis a
degradacao, principalmente, quando expostos a altas temperaturas e luz. Por
isso, condi¢gbes de armazenamento adequadas, como temperaturas mais baixas

e escuriddo, podem aumentar a estabilidade do 6leo (Dintcheva; D’Anna, 2019).

De forma geral, temperaturas mais altas aumentam a solubilizagdo de
moléculas sintéticas em 6leos (Abbasi; Radi, 2016), uma vez que é conduzida
por ganhos de entalpia, que sdo menos favoraveis em temperaturas mais baixas
(Zhang et al., 2015). Por isso, conforme a temperatura aumenta, a capacidade
de ligacao é favorecida assim como a solubilizagdo. Contudo, aumento da
entropia (desordem das moléculas em altas temperaturas) pode conduzir o
processo de degradagado o que anula o efeito de entalpia no sistema (Al-Mulla,
2012).

Alguns compostos degradam-se mais rapidamente quando expostos ao
ar e umidade, o que pode levar a oxidacido e outras reacdes que nao envolve
alteragdes na temperatura (Stathopoulos et al., 2020). Por isso, esperava-se que
a ISA11d, sofressem alteracdes consideraveis quando expostas a luz e umidade,
de modo que seus grupos funcionais, principalmente o NO2 (Liu et al., 2020),
favorecem reacdes de oxidagao. Porém, acredita-se que a interagdo com o MCT,
protegeu a moléculas de sofrer degradagao a longo prazo, por manter ligagdes
estaveis. Nessa perspectiva, buscou-se comparar se essa estabilidade se
manteria ou melhoraria quando as isatinas fossem carreadas em nanossistemas

poliméricos.

5.2. Desenvolvimento e caracterizagao das nanocapsulas poliméricas
(NCPs)

5.2.1. Estudo de pré-formulagao

O estudo de pré-formulagao é essencial para escolher os componentes
da formulagdo de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, garantindo a
compatibilidade e otimizando parametros de formulagcdo e de producéo
(Chaurasia; Arora; Arora, 2024).
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Por isso, diferentes polimeros e tensoativos (hidrofilicos e lipofilicos)
foram associados, com concentragao constante, de forma a determinar qual
seria a melhor formulagdo. Dessa forma, foram propostas 12 combinagdes
variando esses componentes e avaliou-se qual apresentava melhores

parametros de tamanho, Pdl e potencial zeta (Tabela 15).

Tabela 15. Composicao e resultados das amostras na produgao das NCPs

Composicao Parametros fisico-quimicos
Caédigo Polimero TL* TH* Tamanho Pdl Potencial Zeta
(nm) (mV)
FO01 PCL80 Span60 Tween80  272,7£3,5 0,21+0,10 -44,8+1,3
F02 PCL80 Lipoid s100 Tween80  266,8+4,5 0,14%0,02 -37,3t1,4
F03 PCL80 Lipoid phosal | Tween80  261,8+2,9 0,14%0,04 -38,7+2,2
F04 PCL80 Span60 Kolliphor ~ 280,2+4,1  0,14+0,00 -40,7+0,8
F05 PCL80 Lipoid s100 Kolliphor ~ 257,3t5,5  0,14%0,03 -36,5+0,8
F06 PCL80 Lipoid phosal | Kolliphor ~ 253,9+5,6  0,13+0,02 -30,6+1,3
FO7 PCL10 Span60 Tween80  269,8+3,1  0,14+0,02 -33,9+1,6
F08 PCL10 Lipoid s100 Tween80  255,0+4,1  0,12+0,03 -26,1+0,8
F09 PCL10 Lipoid phosal | Tween80  238,7+0,7 0,08+0,03 -27,4+0,8
F10 PCL10 Span60 Kolliphor ~ 256,0+1,9  0,08+0,01 -30,5+0,9
F11 PCL10 Lipoid s100 Kolliphor ~ 235,0+1,6  0,06+0,03 -26,110,2
F12 PCL10 Lipoid phosal Kolliphor 221,4%1,1 0,08+0,02 -30,5+0,9

*Policaprolactona Mn 80.000 e Policaprolactona Mn 10.000. ** Span®60, Lipoid® s100 ou
Lipoid® Phosal. *** Tween®80 e Kolliphor®ELP

Fonte: Formiga, 2025

Esses parametros sao essenciais para eficacia dos nanossistemas, haja
visto que o direcionamento passivo de agentes terapéuticos para tecidos esta
diretamente relacionado com o tamanho das particulas (Danaei et al., 2018). Por
isso, o presente estudo buscou o desenvolvimento de nanoparticulas variando
de 100 e 400 nm, pois esses tamanhos favorecem sua internalizagao em células

tumorais.

Além disso, buscou-se desenvolver NCPs com componentes seguros
para administragdo em organismo humano. O MCT foi utilizado como 6leo das
nanocapsulas por prevenir a difusao e cristalizacdo durante a preparagcédo do
sistema, bem como por ndo degradar o polimero (Souto; Severino; Santana,
2012). Apesar de néo solubilizar o principio ativo de forma eficiente, o MCT é

seguro e nao interfere na atividade biolégica do farmaco.

Foi priorizado formulagdées com PCL10 por ele apresentar um baixo peso

molecular e, consequentemente, poder ser utilizado em altas concentracdes e
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encapsular maiores quantidades de 6leo (Ghosh; Pramanik, 2010). Somado a
isso, o PCL é mais adequado para sistemas de administracdo de medicamentos

de longo prazo, devido sua solubilidade e degradabilidade (Deng et al., 2020).

Por ser um tensoativo seguro, o KolliphorELP® foi preferido em relagao
ao Tween80®, do qual ja foi relatado reagdo adversa em altas concentragdes
(Xie et al., 2024). Por fim, o Lipoids100® foi escolhido por possui maior
seguranga para administracdo intravenosa que é via estipulada para a

formulacéo de interesse (Angel-lsaza; Bustamante-Cristancho; Uribe-B, 2020).

5.2.2. Otimizacao do nanossistema

O design experimental resultou em 15 formulagdes diferentes de NCPs.
Estas apresentavam-se com aparéncia macroscépica branca leitosa, tamanho
variando entre 239,8 e 359,8 nm, Pdl de 0,12 a 0,54, e potencial zeta de -12,8 e
-28,7 mV (Tabela 16). Além disso, foram realizadas analises do diagrama de
Pareto e graficos de superficie de resposta para descobrir os efeitos

significativos de cada variavel independente e suas interagdes.



