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RESUMO

RESUMO Nanoparticulas hibridas termossensiveis baseadas em conjugados de proteina e polimero tém se destacado como
promissores sistemas carreadores de agentes terapeuticos, especialmente em terapias oncolégicas. Neste estudo, foi desenvolvido
um novo sistema hibrido composto por fibroina de seda (SF) funcionalizada com um agente de transferéncia de cadeia (CTA),
seguido da polimerizagdo do N-vinilcaprolactama (NVCL) via RAFT (polimerizagdo radicalar controlada) na superfice da
proteina.O sistema hibrido SF-PNVCL foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e andlise termogravimétrica (TGA), confirmando a formacdo do material hibrido e sua estabilidade térmica.
Nanoparticulas hibridas foram obtidas pelo metodo co-solvente e caracterizadas por espalhamento dindmico de luz (DLS),
potencial zeta e microscopia eletrénica de transmissdo (MET). As nanoparticulas apresentaram tamanho hidrodindmico médio de
menor que 200 nm, baixa polidispersividade .A curcumina foi utilizada como droga modelo, com eficiéncia de encapsulamento
de cerca de 45,95%. Os estudos de liberagdo foram realizados em duas temperaturas (25 °C e 40 °C), demonstrando liberagdo
maior a 40 °C, confirmando o comportamento termorresponsivo do sistema. Ensaios de viabilidade celular in vitro com a linhagem
4T1 (cancer de mama murino) revelaram citotoxicidade significativa, enquanto testes com células MRC-5 (fibroblastos
pulmonares humanos) indicaram baixa toxicidade, evidenciando seletividade antitumoral. Esses resultados apontam o sistema
hibrido SF-PNVCL como uma plataforma promissora para o desenvolvimento de nanocarreadores inteligentes e seletivos para

aplicagdo em terapias direcionadas.
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Introducéo

A fibroina de seda (SF) é uma proteina amplamente estudada como
biomaterial devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
capacidade de funcionalizaco. A combinacdo da SF com poli(N-
vinilcaprolactama) (PNVCL), polimero com resposta térmica,
permite a elaboracdo de sistemas para liberacdo controlada de
farmacos[1-3]. Neste trabalho, foi desenvolvido um sistema hibrido
SF-PNVCL, via polimerizacdo RAFT iniciada apés ativacdo da SF
com CTA-PFP. Foram preparadas nanoparticulas carregadas com
curcumina e avaliadas quanto a liberagdo controlada e citotoxicidade
seletiva.

Experimental
Sintese do CTA-PFP :O CTA (acido 2-((etoxicarbonotiol)tioil)-2-
metilpropanoico) foi ativado com pentafluorofenol (PFP) usando
DIC e DMAP em meio anidro de diclorometano, sob atmosfera de
nitrogénio.
Polimerizagdo RAFT:A fibroina foi funcionalizada com CTA-PFP
em tampao PBS (pH ~9) por 24 h a 25 °C. Ap6s purificagdo, o NVCL
foi polimerizado na presenca do sistema redox TBHP/acido
ascorbico em meio aquoso sob N2. O produto final foi purificado por
didlise (3,5 kDa) e liofilizado.
Preparo das nanoparticulas :A partir das amostras liofilizadas,
nanoparticulas foram formadas por evaporacdo de co-solvente,
adicionando-se solugdo em PBS a acetona ou solucdo de curcumina
(0,2 mg/mL).

Resultados e Discusséo

A ativacdo do CTA foi confirmada por espectrometria de massas por
electrospray (ESI-MS), com picos em m/z 396,996 e 191,019. A
espectroscopia no infravermelho (FTIR) (Figura 1A) confirmou a
presenca dos grupos funcionais caracteristicos do PNVCL enxertado
na estrutura da proteina. A anélise termogravimétrica (TGA) (Figura
1B) revelou mdltiplas etapas de degradacdo térmica, compativeis
com a composi¢do hibrida do material. As nanoparticulas SF-
PNVCL apresentaram morfologia esférica, tamanho médio de
179 nm (Figura 1C), indice de polidispersividade (PDI) de 0,191 e
potencial zeta de -19,28 mV, indicando boa uniformidade e
estabilidade coloidal. A microscopia eletrénica de transmisséo
(MET) (Figura 1D) confirmou a presenca de particulas bem
definidas, com distribuicdo de tamanho compativel com os dados de
DLS. A eficiéncia de encapsulamento da curcumina foi de 45,95%,
O perfil de liberagdo acumulada (Figura 2) demonstrou
comportamento termorresponsivo: a liberagao a 40 °C atingiu cerca
de 65% em 72 horas, enquanto a 25 °C foi inferior a 35%. A analise
por citometria de fluxo com células MRC-5 (Figura 3) demonstrou
baixa toxicidade em ambos os tratamentos. A esquerda, observa-se o
efeito das nanoparticulas SF-PNVCL sem curcumina (“brancas”),
enquanto a direita estdo as células expostas as nanoparticulas SF—
PNVCL carregadas com curcumina. Em ambos 0s casos, a maior
parte da populacdo celular permaneceu viavel, confirmando a
biocompatibilidade do sistema.
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As imagens de microscopia Optica com a linhagem 4T1 (Figura 4)
revelam, na parte superior, as células tumorais antes do tratamento,
apresentando morfologia preservada e aderéncia. Na parte inferior,
apo6s exposicdo ao sistema SF-PNVCL-Cur, nota-se perda de
adesdo, fragmentacdo e alteragdes morfolégicas compativeis com
morte celular, evidenciando o efeito citotoxico seletivo do sistema

sobre células tumorais.
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Figura 1. (A) Espectros de FTIR das amostras de fibroina (SF),
PNVCL e SF-PNVCL (B) Analise termogravimétrica (TGA) (C)
Distribuicdo de tamanho hidrodindmico das nanoparticulas SF—
PNVCL (D) Microscopia eletronica de transmissdo (MET) das
nanoparticulas
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Figura 2. Porcentagem de liberacdo acumulada de curcumina em
tampéo PBS a 25 °C e 40 °C ao longo de 72 horas.
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Figura 3. Andlise de viabilidade celular em células MRC-5 por
citometria de fluxo.

Figura 4. Imagens microscdpicas de células 4T1 antes e ap6s
tratamento com SF-PNVCL—Cur.

Conclusoes

O sistema hibrido SF-PNVCL desenvolvido neste estudo
demonstrou caracteristicas estruturais, fisico-quimicas e biolégicas
adequadas para aplicagdo como nanocarreador termorresponsivo de
agentes terapéuticos. A polimerizacdo controlada via RAFT permitiu
a enxertia eficiente do polimero PNVCL sobre a matriz de fibroina
de seda, resultando em nanoparticulas com morfologia esférica,
tamanho médio uniforme e baixa polidispersividade

A incorporagdo da curcumina como droga modelo foi
realizada com boa eficiéncia de encapsulamento, e 0 sistema
demonstrou perfil de liberacdo controlada e dependente da
temperatura, com maior liberagdo a 40 °C — caracteristica desejavel
para atuacdo seletiva em microambientes tumorais. A
termorresponsividade associada a estrutura hibrida torna o sistema
promissor para terapias localizadas, reduzindo potenciais efeitos
adversos em tecidos saudaveis.

Do ponto de vista bioldgico, o sistema SF-PNVCL-Cur
apresentou citotoxicidade seletiva contra células tumorais da
linhagem 4T1, ao mesmo tempo em que manteve baixa toxicidade
em células normais MRC-5. Esses resultados demonstram o
potencial do sistema como nanocarreadore inteligentes
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