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Objetivos

Segundo dados do Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN), estima-se que, até 2040,
ocorrerao aproximadamente 28,4 milhdes de
novos casos de cancer em todo o mundo — um
aumento de cerca de 47% em relagdo ao ano
de 2020. Apesar dos expressivos avangos
cientificos e do elevado investimento financeiro
na area, o cancer permanece como uma das
principais causas de morbidade e mortalidade
global, afetando individuos de todas as faixas
etarias e representando um dos maiores
desafios enfrentados pela medicina
contemporanea. Nesse contexto, a
nanomedicina se destaca como uma
ferramenta promissora de estratégias
terapéuticas avangadas, superando limitagoes
frequentes dos tratamentos convencionais.
Entre os avangos da nanoengenharia, se
destaca a modificagdo  superficial de
nanoparticulas utilizando membranas celulares.
Essa abordagem bioinspirada e biomimética
confere as nanoestruturas camuflagem frente
ao sistema imunolégico e promove acumulo
seletivo no microambiente tumoral. Essas
nanoplataformas visam favorecer a vetorizagao
sitio-especifica para a regidao tumoral através
do reconhecimento homotipico, minimizando os
efeitos colaterais sistémicos e aumentando a
efetividade terapéutica. Neste projeto, sistemas
biomiméticos estruturados baseados em PLGA
carregados com temozolomida (TMZ) foram
estudados quanto ao seu desempenho
biolégico utilizando protocolos in vitro.

Métodos e Procedimentos

Neste estudo, NPs de PLGA carregadas com
TMZ foram sintetizadas pelo método de
emulsdo dupla e evaporagdo de solventes,
utilizando PLGA dissolvido em diclorometano e
TMZ em acetona, emulsificados em solugado de
alcool polivinilico por sonicagdo. As NPs foram
lavadas com filtros Amicon (100 kDa).
Paralelamente, foram cultivadas células de
glioma (U251) e linfécitos T, as quais tiveram
suas membranas plasmaticas isoladas por
ultracentrifugagéo, apos lise celular em tampéao
hipotdnico. As membranas obtidas foram
quantificadas (ensaio BCA) e hibridizadas por
extrusdo conjunta em membranas de
policarbonato (200 mn), originando membranas
hibridas. A caracterizacdo fisico-quimica das
NPs e membranas incluiu medidas de
tamanho, indice de polidispersidade (PDI) e
potencial zeta via espalhamento dindmico de
luz (DLS) e rastreamento de nanoparticulas
(NTA). A performance biolégica foi avaliada in
vitro em células tumorais (U251, U87) e nao
tumorais (HDFn), por ensaio de viabilidade com
MTT e exclusao por azul de Trypan, apds 72h
de incubacao. Para analise do ciclo celular, as
células passaram pelos diferentes tratamentos
com NPs, foram fixadas em etanol e tratadas
com iodeto de propidio e RNAse A, e
analisadas por citometria de fluxo. Os ensaios
foram conduzidos em ftriplicata. As diferencas
entre o0s grupos experimentais foram
comparadas por meio de analise de variancia
(ANOVA) unidirecional ou bidirecional, seguida
do teste de Tukey.
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Resultados

A tabela abaixo apresenta as caracteristicas
fisico-quimicas das amostras, determinadas
por meio das técnicas de caracterizagdo
citadas

DLS NTA BCA

Linhagem
celular

Potencial Zeta

(mV)

Tamanho
hidrodindmico (nm) |PDI

Concentragio de

Tamanho (nm) |proteinas (ug/mL)

U251

926,4 = 666,4 0,85+0,25 -38,8+2,6 173355 20,7 + 14,6

Jurkat

803,3 £364.8 0,86 +0,23 -39,1+1,7 224,8+229 193,8+10,1

Tabela 1. Parametros de caracterizacéo
Fonte: Autoria préopria.2025

As  formulagbes nanoparticuladas  nao
apresentaram efeitos citotdxicos significativos
sobre células ndo tumorais (HDFn), porém
reduziram a atividade metabdlica em HepaRG,
sugerindo papel relevante das membranas na
modulagdo da atividade. Em células U251 nao
houve diferengca estatistica significativa na

integridade  de membranas entre os
tratamentos aplicados, contudo, 0s
nanosistemas impactaram mais

expressivamente a atividade metabdlica. Nos
ensaios com linhagem U87, a formulagao
NP-Mix destacou-se como mais eficiente na
redugéo da viabilidade celular.
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Figura 1. Ensaio de viabilidade em U87

Fonte: Autoria propria. 2025

Na linhagem HCB 151, NP, NP-MB e NP-Mix
comprometeram significativamente a
integridade da membrana celular.
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Figura 2. Ensaio de viabilidade em HCB 151
Fonte: Autoria propria. 2025

Ainda, os resultados indicam que o tratamento
com membrana hibrida interfere diretamente no
ciclo celular, promovendo acumulo de células
em G2/M e reduzindo a progresséo para a fase