Tabela 16. Planejamento fatorial do tipo Box-Behnken
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Variaveis independentes

NCP PCL Kol MCT Tamanho Pdl Potencial
(nm) Zeta (mV)
(mg) (mg) (mg)

1 50 20 175 357,7¢7,0 0,51+0,05 -28,7+0,3
2 100 60 175 317,3+3,7 0,25#0,02 -19,3+0,7
3 50 100 175 336,7+12,3 0,24+0,02 -23,9+0,9
4 100 100 300 271,8¢4,0 0,37+0,03 -23,4+0,4
5 100 20 300 359,8+29,9 0,54+0,04 -25,7+0,9
6 100 100 50 264,4+3,5 0,17+0,03 -20,0+0,4
7 100 60 175 290,0£3,0 0,27+0,02 -22,8+0,7
8 50 60 50 239,8+1,35 0,12+0,02 -20,1+0,4
9 150 60 50 354,6£2,6 0,2240,04 -23,6%1,8
10 50 60 300 249,1£3,9 0,36+0,04 -23,6%1,0
1 150 100 175 357,5¢9,0 0,20+0,05 -15,1+0,7
12 100 20 50 300,7+7,9 0,150,111 -12,8+0,3
13 150 20 175 325,3+12,1 0,17+0,08 -19,9+1,2
14 100 60 175 302,8+5,6 0,23+0,01 -24,8+0,1
15 150 60 300 267,7+11,8 0,35+0,02 -21,6+1,0

*Kol: Kolliphor®ELP. MCT: Triglicerideo de cadeia média

Fonte: Formiga, 2025

O diagrama de Pareto revelou as variaveis mais influentes no tamanho

das NCPs, quantificando seus efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) (Figura 21).

Em modelos estatisticos, as interagbes lineares indicam uma relagao direta e

proporcional entre duas variaveis. Por sua vez, as interagcdes quadraticas

permitem modelar relagdes mais complexas incluindo termos quadraticos e de

interagdo, obtendo a curva na superficie de resposta (Ockuly et al., 2017). O

modelo proposto apresentou R? de 0,985, sendo capaz de explicar 98,5% da

variabilidade entre os valores previstos e observados, demonstrando a

confiabilidade das previsdes geradas.



Figura 21. Diagrama de Pareto obtido através do Box-Behnken
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3.75327
3,729974
-3,52153
-3,50737
1,94746
-1,89255
1.80407
-1,66819

-1,4521

-1,37574

-4.,3828

4,972491

Fonte: Formiga, 2025

contribuiu para a diminuicdo desse parametro.

Os graficos tridimensionais de superficie de resposta (Figura 22)
forneceram informacbes adicionais sobre a
independentes escolhidas. Os diagramas indicam que particulas menores

podem ser obtidas com baixas concentracbes de PCL desde que interaja com

concentragcdes maiores de Kolliphor e menores de MCT.
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influéncia das variaveis
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Figura 22. Superficie de resposta das variaveis independentes em fungédo do tamanho das

particulas
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Fonte: Formiga, 2025

Como o Kolliphor € um surfactante nao iénico, ele sofre alta hidratacao e
por isso é altamente estavel em meio aquoso, sendo capaz de produzir
tamanhos de particulas menores e valores de Pdl mais baixos em comparacao
com surfactantes anibnicos, catibnicos e anfifilicos (Cortés et al, 2021).
Enquanto que a utilizacdo de altas concentracbes de MCT pode levar a
problemas de miscibilidade com os demais componentes da formulagdo. Essa
limitagdo impacta diretamente o tamanho das particulas que tendem a ser

maiores com o aumento da concentragao do 6leo (Patel et al., 2013).

Apesar de nao ter relagao significativa, a concentragao do polimero pode
aumentar a viscosidade da fase organica promovendo goticulas maiores no
preparo da emulsdo, o que acarreta no aumento do tamanho das particulas ou

a uma polidispersao do sistema por precipitacao desse polimero (Badri et al.,
2015), como foi o caso do presente estudo.

A partir dessas informacdes, a formulagcao escolhida foi a NCP8, pois
continha uma quantidade satisfatéria de MCT (50 mg), uma menor concentragao

de PCL (50 mg) e ndo exigia altas concentragdes de surfactante, com apenas 60
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mg de Kolliphor. Além disso, o nanossistema apresentou tamanho de particula
(239,8 £1,35 nm), Pdl (0,12+0,02) e potencial zeta (-20,1+0,4 mV) menores em

relacdo as demais formulagdes, o que favorece sua aplicagéo bioldgica.

Como a analise de regressao foi aplicada na matriz de design através dos
dados adquiridos, a equacéao polinomial de primeira ordem na forma codificada
foi estabelecida: Y= 406,972 -1,442x1 + 0,00376x12 — 5,376x2 + 0,06478x2? +
0,312x3 — 0,00673x1x2 — 0,00045x1x22 + 0,00034x12x2 + 0,01921x1x3 -
0,00012x1%x3 — 0,00259x2x3, onde Y1 representa o tamanho de particula previsto
(nm), e x1, X2 e x3 representam os termos codificados para trés variaveis de teste

independentes: PCL, Kolliphor®ELP e MCT, respectivamente.

Com a aplicagao dessas variaveis no calculo experimental foi observado
que era possivel desenvolver formulagdes variando suas concentragdes de dleo
e tensoativo hidrofilico, visto que o polimero n&do apresentou diferenga
significativa no tamanho das particulas. Por isso, novas formulagdes com
maiores concentragdes de MCT (60-120 mg) e menores concentragbes de
tensoativo (40-50 mg) foram desenvolvidas e comparadas com a formulagao

escolhida anteriormente e gerando as variantes NCP8A a NCP8G (Tabela 17).

Tabela 17. Efeito da alteragdo da concentragao de d6leo e tensoativo nas formulagdes
otimizadas de NCP

Codigo Kol MCT Tamanho Pdl Potencial

(mg) (mg) (nm) Zeta (mV)
NCP8 60 50 239,8+1,35 0,12+0,02 -20,1+0,4
NCP8A 40 50 256,3t7,0 0,10+0,02 -19,8+0,2
NCP8B 50 50 238,4+£3,1 0,09+0,02 -23,60,2
NCP8C 50 75 250,9+4,0 0,09+0,01 -26,5+0,9
NCP8D 50 100 242,7+4,0  0,16+0,02 -27,2+0,3
NCPSE 60 75 270,0+£3,6  0,16+0,01 -25,9+0,6
NCP8F 60 100 270,845,9 0,154#0,02 -25,9+0,7
NCP8G 60 120 293,2+6,7 0,16+£0,03 -25,1+0,4

Fonte: Formiga, 2025

Observou-se que o aumento do teor de d6leo com a diminuigdo da
concentracao de tensoativo ndo causou diferengas significativas no tamanho das
particulas, Pdl ou no potencial zeta, exceto quando ultrapassa 100mg de MCT.

Este fato pode estar atrelado a uma faixa de proporcionalidade entre as
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concentracdes de tensoativo e o 6leo, que apesar de viscoso nao sdo muito
resistentes as tensdes de corte aplicada durante a emulsificagao pelo Kolliphor

nas concentragdes de 50 e 60 mg (Souto; Severino; Santana, 2012).

