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RESUMO

Nas ultimas décadas, o tratamento do cancer de préstata avangcou com o desenvolvimento
de terapias como o acetato de abiraterona (ABT). No entanto, sua aplicagdo clinica ainda
apresenta limitagdes importantes, como baixa biodisponibilidade, permeacao restrita e
efeitos adversos. Tais barreiras podem ser superadas com o uso de sistemas de liberagao
de fArmacos nanoestruturados, como as nanoparticulas poliméricas (NPs), que oferecem
vantagens como maior acumulo tumoral, biocompatibilidade e potencial de direciona-
mento ativo. Neste estudo, foram desenvolvidas NPs a base de 4acido poli(lactico-co-gli-
colico) (PLGA), funcionalizadas com cetuximabe (CTX) e carreando ABT, visando ao
tratamento do cancer de prostata. As nanoparticulas foram obtidas por nanoprecipitagdo
e apresentaram tamanhos compativeis com o acumulo passivo em tecido tumoral
(<200 nm): NP branca - NPB (153,9+ 5,8 nm), NP com ABT - NPA (167,3 +7,5 nm),
NP com CTX - CTX-NPB (171,2+4,4nm) ¢ NP com ABT e CTX - CTX-NPA
(168,2 £2,8 nm). Os indices de polidispersao (PDI) variaram de 0,08 a 0,14, indicando
populagdes monodispersas. As formulagdes nao funcionalizadas apresentaram potenciais
zeta inferiores a —49 mV, enquanto as funcionalizadas exibiram valores menos negativos
(—17,2 e —14,9 mV), sugerindo sucesso na ancoragem do anticorpo. A eficiéncia de en-
capsulagdo da ABT foi elevada (~98%) e a microscopia eletronica de transmissao confir-
mou morfologia esférica. A funcionalizacdo com CTX foi confirmada por ensaio de acido
bicinconinico (BCA), com eficiéncia de 56,14% (467,83 pg/mL). A andlise térmica por
nanoDSC revelou pico de transi¢do a ~73,7 °C e entalpia de desnaturagdo de —5522,3 uJ.
Ensaios por SDS-PAGE e dicroismo circular demonstraram que o CTX manteve sua es-
trutura apos a conjugagdo. A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fou-
rier (FTIR) sugeriu a eficacia dos processos de encapsulagdo e funcionalizagdo, além de
indicar preservacao da estrutura polimérica, reforcando a estabilidade quimica do sistema.
Nos ensaios de citotoxicidade, a formulagdo CTX-NPA apresentou elevada atividade an-
titumoral, com ICso de 1,87 pg/mL para LNCaP e 1,94 pg/mL para PC3. Também apre-
sentou perfil seletivo promissor, mantendo a viabilidade acima de 85% em células nao
tumorais (PNT-2), mesmo na maior concentragdo testada. Nos ensaios de internaliza¢ao
celular por citometria de fluxo, a formulacdo CTX-NPB apresentou valores de Fluores-
céncia Média de Intensidade (FMI) significativamente superiores as formulagdes nao fun-
cionalizadas nas células PC3 (~290.984, ~2.331.176 e ~2.464.078 para 12, 18 ¢
21 ug/mL, respectivamente) e também nas células LNCaP (~242.509, ~221.318 e
~208.476 para 10, 13,2 e 15 pg/mL), confirmando o papel da funcionalizagdo no direci-
onamento celular mediado por receptor. Os resultados apontam potencial do sistema de-
senvolvido em linhagens tumorais de prostata.

Palavras-chave: Acetato de abiraterona; Funcionalizagdo; Nanoparticula polimérica.