S, o que sugere potencial efeito
antiproliferativo. Por outro lado, os demais
tratamentos ndo demonstraram impacto
estatisticamente significativo.
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Figura 3. Ensaio de ciclo celular
Fonte: Autoria propria. 2025
Conclusodes
A presenca de membranas celulares

potencializou os efeitos das nanoparticulas
sobre a atividade metabdlica em todas as
linhagens tumorais, quando comparadas com o
tratamento de TMZ livre. As nanoparticulas
brancas e as carregadas com TMZ exibiram
efeitos similares sobre a atividade metabdlica,
entretanto, as particulas com TMZ induziram
maior comprometimento da integridade da
membrana em U87 e HCB 151, indicando um
efeito citotdxico diferencial nestas linhagens
tumorais. Os achados do ciclo celular destacam
o tratamento com membrana hibrida em
relagdo as demais condic¢des testadas.
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Objectives

According to data from the Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN), it is estimated that
by 2040 there will be approximately 28.4 million
new cancer cases worldwide—an increase of
about 47% compared to 2020. Despite
significant scientific advances and substantial
financial investment in the field, cancer remains
one of the leading causes of global morbidity
and mortality, affecting individuals across all
age groups and representing one of the
greatest challenges faced by contemporary
medicine. In this context, nanomedicine stands
out as a promising tool for advanced
therapeutic strategies, overcoming frequent
limitations of conventional treatments. Among
the advances in nanoengineering, the surface
modification of nanoparticles using cell
membranes is particularly noteworthy. This
bioinspired and biomimetic approach provides
nanostructures with camouflage against the
immune system and promotes selective
accumulation in the tumor microenvironment.
Such  nanoplatforms aim to enhance
site-specific targeting of the tumor region
through  homotypic  recognition, thereby
minimizing systemic side effects and increasing
therapeutic effectiveness. In this project,
biomimetic PLGA-based systems loaded with
temozolomide (TMZ) were studied regarding
their biological performance using in vitro
protocols.

Methods and Procedures

In this study, PLGA NPs loaded with TMZ were
synthesized using the double emulsion and
solvent evaporation method, with PLGA
dissolved in dichloromethane and TMZ in
acetone, emulsified in a polyvinyl alcohol
solution by sonication. The NPs were washed
using Amicon filters (100 kDa). In parallel,
glioma cells (U251) and T lymphocytes were
cultured, and their plasma membranes were
isolated by ultracentrifugation following cell lysis
in hypotonic buffer. The obtained membranes
were quantified (BCA assay) and hybridized
through co-extrusion using polycarbonate
membranes (200 nm), resulting in hybrid
membranes. Physicochemical characterization
of the NPs and membranes included
measurements of size, polydispersity index
(PDI), and zeta potential via dynamic light
scattering (DLS) and nanoparticle tracking
analysis (NTA). Biological performance was
evaluated in vitro in tumor cells (U251, U87)
and non-tumor cells (HDFn) through viability
assays using MTT and Trypan Blue exclusion
after 72 h of incubation. For cell cycle analysis,
cells subjected to different NP treatments were
fixed in ethanol, treated with propidium iodide
and RNase A, and analyzed by flow cytometry.
All assays were performed in triplicate.
Differences between experimental groups were
compared using one-way or two-way analysis
of variance (ANOVA), followed by Tukey's test.
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Results
Furthermore, the results indicate that hybrid
The table below presents the physical and membrane treatment directly interferes with the
chemical characteristics of the samples, cell cycle, promoting cell accumulation in G2/M
determined using the aforementioned and reducing progression to S phase,
characterization techniques. suggesting a potential antiproliferative effect.
DLS NTA BCA On the other hand, the other treatments did not
prmmil e NN | ek ) e ey | d€MONSstrate a statistically significant impact.
U251 926.4 + 666.4 0.,85+0,25 -38,8+£2,6 173,3%5,5 20,7 £ 14,6
Jurkat 803.3 +364.8 0,86=0,23 -39,1£1,7 224,8+22,9 193,8 £ 10,1 150 - G0-G1
Table 1. Characterization Parameters 0 G2-Mm
Source: Own authorship. 2025 & 100+ = s
(7]
(1]
The nanoparticle formulations did not exhibit § 50
significant cytotoxic effects on non-tumor cells
(HDFn), but reduced metabolic activity in
HepaRG, suggesting a relevant role for 6=
membranes in modulating activity. In U251 @32\\;?2% :gz :gz :g"z \:\ :\ \2
cells, there was no statistically significant LSS
difference in membrane integrity between - )
ratamentos aplicados
treatments; however, the nanosystems had a
more significant impact on metabolic activity. In Figure 3. Cell cycle assay
assays with the U87 cell line, the NP-Mix Source: Own authorship. 2025
formulation stood out as the most effective in :
reducing cell viability. Conclusions
The presence of cell membranes potentiated
a) b) the effects of nanoparticles on metabolic activity
” in all tumor cell lines, compared with free TMZ
- R treatment. Blank and TMZ-loaded nanoparticles
5 % exhibited similar effects on metabolic activity;
; “ however, TMZ-loaded particles induced greater
2 3 “’l‘ impairment of membrane integrity in U87 and
£ 2, HCB 151, indicating a differential cytotoxic
0&1 < & C € I effect in these tumor cell lines. The cell cycle
T findings highlight the hybrid membrane
Figure 1. U87 V|ab|I|ty test treatment in relation to the other conditions
Source: Own authorship. 2025 tested.

In the HCB 151 cell line, NP, NP-MB and
NP-Mix significantly compromised the integrity References
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