Por essa razao, decidiu-se continuar os experimentos com a formulagao
NCP8D, que sera referida como a “formulacao otimizada” (o0NCP), pois atingiu
tamanho médio satisfatorio (242,7+4,0 nm), bom Pdl (0,16+0,02) e potencial zeta

adequado para garantir sua estabilidade eletrostatica (-27,2+0,3 mV).
5.2.3. Funcionalizagao do nanossistema otimizado

Foram realizadas funcionalizacbes com diferentes modificadores de
superficie, quitosana e polietilenoglicol (PEG), a fim de garantir uma entrega

mais direcionada.

A quitosana € um polissacarideo catidnico biocompativel, mucoadesivo e
nao toxico (Valencia et al., 2021). Como contém grupos amina (NHs3*) em sua
estrutura, sempre gera particulas carregadas positivamente (Kurczewska, 2023),
que tendem a aumentar a adesao celular e a internalizagdao das NCPs nas
células tumorais (Aibani et al., 2021) . Além disso, a quitosana apresenta baixa
imunogenicidade e toxicidade, tornando-as uma alternativa mais segura para a

liberacao de farmacos (Layek; Das, 2021).

Todavia, a solubilidade da quitosana em solugdes aquosas € aprimorada
na presencga de acidos que facilitam a ionizagdo de seus grupos amina, levando
a uma melhor dissolugédo. Porém, altas concentragdes de acido sao toxicas em
fluidos bioldgicos, por isso, a faixa terapéutica de trabalho deve ser baixa

(Fiamingo; Campana-Filho; Oliveira-Junior, 2020).

Assim, foi realizado um estudo de solubilidade em diferentes
concentracdes de acido acético (0,1% a 1%) e de quitosana (0,005% a 0,25%),
para a produgdo de um nanossistema eficaz, estavel e reprodutivel, cujos

resultados encontram-se expressos na figura 23.
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Figura 23. Tamanho (A) e potencial zeta (B) das nanoparticulas funcionalizadas com quitosana

em diferentes concentragdes de acido acético (0,1-1%)
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Fonte: Formiga, 2025

O tamanho das nanoparticulas aumentou proporcionalmente com a
concentragdo de quitosana, sugerindo que teores menores de acido acético
levam a tamanhos maiores de nanoparticulas (Mishra et al., 2024). Nao houve
diferenca significativa no tamanho das particulas entre 0,5% e 1% de acido,
indicando que a forga do acido foi equivalente na protonagao das moléculas de
quitosana para interagir com a superficie da NCP. No entanto, maiores
porcentagens de quitosana (0,15% e 0,2%) aumentaram o Pdl, indicando seu

€excesso no sistema.

Em relagdo ao potencial zeta, um aumento proporcional na carga foi
observado em solucdes acidas de 0,1%, onde o pH era 6,0. Isso pode ser
explicado pelo ponto isoelétrico da quitosana, que a torna menos protonada
(Aranaz et al., 2021), impedindo-a de interagir com as cargas negativas dos
componentes do sistema e expondo seus grupos amina. Nas concentragbes de
acido de 0,5% e 1%, houve redugéo na carga das particulas, mas essa dispersao
apresentou pH préoximo a 5,4, o que permite melhor protonagao da quitosana e,

consequentemente, sua interagdo com o sistema.

Diante do que foi exposto, a NCP com 0,01% de quitosana na
concentracao de 0,5% de acido acético, foi escolhida para dar continuidade aos
experimentos, pois apresentou tamanho de 267,7+1,0 nm (similar ao oNCP), Pdl
0,16%0,02 e ¢ +23,31£0,7 mV, sendo denominado de qNCP.

Ja o PEG é um polimero hidrofiico que pode ser adicionado

independentemente as nanoparticulas ou conjugado com outros polimeros e
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lipidios. Ele neutraliza a carga superficial das particulas, impedindo o
reconhecimento pelo sistema imunoldgico. O comprimento de sua cadeia e o
meio determina a neutralizagao desse sistema, tornando essencial alcangar um
equilibrio na proporc¢ao desse polimero para evitar impactos na estabilidade (Shi
et al., 2021). Assim, as funcionaliza¢des foram feitas com Lipoid-PEG 5000 (5 a
20 mg) em diferentes meios (agua e PBS) e os resultados encontram-se

expressos na figura 24.

Figura 24. Tamanho (A) e potencial zeta (B) de nanoparticulas funcionalizadas com Lipoid-
PEG 5000 em PBS e agua
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Fonte: Formiga, 2025

O aumento, em mddulo, do potencial zeta na agua apos a adigéo de mais
Lipoid-PEG 5000 é esperada devido a exposicdo dos grupos funcionais
carregados negativamente do PEG. A redugcao do { em PBS pode ser devido a
capacidade de tamponamento do PBS, que filtra as cargas de superficie, levando
a mudangas minimas no potencial zeta, independentemente da quantidade de
PEGilacéo (Shi et al., 2021).

Foi observado, um aumento no tamanho das particulas e neutralizacao da
carga em formulagdes produzidas em PBS (pH 7,0), quando comparadas coma
oNCP. O PEG na superficie das nanoparticulas aumenta seu tamanho de forma
proporcional ao aumento de sua concentracdo, neutralizando a carga por
minimizar a atragdo de van der Waals entre as particulas (Mok; Park; Park,
2008). Acredita-se que esse efeito ndo foi observado em agua ultrapura (pH 5,0)

devido a natureza anfotérica da fosfatidilcolina conjugada a cadeia de PEG.

A partir dos parametros obtidos, optou-se por dar continuidade aos

experimentos com a NCP contendo 5 mg de Lipoid-PEG 5000 em meio



85

tamponado, por apresentar tamanho de 300,9+1,8 nm, Pdl 0,19+0,02 e ( -
3,71£0,2 mV, denominada em diante de pNCP.

5.2.4. Incorporagao das isatinas nos nanossistemas produzidos

Apods o desenvolvimento dos nanossistemas, as isatinas (ISA7d, ISA8d e
ISA11d) foram adicionadas as NCPs otimizada e funcionalizadas para prosseguir
com a caracterizagao e obtiveram resultados similares quanto aos parametros

fisico-quimicos, como vistos na tabela 18.