ABSTRACT

In recent decades, the treatment of prostate cancer has advanced with the development of
therapies such as abiraterone acetate (ABT). However, its clinical application still faces
significant limitations, including poor bioavailability, restricted tissue penetration, and
adverse effects. These challenges can be addressed using nanostructured drug delivery
systems, such as polymeric nanoparticles (NPs), which offer advantages like enhanced
tumor accumulation, biocompatibility, and active targeting capabilities. In this study,
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA)-based NPs were developed, functionalized with ce-
tuximab (CTX) and loaded with ABT, aiming for application in prostate cancer therapy.
The nanoparticles were obtained via nanoprecipitation and exhibited sizes below 200 nm:
NPB (153.9+5.8 nm), NPA (167.3+7.5nm), CTX-NPB (171.2+4.4nm), and CTX-
NPA (168.2 £ 2.8 nm). The polydispersity index (PDI) ranged from 0.08 to 0.14, indica-
ting monodisperse populations. Non-functionalized formulations exhibited zeta potential
values below —49 mV, while functionalized ones showed less negative values (—17.2 and
—14.9 mV), suggesting successful antibody anchoring. The ABT encapsulation efficiency
was high (~98%), and transmission electron microscopy confirmed spherical morpho-
logy. CTX conjugation was validated by BCA assay, with an efficiency of 56.14%
(467.83 ng/mL). Thermal analysis by nanoDSC revealed a transition peak at ~73.7 °C
and a denaturation enthalpy of —5522.3 uJ. SDS-PAGE and circular dichroism confirmed
that CTX retained its structural integrity after conjugation. FTIR spectroscopy confirmed
both the successful encapsulation and functionalization processes, and indicated preser-
vation of the polymeric structure, reinforcing the chemical stability of the system. In cyto-
toxicity assays, the CTX-NPA formulation showed potent antitumor activity, with I1Cso
values of 1.87 pg/mL in LNCaP and 1.94 pg/mL in PC3 cells. A promising selectivity
profile was observed, as cell viability in non-tumoral PNT-2 cells remained above 85%
even at the highest concentration tested. Flow cytometry internalization assays showed
superior uptake of CTX-NPB in PC3 cells (FMI 0f ~290,984, ~2,331,176, and ~2,464,078
at 12, 18, and 21 pg/mL, respectively) compared to NPB (~313,410, ~319,620, and
~889,701). In LNCaP, values were ~242,509 (10 pg/mL), ~221,318 (13.2 pg/mL), and
~208,476 (15 png/mL), indicating a receptor-mediated, dose-dependent uptake pattern.

Keywords: Abiraterone acetate; Functionalization; Polymeric nanoparticle.
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1. INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) ¢ uma neoplasia urogenital invasiva, diagnosticado em
homens comumente no inicio da senilidade que raramente acomete individuos abaixo dos
40 anos de idade (Cheng et al., 2020). Globalmente, o CaP ¢ classificado como o quarto
mais comum entre todos os tipos de cancer, representando 7,3% do total de casos. Em
2020, estima-se que tenham ocorrido aproximadamente 1,4 milhdo de novos casos, cor-
respondendo a 15,2% de todos os casos de cancer em homens. Essa estimativa equivale
a um risco calculado de cerca de 31,5 casos a cada 100 mil homens. As regides com as
maiores taxas de incidéncia de cancer de prostata incluem o Norte da Europa, Europa
Ocidental, Caribe e Oceania (Ferlay et al., 2021; Sung, H. et al., 2021). De acordo com
as recentes proje¢des de James e colaboradores (2024),ha um aumento significativo no
nimero de novos casos de cancer de prostata, prevendo um salto de 1,4 milhdo em 2020
para 2,9 milhdes em 2040 (James et al., 2024).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que a incidéncia de can-
cer de prostata para o triénio (2023-2025) seja de 71.730 mil novos casos diagnosticados,
representando um risco estimado de 67,86 novos casos a cada 100 mil homens. E impor-
tante ressaltar que fatores como o aumento da expectativa de vida, estilo de vida seden-
tario, dieta e obesidade podem contribuir para o aumento desses nimeros (Baade et al.,
2015; Instituto Nacional De Cancer José Alencar Gomes Da Silva (INCA), 2022).

O aumento na incidéncia dessa doenga gera grande preocupacdo, uma vez que as
terapias clinicamente disponiveis sdo restritas € muitas delas demonstram pouca eficién-
cia na regressao neoplésica (Lam; Nguyen; Corey, 2018; Li, Q.; Li; Zhao, 2020). Parale-
lamente a essa situag¢do, cabe mencionar que, embora esforgos substanciais voltados para
a erradicacdo e conten¢do do CaP tenham conseguido avangos progressivos nas ultimas

décadas, a terapéutica ainda continua sendo um grande desafio (Shukla et al., 2020). Até
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0 momento, o tratamento utilizado na pratica clinica, é constituido por quimioterapicos
que geram diversos efeitos indesejaveis, os quais, podem ser atribuidos ao perfil toxico
inerente desses farmacos, bem como, seus baixos niveis de seletividade, o que reflete
diretamente na diminuicao da qualidade de vida do paciente (kalsi et al., 2014; Lin et al.,
2007).