Tabela 18. Parametros fisico-quimicos das nanocapsulas poliméricas contendo derivados de

isatina
Amostra Isatina Tamanho (nm) Pdl Potencial zeta (mV)
SF* 242,7+4,0 0,16+0,02 -27,240,3
ISA7d 284,2+6,7 0,18+0,05 -24,04+0,9
oNCP
ISA8d 292,244 1 0,19+0,02 -20,240,4
ISA11d 279,5+3,1 0,13+0,06 -29,540,1
SF* 267,7+1,0 0,16+0,02 +23,3+0,7
ISA7d 260,5+4,1 0,17+0,01 +18,1+0,4
qNCP
ISA8d 268,9+1,1 0,13+0,02 +28,3+2,0
ISA11d 250,7+2,0 0,15+0,04 +27,7+1,2
SF* 300,9+1,8 0,19+0,02 -3,7+0,2
ISA7d 278,9+6,1 0,20+0,08 -7,610,7
pNCP
ISA8d 277,813,7 0,21+0,03 -7,610,7
ISA11d 302,946,0 0,20+0,04 -7,6+0,1

*SF: sem farmaco

Fonte: Formiga, 2025

Houve uma alteragdo esperada no tamanho médio e na carga das
particulas, pois as isatinas se solubilizaram na matriz oleosa ocupando um
espacgo no interior desse nanossistema. Além disso, a adigdo de moléculas
sintéticas pode melhorar a estabilidade e reduzir a liberdade conformacional do
sistema por favorecer as interagdes moleculares, fazendo com que aumente ou
diminua de tamanho (Zheng et al., 2007). Ademais, a densidade de ligantes pode
modificar as propriedades de superficie, por aumentar a quantidade de cargas
negativas (Vaskan et al., 2024), e consequentemente interferir nas interacdes

eletrostaticas, alterando o potencial zeta das NCPs.
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5.2.5. Analise morfoldgica

O perfildbmetro € um instrumento que cria um perfil topografico de uma
superficie, fornecendo informacdes detalhadas de suas dimensdes fisicas
(altura, largura e profundidade), além de caracteristicas do material como a
rugosidade (Savio et al., 2024). Nesse sentido, as NCPs produzidas exibiram
uma forma esférica, monodispersa e com tamanhos, majoritariamente, inferiores
a 300 nm (Figura 25).

Figura 25. NCPs otimizadas (A) e funcionalizadas com quitosana (B) e Lipoid-PEG (C) em
superficie 3D
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87

As oNCPs e gNCPs apresentaram particulas menores e mais uniformes,
sem formacdo de aglomerados. Por outro lado, as pNCPs mostraram-se
ligeiramente aglomeradas e com maior tamanho, corroborando os resultados
anteriores de tamanho e Pdl. A morfologia esférica das CLN, aliada ao tamanho
apropriado, confere a essas nanoparticulas propriedades ideais para a entrega
de farmacos, como alta eficiéncia de encapsulagdo e maior captagcédo celular
(Deng et al., 2020).

5.2.6. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
da NCPs

Para confirmar a composicdo quimica das amostras com base em seus
grupos funcionais, as nanoparticulas foram analisadas por FTIR (Figura 26).
Observou-se que houve descolamento das bandas de grupos carboxila (C=0)
do MCT presentes na regido de 1750 cm™ para a 1738 cm™' em todas as

nanoparticulas, além da reducao da intensidade do sinal na pNCP.

Também ocorreu a diminuicdo da intensidade da banda 1155cm-
(dobramento C-C) associado ao surgimento de absorgdes na regiao de 1297cm-
' (dobramento C-0O) possivelmente relacionados aos sinais de PCL e de Kolliphor
presentes no mesmo numero de onda. Por fim, surgiu uma banda intensa
referente a grupos hidroxila (3402 cm-") atrelados a interagao do lipoid-PEG com
lipoid-s100 formando ligagbes com os grupamentos amina, expondo as
hidroxilas, 0 que aumenta a intensidade da banda. Assim, todos sinais indicam

que as particulas foram bem formadas e revestidas.



Figura 26. Analise comparativa dos espectros de FTIR dos componentes e formulagdes

utilizados na produgdo de NCPs otimizado e funcionalizados
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Comparando as bandas das isatinas isoladas com as das formulacdes
que as carreiam, nao foi possivel observar sinais caracteristicos desses
compostos sintéticos. Além disso, os espectros das NCPs na presencga ou
auséncia das isatinas sdo muito semelhantes, com excecédo da pNCP7d que n&o
obteve bandas largas na regido de 3402 cm™, indicando que na reorganizagao
desse sistema né&o houve exposicdo de muitos grupamentos hidroxila. No
entanto, os espectros indicam que houve o encapsulamento da isatina de forma

efetiva.
5.2.7. Analises térmicas

A analise termogravimétrica (TG) e calorimétrica exploratoria diferencial
(DSC) permitiram avaliar a estabilidade térmica das formulacgdes, fornecendo
informacgdes detalhadas sobre o comportamento térmico, grau de cristalinidade
e polimorfismo dos componentes (Byrn; Zografi; Chen, 2017). A Figura 27
apresenta uma comparagao entre os resultados obtidos por essas técnicas para

as diferentes formulagdes.



Figura 27. TG e DSC das nanocaps
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Todas as amostras exibem um comportamento endotérmico proximo de
50°C (fusao) e exotérmico entre 200 e 250°C (reducdo de massa), indicando
uma perda de massa gradual, constante em todas as formulagdes. As
nanoparticulas otimizadas, tiveram a redugéo inicial de massa em torno de
250°C, com aproximadamente 40% de massa perdida. Isso sugere que ha uma
decomposicdo da matriz de PCL (Sivalingam; Madras, 2003) e de outros
componentes como lipidios e surfactantes (Chen et al., 2023), uma vez que eles

sdo relativamente estaveis em altas temperaturas.

As NCPs funcionalizadas com quitosana apresentaram maior perda de
massa final devido a menor estabilidade térmica da quitosana (Muraleedharan
et al., 2015), liberando moléculas de baixo peso molecular. O PEG contribui para
maior estabilidade térmica do sistema devido a sua resisténcia a degradagao
térmica até cerca de 300°C. Por isso, a perda de massa € menor em relagao as

demais amostras (Wang et al., 2019).

Os graficos de DSC destacam o ponto de fusdo do polimero, faixa de
~50°C, devido a sua cristalinidade e peso molecular. Moléculas sintéticas podem
estar adsorvidas no invélucro polimérico, o que pode ter estabilizado as regides
cristalinas do PCL e tornado os picos de fusdo mais evidentes, quando

comparada com a oNCP sem farmaco (Germann et al., 2023).

A presencga de quitosana pode aumentar a interagdo intermolecular na
superficie, o que afeta a mobilidade das cadeias poliméricas, o que torna o
material mais amorfo, o que desencadeou um pequeno aumento na temperatura
de fusdo das gNCPs com e sem farmaco (Lamarra et al., 2018). Além disso, ha
um aumento da intensidade da temperatura nas formulagdes funcionalizadas
com PEG, uma vez que, possui ponto de fusdo semelhante ao do PCL
(Sivalingam; Madras, 2003; Wang et al., 2019), favorecendo uma sobreposigéo
de sinal. Os picos exotérmicos crescentes no final da analise indicam a

degradagao das amostras com o aumento da temperatura.

De forma geral, as isatinas obtiveram impactos diferentes nas
formulagdes. ISA7d reduziu levemente a cristalinidade do polimero, acarretando
em pequenas alteragdes no ponto de fusdo. Ja a ISA8d, aumentou a interacao

com a matriz, produzindo particulas mais estaveis e com menor perda de massa.
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Entretanto, a ISA11d causou uma maior redugao na temperatura de fusdo, além

de promover uma redug¢ao de massa significativa para particulas com quitosana.

5.3. Doseamento e eficiéncia de encapsulagao (EE%)

Apesar da baixa solubilidade em MCT, optou-se por produzir os
nanossistemas com uma concentragao teérica de 200 pg/mL, tendo em vista que
as isatinas poderiam interagir com os demais componentes da formulagéo e

aumentar sua solubilidade no meio.

Ainda assim, os resultados sugerem que houve uma baixa solubilidade
dos compostos sintéticos, confirmada pelos testes de doseamento que apontam
perda dessas moléculas na preparagao das NCPs, principalmente para ISA7d,
onde oNCP7d apresentou 42,0 pg/mL, gNCP7d obteve 28,7 pg/mL e pNCP com

43,3 pg/mL de isatina, sendo o maior doseamento entre elas.

Assim como no estudo de solubilidade, a ISA8d foi a que demonstrou
melhor interagdo com o 6leo, o que refletiu na sua concentracdo nos sistemas
oNCP8d (70,2 pg/mL), gqNCP8d (78,9 ug/mL) e pNCP8d (66,0 pug/mL). Em
contrapartida, a ISA11d que apresentava baixa solubilidade em MCT, obteve o
maior doseamento entre os nanossistemas, correspondendo a 130,1 pg/mL
(oNCP11d), 75,6 pg/mL (gNCP11d) e 79,1 ug/mL (pNCP11d).

A concentragao que permaneceu incorporada nas NCPs fora efetivamente

encapsulada, com eficiéncias acima de 96,1%, conforme expresso na tabela 19.

Tabela 19. Doseamento e eficiéncia de encapsulagao dos nanossistemas otimizados e
funcionalizados

satina Formulacéo Doseamento Eficiéncia de
(ng/mL) encapsulagéo (%)
oNCP7d 42,0+1,2 97,3 + 0,0002
ISA7d gNCP7d 28,704 96,1 + 0,0005
pNCP7d 433+1,.2 97,4 £ 0,0001
oNCP8d 70,2+0,7 98,6 = 0,0006
ISA8d gNCP8d 78,9+0,5 98,8 = 0,0005
pNCP8d 66,0+ 1,4 98,6 + 0,0003
oNCP11d 130,1+1,3 99,1 + 0,0001
ISA11d gNCP11d 75,6 + 0,4 98,4 + 0,0002
pNCP11d 79,1+£1,0 98,5 + 0,0004

Fonte: Formiga, 2025
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A solubilidade em MCT é derivada de diversos fatores como a estrutura
quimica da molécula sintética, suas ramificagdes e grupos funcionais que podem
interferir da interagdo com 6leo, diminuindo a solubilizagdo (Ghosh; Gupta,
2006). Porém, mesmo que as isatinas possuam baixa solubilidade no dleo, elas
podem estar adsorvidas na interface das nanoparticulas ou em compartimentos
micelares formados por tensoativos (Zhang et al., 2024), o que pode ter refletido
no doseamento dos sistemas formados pela ISA11d, que em relagcédo as demais
tem menos afinidade pela fase oleosa e consequentemente consegue interagir

de maneira mais eficiente com os demais componentes das formulagdes.

Entretanto, apesar das isatinas estarem em baixas concentracoes, elas
estdo efetivamente encapsuladas. Dessa forma, o nanossistema pode direcionar
melhor o farmaco para um tecido especifico, o que pode aumentar a eficacia do
tratamento quando comparado com a molécula isolada que possui baixa

solubilidade em fluidos bioldgicos (Danaei et al., 2018).
5.3.1. Estabilidade dos nanossistemas

Os testes de estabilidade foram em trés temperaturas diferentes (4, 25 e
37°C) por 90 dias para as formulagdes otimizadas (Figura 28) e funcionalizadas

com quitosana (Figura 29) e PEG (Figura 30).
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Figura 28. Alteragbes no tamanho e zeta dos oNCPs quando submetidos a 4 (A), 25 (B) e 37°C
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Figura 29. Alteragbes no tamanho e zeta dos gqNCPs quando submetidos a 4 (A), 25 (B) e 37°C
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Figura 30. Alteragbes no tamanho e zeta dos pNCPs quando submetidos a 4 (A), 25 (B) e 37°C
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As oNCPs permaneceram estaveis, sem mudancga de cor ou separagao

de fases e com mudancas insignificantes de tamanho a 4°C, atingindo no

maximo 288,9 nm. Entretanto, em temperaturas mais altas (25 e 37°C), a adi¢cao

das isatinas mantiveram o sistema estavel por um tempo mais prologando

quando comparadas com as nanoparticulas sem farmaco, comprovando que

adicdo de moléculas sintéticas pode melhorar a estabilidade do sistema por

favorecer as interagbes moleculares (Zheng et al., 2007).

Em relagcdo ao potencial zeta, ndo houve alteragdes significantes nas

formulagbes armazenadas na geladeira. O armazenamento a 25°C e 37 °C,
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apontou desestabilizagdo para oNCP em 60 dias, refletindo no aumento da carga
(-35,7 mV) possivelmente atrelado a liberagdo do 6leo no meio (Poli, Jong e

Hassanali, 2020) evidente pela separacao de fases.

As gNCPs também nao tiveram grandes aumentos de tamanho quando
armazenado a 4 °C, subindo para no maximo 261,17 nm no dia 90 e mantendo
suas caracteristicas macroscopicas. O potencial zeta também permaneceu
estavel (por volta de +21,5 mV). Assim como nas oNCPs, a adi¢do das moléculas
sintéticas manteve o sistema estavel por tempo prologando em temperatura
ambiente, porém nao foi observado esse comportamento em 37°C, onde as

particulas desestabilizaram em 30 dias.

Nanoparticulas composta por quitosana exibem comportamento termo-
responsivo, no qual temperaturas aumentadas podem levar a quebra de ligagbes
de hidrogénio e encolhimento da cadeia, resultando em desestabilizacdo (Chen
et al., 2024). Isso acarreta na liberagdo de 6leo que influenciam na carga do
sistema que tendeu a zero nos 90 dias. Além disso, esses resultados sao
respaldados pela analise térmica desses sistemas, inferindo que as qNCPs sao

mais instaveis sob altas temperaturas.

Os sistemas funcionalizados com PEG foram os Unicos que
permaneceram estaveis durante os 90 dias, independente da incorporacéo das
isatinas e das alteracdes de temperatura, porque esse surfactante atua como um
agente de aglomeragao macromolecular, melhorando a dispersédo de

nanoparticulas e prevenindo a agregacao (Ballegooie et al., 2022).
5.3.2. Complexagao com proteinas

A interacao de nanoparticulas com fluidos biolégicos resulta na formacéao
de uma camada proteica, denominada de coroa proteica. Ela influencia
significativamente na biodistribui¢do, estabilidade e interagdo com o sistema
imunoldgico. A composi¢cao e dindmica dessa coroa sdo determinadas por
fatores como tamanho, carga superficial e funcionalizagdo da nanoparticula,
além das caracteristicas do meio biolégico (Uchda et al., 2025).