Ainda, no que concerne ao contexto, ¢ importante enfatizar que a castragdo cirur-
gica e a hormonioterapia baseada na terapia de privagdo androgénica tem sido a espinha
dorsal para o tratamento do CaP nos ultimos anos (Swami et al., 2020). A supressao da
produ¢do de hormonios por meio da terapia de privacdo androgénica (TPA) ¢ quimio-
dependente da sinalizacdo de receptores de androgeno (RA), sendo este, um integrante da
superfamilia de receptores de hormonio esteroide nuclear, considerado uma via essencial
para o desenvolvimento e crescimento de células do CaP (Ferraldeschi et al., 2014; Ulm
etal., 2019). E interessante salientar que a dependéncia androgénica do CaP foi observada
pela primeira vez por Huggins e Hodges ao demonstrarem a atividade antitumoral da
manipula¢do hormonal na terapia do CaP na década de 1940 (Nader et al., 2018). A partir
de entdo, a TPA tem sido um alicerce para o tratamento do CaP e permanece até os dias
atuais como uma das estratégias mais eficientes para o tratamento do CaP (Deek et al.,
2020). No entanto, apesar da maioria dos pacientes responderem significativamente ao
tratamento por TPA e exibir remissdo clinica, eventualmente alguns individuos podem
apresentar recidiva e desencadear um quadro denominado de “cancer de prostata refrata-
rio a hormonios” ou “cancer de prostata resistente a castragdo” (CPRC) (Gamat; Mcneel,
2017). Para lidar com a resisténcia a terapia de privagdo androgénica (TPA), o acetato de
abiraterona tem sido amplamente utilizado como parte de regimes de tratamento para o

cancer de prostata resistente a Castragdo (CPRC) (Buck et al., 2021). Embora o acetato
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de abiraterona tenha demonstrado eficacia na redugao dos niveis de testosterona e no au-
mento da sobrevida global em pacientes com CPRC, ¢ importante reconhecer os poten-
ciais efeitos adversos associados a esse tratamento (Litwin; Tan, 2017). A literatura tem
relatado uma série de efeitos colaterais, incluindo fadiga, hipertensdo, nauseas, hepatoto-
xicidade e disturbios do trato gastrintestinal entre outros. (Scott, 2017).

Avangos importantes na area de nanotecnologia oferecem perspectivas promis-
soras para mitigar esses efeitos colaterais indesejaveis. O uso de nanoparticulas na entrega
de farmacos permite uma liberacdo controlada e direcionada do principio ativo, aumen-
tando sua efic4cia terapéutica e reduzindo a necessidade de altas doses que podem causar
toxicidade sistémica. Além disso, as nanoparticulas podem ser funcionalizadas para dire-
cionar especificamente as células cancerigenas, minimizando os danos as células sauda-
veis e, consequentemente, diminuindo os efeitos adversos para o paciente. Assim, en-
quanto o acetato de abiraterona ¢ uma opg¢ao valiosa no tratamento do CPRC, o desenvol-
vimento de formula¢des de nanoparticulas oferece uma abordagem inovadora para au-
mentar a eficdcia terapéutica e reduzir os efeitos colaterais. Neste sentido, o objetivo
desde estudo foi desenvolver nanoparticulas poliméricas (NP) de acido poli(latico-co-
glicolico) funcionalizadas com cetuximabe (CTX), e carreadas com acetato de abirate-

rona (ABT), objetivando o potencial de aplicacdo no tratamento do cancer de prostata.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, foram desenvolvidas nanoparticulas de PLGA funcionalizadas com
cetuximabe (CTX) e carreadas com abiraterona (ABT) por nanoprecipitagdo, visando o
tratamento do cancer de prostata. As formulacdes obtidas apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas adequadas a aplicag@o antitumoral, com diametros hidrodinamicos infe-
riores a 200 nm, baixos indices de polidispersdo (< 0,2) e elevadas eficiéncias de encap-
sulagdo do farmaco (> 95%). A ancoragem do CTX foi confirmada por métodos bioqui-
micos e espectroscopicos, indicando preservagdo parcial da estrutura proteica.

Os dados biologicos demonstraram que a funcionalizagao com CTX potencializou
a eficacia citotoxica contra a linhagem LNCaP, que expressa EGFR de forma funcional,
sendo a formulacdo CTX-NPA a mais promissora, com viabilidade celular inferior a 1%
na maior dose testada. Na linhagem PC3, refratéria a terapia hormonal, a combinacao do
anticorpo com a nanoparticula também resultou em significativa redugao da viabilidade,
evidenciando a atuacdo sinérgica da nanoestrutura mesmo em modelos agressivos. Em
contraste, nas células ndo tumorais (PNT-2), todas as formula¢des apresentaram baixa
toxicidade, com viabilidade superior a 85%, destacando a seletividade terapéutica do sis-
tema.

Complementarmente, os ensaios de internaliza¢cdo celular mostraram maior cap-
tacdo da CTX-NPA em concentragdes moderadas (10 pg/mL), sugerindo que a internali-
zacdo via EGFR ¢ saturdvel e concentrada, o que refor¢a a importancia do controle da
dose para otimizar a entrega intracelular.

Em conjunto, os dados obtidos indicam que a formulagdo CTX-NPA alia libera-
¢do sustentada, direcionamento ativo e perfil de seguranca favoravel, configurando-se

como uma abordagem promissora para o tratamento personalizado do cancer de prostata.



95

Giovanna Fortunato Conclusaes

Estudos futuros poderdo aprofundar a investigagdo dos mecanismos de internalizacdo e

validar o desempenho in vivo do sistema desenvolvido.
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