Conforme mostrado na Figura 31, as mudangas no tamanho das
particulas e no potencial zeta apds a formacgao da coroa proteica foram avaliadas
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considerando a concentrac&do de albumina e o tempo de incubacgao. A Figura 31A
mostra que as qNCPs interagiram com as proteinas em todas as concentragdes
(1 a40 mg/mL), ao passo que as oNCPs e pNCPs se complexaram apenas em
valores mais altos de BSA (20 e 40 mg/mL).

As Figuras 31B e 31C apontam o comportamento das particulas em
diferentes tempos com uma concentragdo fixa de BSA de 5 e 20 mg/mL,
respectivamente. Com isso, foi possivel observar que o tempo € um fator
determinante para essa complexagao apos 24 horas, exceto para as pPNCPs em
altas concentragcdes de albumina que tenderam aumentar de tamanho em 4
horas de incubacéo.

Figura 31. Tamanho e potencial zeta das NCPs apés a formagao da coroa proteica em

diferentes concentragdes (A) e ao longo do tempo em 5 mg/mL(B) e 20 mg/mL(C) de albumina
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A proteina corona pode alterar as propriedades fisico-quimicas das NCP
incluindo seu tamanho hidrodinamico e potencial zeta. Ela pode ser formada com
diferentes proteinas séricas, no entanto, a albumina é a mais comum por estar
mais concentrada no sangue (~40 mg/mL). Em pH fisiolégico, a albumina se
encontra carregada negativamente, o que favorece sua interagcdo com a
quitosana (carga positiva) (Caprifico et al., 2021) e consequentemente a
neutralizagdo de suas cargas, refletidos em seu {. Com essa relagao, esperava-
se 0 aumento do tamanho do sistema, porém a for¢a de ligacdo pode favorecer

a compactacgao das particulas (Boeris; Farruggia; Pico, 2010).

As nanoparticulas funcionalizadas com PEG reduzem a adsor¢do de
proteinas e prolonga o tempo de sua circulagédo na corrente sanguinea, haja vista
sua carga neutra, o que corrobora com os dados encontrados no estudo. Apesar
da PEGuilagao reduzir essa adsorcgao, ela ndo impede completamente, por isso
em altas concentragbes proteicas as moléculas de albumina se reorganizam
estruturalmente dentro da camada adsorvida, formando uma camada multipla

que reflete no raio hidrodindmico da particula (Mallory et al., 2023).

A analise estatistica realizada por Shourni et al., 2022 revelou que, em
baixas concentra¢des, a adsorgcao de albumina nas nanoparticulas ocorre de
forma gradual, devido a processos de difusdo. Contudo, ao aumentar a
concentracdo de albumina, observa-se uma reorganizagdo das moléculas na
superficie, formando uma camada mais densa e estavel. Essa organizagao é
favorecida por interagbes eletrostaticas, neutralizando a carga superficial das

nanoparticulas (Ding; Ma, 2014).
5.4. Ensaio de citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade das NCPs com e sem isatinas (0NCP vazios ou brancos)
foi avaliada na linhagem celular tumoral humana MCF-7. Os resultados sao
expressos no Tabela 20 como a concentragdo necessaria para inibir o

crescimento celular em 50% (ICso0) para cada tratamento dentro de 24 horas.
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Tabela 20. ICso na linhagem celular MCF-7 apds tratamento com NCPs com e sem farmaco por

24 horas, utilizando o ensaio de MTT.

Formulagao Composigao ICs0
ISA7d - 47,92 £+ 6,7
oNCP7d ISA7d + MCT 14,81 £ 1,36
qNCP7d ISA7d+MCT+Quitosana 8,058 + 0,53
pNCP7d ISA7d+MCT+PEG 13,55+1,13
ISA8d - <100
oNCP8d ISA8d + MCT 15,56 £ 1,17
qNCP8d ISA8d+MCT+Quitosana 8,79+0,6
pNCP8d ISA8d+MCT+PEG 13,43+0,8
ISA11d - <100
oNCP11d ISA11d + MCT 19,44 £ 1,8
gNCP11d ISA11d+MCT+Quitosana 7,34 +£0,42
pNCP11d ISA11d+MCT+PEG 10,0 £ 0,61

Fonte: Formiga, 2025

Como observado, a ISA7d apresentou ICso de 47,92+6,7 pg/mL (ISA7d),
sendo a unica com atividade aparente nas concentracdes testadas. A ISA8d e
ISA11d obtiveram IC50 e maiores que 100 ug/mL (ISA8d e ISA11d) em 24 horas.
Porém, as nanoparticulas necessitaram de uma concentracao inferior, onde o
ICs0 variou de 8,058+0,53 a 14,81+1,36 pg/mL para NCP-7d, 8,79+0,6 a
15,56+1,17 ug/mL para NCP-8d e 7,34+0,42 a 19,44+1,8 ug/mL para NCP-11d,

com gNCPs apresentando o efeito de aumento mais promissor.

Na concentracdo avaliada, nanoparticulas sem o farmaco exibiram
citotoxicidade contra a linhagem, possivelmente atrelado a uma saturagao do
meio, necessitando de uma purificagdo nesses sistemas. A figuras 32, 33, 34 e
35 ilustram as curvas de citotoxicidade nas células apds 24 horas de exposicéo
a NCPs e isatinas.
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Figura 32. Citotoxicidade na linha celular MCF-7 apés tratamento de 24 horas com NCP

otimizadas e funcionalizadas sem farmaco
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Figura 33. Citotoxicidade na linha celular MCF-7 apés tratamento de 24 horas com NCPs e
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Figura 34. Citotoxicidade na linha celular MCF-7 apés tratamento de 24 horas com NCPs e

ISA8d
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Figura 35. Citotoxicidade na linha celular MCF-7 apés tratamento de 24 horas com NCPs e

ISA11d
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A atividade antitumoral em linhagens de adenocarcinoma mamario pode
estar atrelada a estrutura dessas moléculas, onde o cloro pode ter aumentado a
lipofilicidade da isatina ISA7d, facilitando a penetracdo na membrana celular
(Cyboran-Mikotajczyk et al., 2024). Enquanto que o NO2 da ISA11d pode ter
favorecido as formacgdes de pontes de hidrogénio e interagdes dipolo-dipolo, com

enzimas envolvidas no ciclo celular e apoptose (Noriega et al., 2022).

Entretanto, como a ISA7d possui um grupo nitrogénio livre, este pode ter
participado de interagdes intermoleculares com proteinas alvo como as quinases
(Schenk et al., 2024), o que nao ocorreu com a ISA8d. Além disso, esse
grupamento interfere na hidrofobicidade da molécula, possivelmente, mantendo-
a em condigdes ideais para atravessar membranas biolégicas e exercer sua
atividade, de forma que as demais isatinas s6 conseguiram quando inseridas

num nanossistema.

As NCPs facilitam uma melhor captacéo celular, geralmente por meio de
endocitose, levando a maiores concentragdes intracelulares do farmaco em
comparagao com suas formas livres (Zeng; Morgenstern; Nystrom, 2014). O
tamanho, a forma, a composicdo e as propriedades superficiais das
nanoparticulas estdo entre os fatores que influenciam significativamente suas
capacidades de penetragao (Brown et al., 2020). Assim, os resultados obtidos
demonstraram que as nanoparticulas carregadas com derivados de isatina
apresentaram maior atividade antiproliferativa em relagdo ao composto livre,

indicando a eficacia do sistema de liberacao

A maior inibicdo do crescimento, gerada pelas particulas funcionalizadas
com quitosana foi atrelado ao fato desse polimero quando em baixo peso
molecular ja apresentar efeitos antitumorais (Qin et al., 2002), devido ao aumento
da atividade de células natural killer (NKs) que liberam mediadores para danificar

a membrana tumores (Maeda; Kimura, 2004).

Essa resposta mais efetiva pode ser justificada pela sensibilidade da
quitosana ao pH, fazendo com que o farmaco seja liberado de forma direcionada
ao microambiente tumoral cujo pH € acido (Nogueira et al., 2013). Além disso, a
quitosana pode induzir apoptose por meia de vias mitocondrias, como ja foram

observados em linhagens de melanoma (Gibot et al., 2015).
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Ja o aumento da atividade nanoparticulas PEGuilados pode ter relacao
com o0 aumento da estabilidade desses sistemas e a auséncia de cargas
superficiais, fazendo com que migre para os tecidos tumorais sem ser
reconhecido (Wu et al., 2020). Assim como a quitosana, o PEG também
apresenta uma resposta mediada pelo pH, liberando o farmaco de forma

especifica no local do tumor (Chen et al., 2017).
5.5. Docking molecular

Os resultados do docking molecular (Tabela 21) estimam a energia de
ligacdo dos complexos formados entre os ligantes e os alvos selecionados, em
que valores negativos indicam complexos mais estaveis (Prieto-Martinez;

Arciniega; Medina-Franco, 2018).

Tabela 21. Valores de Moldock Score das substancias analisadas e respectivos padroes

Moldock Score
Ligantes
Casgase Cas7pase Casgase INK Erk1 Erk1/2 038-a

Ligante- -178.22 -79.73 173.27 | -60.22 | -220.2 | -169.43 | -177.00
padrao

7D -84.54 -54.77 -69.52 -80.36 | -110.47 | -76.18 -100.98

8Dh -79.76 -44 14 -69.41 -78.08 | -111.87 -82.81 -106.56

11D -85.73 -51.92 -79.66 -79.50 | -112.96 | -78.25 -102.82

Fonte: Formiga, 2025

Analisando os valores formados com a caspase-3 (Becker et al., 2004),
percebe-se que o ligante-padrao (Figura 36 a,b) formou um complexo com menor
energia quando comparado aos derivados de isatina estudados. Entre essas
moléculas, ISA11d possui menor valor de energia de ligacao (-85.73) comparado
aISA7d (-84.54) e ISA8d (-79.76). As interagdes intermoleculares mostram muito
mais interacdes entre o ligante-padrao com o alvo (Figura 36 a,b), o que pode
explicar os valores de energia. Os derivados ISA7d (Figura 36 c,d) e ISA8d
(Figura 36 e,f) possuiram valores de energia superior a ISA11d (Figura 36 g,h),
0 pode estar relacionado as formacdes de interacdes desfavoraveis nas duas

primeiras substancias, o que ndo ocorre na ultima.
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Figura 36. InteragGes intermoleculares formadas por caspase 3 e ligantes analisados
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Fonte: Formiga, 2025

Em relagdo a caspase 7 (Hobbs et al., 2023), o ligante-padrdo também

formou um complexo de menor energia (Figura 37 a,b). Em relagédo as

substancias estudadas, ISA7d obteve menores valores de energia comparado

as demais, possivelmente por formar menos interagdes desfavoraveis (Figura 37

c,d), o que ocorre na ISA8d e ISA11d devido a adigdo de grupos volumosos em

CHs0 e NO2, o que provocou um impedimento estérico com Tyr338 (Figura 37

e,f) e Cys285 (Figura 37 g,h), respectivamente.

Figura 37. Interagbes intermoleculares formadas por caspase 7 e ligantes analisados
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Quanto a caspase 8, novamente o ligante co-cristalizado obteve um

escore melhor comparado aos derivados de isatina (Figura 38 a,b). As moléculas

ISA7d (Figura 38 c,d) e ISA8d (Figura 38 e,f) apresentaram resultados similares

e ambas menores que ISA11d (Figura 38 g,h), que formou mais interacoes

favoraveis, especialmente duas ligacées de hidrogénio com Arg260 e Arg413

(Watt et al., 1999), também vistas no ligante co-cristalizado.



Figura 38. InteragGes intermoleculares formadas por caspase 8 e ligantes analisados
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Quanto a JNK, todos os derivados de isatina apresentaram escores

melhores que o ligante co-cristalizado (Figura 39 a,b). Apesar de haver

interagdes desfavoraveis entre ISA7d (Figura 39 c,d) e ISA8d (Figura 39 e,f), a

maior quantidade de interacdes favoraveis parece contrabalancear isso, uma vez

ISA11d nado formou interacédo desfavorave (Liu et al., 2006) I.

Figura 39. Interagbes intermoleculares formadas por JNK e ligantes analisados
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Acerca dos complexos formados com Erk1, os derivados formaram menos
interagdes que o ligante co-cristalizado (Figura 40 a,b). Entre os derivados da
isatina, as trés substancias possuiram interacbes semelhantes, com destaque a

uma ligacao de hidrogénio que todos formam com Arg84 (Chiniadis et al., 2021).

Figura 40. Interagdes intermoleculares formadas por Erk1 e ligantes analisados
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Ja em relagéao a Erk de forma nao seletiva (Erk1/2), resultados similares

foram obtidos, com o ligante co-cristalizado (Figura 41 a,b) possuindo o melhor
valor de escore. ISA7d (Figura 41 c,d), ISA8d (Figura 41 e,f) e ISA11d (Figura 41
g,h) também possuiram escores similares de energia de ligagao (Chaikuad et al.,

2014).
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Figura 41. InteragGes intermoleculares formadas por Erk1/2 e ligantes analisados
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Por fim, o ligante co-cristalizado obteve o melhor resultado no complexo

formado com p38-a (Figura 42 a,b). No que se refere aos derivados de isatina,
ISA8d formou mais interagcbes comparado a ISA7d e ISA11d (Ward et al., 2019).

Figura 42. Interagdes intermoleculares formadas por p38-a e ligantes analisados
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Nessa perspectiva, 0 mecanismo de morte celular possivelmente esta

atrelado a via da JNK para todas as isatinas, tendo em vista que apresentaram

interagcbes mais favoraveis quando comparadas ao ligante padrdo. Todavia,

esses resultados ndo anulam a possibilidade de morte por outras vias, apesar

de menos favorecidas, sendo necessarios estudos in vitro posteriores para a

confirmacao desse parametro.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os derivados de isatinas foram encapsulados em nanoparticulas
formando sistemas seguros e eficazes frente a linhagens tumorais. Os métodos
analiticos para determinar as moléculas por HPLC foram validados,
comprovando que estao aptos para quantificar a molécula em matriz complexa.
Apesar de sua caracteristica mais lipofilica, as isatinas apresentaram baixa
solubilidade em MCT e se degradaram apds 30 dias, principalmente sob
diferentes temperaturas. Além disso, as nanoparticulas foram escolhidas de
acordo com os melhores parametros no estudo de pré-formulagdo e
planejamento fatorial, onde o Kolliphor® e o MCT foram as principais variaveis
que influenciaram no tamanho das particulas. A NCP otimizado foi efetivamente
submetido a funcionalizacdo com quitosana e PEG em diferentes concentragdes,
0 que induziu variagdes principalmente no potencial zeta. As isatinas foram
adicionadas e as nanoparticulas foram purificadas, permanecendo com mesmos
parametros fisico-quimicos obtidos com as particulas sem farmaco. Os sistemas
se mantiveram estaveis por 90 dias a 4°C, preservando sua forma esférica e
resistindo a altas temperaturas, com excec¢ao das particulas funcionalizadas com
quitosana. Apesar de baixos doseamento, as NCPs foram efetivamente
encapsuladas e quando incubadas com albumina, todos apresentaram boa
estabilidade ao longo do tempo e com o aumento das concentragdes. Por fim,
as qNCPs induziram a maior toxicidade celular contra a linhagem celular MCF-7
e provavelmente essa taxa de morte € devido ao estresse oxidativo através da
via da JNK, conforme confirmado in vitro e in silico. Portanto, este sistema
nanotecnoldgico funcionalizado e projetado com caracteristicas compativeis séo

promissores para aplicagdes futuras no tratamento do cancer de mama.
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ARTICLE INFOQ ABETREACT

Fepnearc! Copaiba ol {00) exhibits notable antineoplastic propertiss, that can be enhanced when sncapsulated within
Copaiba oil. biological products nanosystems. Thus, this study fooused on characterizing, optimiz and f ipnalizing Clkloaded namo
Manerechnclegy

structured lipid carriers (NLCs) and evaluating their interaction with albumin and MCF-7 breast cancer cells.
NLCs were produced using solvent injection or bot emulsion with sonication (HES) methods, and optimized by
Box-Behnken design, considering CO (1, 5, '9 %), Precirol® (1, 4, 7 %), and Tween® (0.1, (L5, (.9 %) as variables.
The optimized formulation, containing & % (0, was produced by HES, showing a particle size of 183 + 1.8 nm,
Pdl af 0.17 + (.01, and 2eta patential of -~ 207 = 0.2 mV, Tween® 80 sgnificantly reduced particle size (R® =
099590 Optimized NLC (oMLC) was functionalized with Phoronic®, cholesteral, chitosan, and PEG, and char
acterized by infrared spectroscopy. aNLC-PEGL% and oNLC-Phil% displaysd promising particle sizss (161.1 +
1.1 and 186.4 = 1.6 nm). Infrared spectra confirmed CO encapsulation. Stability tests showed no significant
changes in samples stored at 4 “C for 90 days, maintaining a spherical shape under dectron microscopy. NLCs
demanstrated great stability with albumin except for oNLC-Plal% after 24h (434.3 = 26.7 nm). oNLC-Chal
exhibited the highest toxicity against MCF-7 cells (52.49 % inhibition at 25 pg/mL). Thus, functicnalized, sta
ble MLCs were produced, displaying varied albumin interaction profiles and high anticancer efficacy, indicating
their potential as a delivery system.

Dirug dedivesy
Mamopartieles
Breast Cincer

1. Introdustion medications used are antineoplaztica. The major izzue with these druge

li=c in their high toxicity due to the low spedificity for tumor cells,

The diversity of diceazes requiring medication for weatmen: and cauging zide affects in healthy cells ag well [2]. Conzequenty, the wti-

health presecvation iz increasingly prominent in today s pharmaceutical lization of natural productz for the development of herbal medicinez iz a
market. Howewer, there iz still much to be discussed regarding their promising therapeutic alternative for numerous diseazes [1].

adverve effecta [1]. Taking cancer az an example, the primary Medicinal plants are mainly composed of a variety of secondary
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ARTICLEINFO ABETRACT

Keywonds: The conziderable increace in caces of diceases that are Jifficult to treat, highlights the need to implement new

Vienom prphds therapentic alternatives. Active components with high therapeutic potential were identified az make venoma,

3“"3 d’:’:‘-r with proven biological activity. In Brazil, a country known for ity diverse fauna, there exicts a wide range of
anoparticles

wenomous animals, incleding snakes, scorpions, and bees. The venom of these animals precents therapeutic
potential due to the precence of biomolecules with properties such 2z antivenom, anticancer, and anti-
inflammatory effects. However, these biomolecules are sacily degraded when not adeguately formulated.
Manocarrier formulations have been concidersd promizing for the delivery of therapeutic bicactive molecules,
particularly, genes and proteinz. Thece nancoystems have been widely uoed in different areag like the food,
pharmaceutical, and coametic industries. In phammacological therapy, the we of thece nanosyotems can provide
ctability, reduced toxicity, increaced half-life, and protection from degradation or premature inactivation of the
therapeutic agentz enhancing the overall efficacy of the treatment. Different types of biodegradable delivery
nanoaystems, such az liposomes (LPS), polymeric nanoparticles (NP), and lipid nanoparticles (ML), have chown a
high capacity for loading component pregent in animal venom, proving to be 2 useful ool for obmining many
new pharmacological applicationz. The objective of thio review iz to examine nanogystems sffectively linked with
crude venom or peptides ivolated from various animals, slucidating their diverse pharmacological applications,
especially, the production of serums and vaccines, az well 2z the development of anticancer and antimicrobial
ageniz.

1. Introduction every year, mostly in rural Africa, Aszia, and South America [2,4].

Animal-derived venom are valuable namural resource for the devel-

‘Venomous animals are conzidered specialized predators capable of
producing toxie secretions for both protection and predation, which
contain peptides with chemical and neurophammacological action with a
wide structural and funetional diversity [1-3]. Snakes and seorpions are
mainly rezponzible for the most serious accidents with venomous ani-
mals zince :nake envenomation iz considered a neglected tropical dis-
ease, which has been reported to kill between 21000133000 people

opment of drugs, such az snake venom, bee venom, and spider venom
[E]. Venoms are complex bicactive compound cocktails, the main
components of which are proteins, peptides, neurctransmitters, and
other eompounds [1,2, 6], with high medicinal potential as they contain
proteinz and peptides in their composition that demonstrate broad
pharmacological activities when applied to humans, acting as anti-
wenom, anticancer, anti-inflammatory, nociceptive, and antimicrobialz
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