UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS B!OLOGICAS E DA§AUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

GABRIELA RUVA FAGUNDES

DIFERENCIACAO MACROFAGICA INDUZIDA POR NANOPARTICULAS DE
FOSFATIDILSERINA/7-CETOCOLESTEROL

PONTA GROSSA
2026



GABRIELA RUVA FAGUNDES

DIFERENCIACAO MACROFAGICA INDUZIDA POR NANOPARTICULAS DE
FOSFATIDILSERINA/7-CETOCOLESTEROL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas na area de
Fisiopatologia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa como requisito para a obtencdo do titulo
de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Giovani Marino Favero.

Coorientador: Prof. Dr. Felipe Janz.

PONTA GROSSA
2026



Fagundes, Gabriela Ruva

F156 Diferenciacdo macrofagica induzida por nanoparticulas de fosfatidilserina/7-
cetocolesterol f Gabriela Ruva Fagundes. Ponta Grossa, 2026.
74 1.

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas - Area de Concentracio:
Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas & Farmacia), Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Giovani Marino Favero.
Coorientador: Prof. Dr. Felipe Janz.

1. Cultivo celular. 2. Imunoterapia. 3. Nanotecnologia farmacéutica. 4.
Fosfatidilserina. 5. 7-cetocolesterol. |. Favero, Giovani Marino. Il. Janz, Felipe. .
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Farmacos, Medicamentos e Biociéncias
Aplicadas & Farmacia. IV.T.

CDD: 615.19

Ficha catalografica elaborada por Vera Lucia Braga da Silva- CREBS/1026



GABRIELA RUVA FAGUNDES

DIFERENCIACAO MACROFAGICA INDUZIDA POR NANOPARTICULAS DE
FOSFATIDILSERINA/7-CETOCOLESTEROL

Dissertagdo apresentada para obtencdo do grau de
Mestre(a) no Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, nivel Mestrado e Doutorado, Associacao
Ampla entre a

Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) e a
Universidade do Centro-Oeste (UNICENTRO).

Ponta Grossa, 05 de fevereiro de 2026.

\ ) W

Prof. Dr. Giovani Marino Favero — UEPG — Presidente

Profa. Dra. Larissa Glugoski — UEPG — Membro titular interno

Prof. Dr. Michel Fleith Otuki — UFPR — Membro titular externo

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA - UEPG
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF
Bloco M Sala 93 B — Campus Universitario em Uvaranas — Fone (42) 2102-8937
Auv. Carlos Cavalcanti, 4748 — CEP: 84030-900 — PONTA GROSSA - PR — BRASIL



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer, primeiramente, a Deus, minha fonte de forga, discernimento e
sabedoria. A presenca de Deus me ajudou a superar 0s momentos mais dificeis de fraqueza e
inseguranca, guiando-me pelo caminho certo, segundo a Sua vontade. Ele me deu um novo
olhar para o meu futuro profissional e a certeza de que estou trilhando a dire¢éo correta. Sua
gracga e misericordia foram fundamentais para a realizacéo deste projeto.

Agradeco ao meu companheiro, Matheus Ribeiro, por toda a forca, estimulo e por
sempre me impulsionar a ser uma pessoa melhor. Mesmo nos momentos em que pensei em
desistir, vocé esteve ao meu lado. Sempre digo, e reforgo, que, se meu caminho académico
parece mais leve, é porque vocé é um dos pilares que o mantém de pé. Obrigada por sempre me
encorajar a buscar exceléncia e superar meus limites, por ser meu porto seguro. Seu amor foi

meu maior estimulo para a dedicacdo a este trabalho.

Aos meus pais, Ana Ruva e Miguel Fagundes, e aos meus avos, Marlene Ruva e Oscar
Ruva, minha eterna gratiddo. Vocés me ensinaram o valor da disciplina, do esfor¢o e da
dedicacdo, apoiando-me em todas as decisdes que tomei. Saibam que sdo meu maior exemplo
de vida. Se busco ser uma pessoa melhor e construir um futuro digno, € por vocés. Obrigada

por serem minha motivacao para seguir tentando e superar os desafios até aqui.

Agradeco também aos meus sogros, Marcos Ribeiro e NUbia Ribeiro, por serem como
segundos pais nessa caminhada. Obrigada por ndo deixarem que eu desistisse, por me
lembrarem da importancia de focar no futuro, por me ajudarem a enriquecer meu conhecimento,

compartilhando alegrias e tristezas e proporcionando momentos de leveza e descontracgéo.

Ao meu orientador, professor Giovani Marino Favero, registro minha mais sincera
gratiddo. Obrigada pela paciéncia, dedicacéo e, sobretudo, pela confianga em mim desde a
graduacdo. Agradeco por aceitar me orientar neste trabalho. Suas sugestBes e ideias foram
essenciais para o desenvolvimento desta pesquisa. Sem sua orientacao, este trabalho ndo teria
alcancado a profundidade e a qualidade que conquistou. Obrigada pela oportunidade, pelos
ensinamentos, pelos desafios que superamos, por estimular minha autonomia e por me ajudar a

acreditar no meu proprio potencial. Serei eternamente grata.



Ao meu coorientador, professor Felipe Janz, meu sincero agradecimento. Desde os
tempos de graduacéo até agora no mestrado, sua parceria, comprometimento e auxilio constante
foram fundamentais para que este trabalho se concretizasse. Obrigada por estar presente em

cada etapa com atencdo, dedicacdo e apoio genuino.

Aos professores Juliana Olivato e Pedro Miranda, minha eterna gratidédo pelo apoio,
pelo compartilhamento de conhecimento, pela orientacdo generosa e, principalmente, pela
paciéncia durante todo o processo. Suas contribuicbes foram fundamentais para minha

formacéo.

A Larissa Glugoski, muito obrigada por toda a ajuda, por sua constante disposic&o e por
estar sempre pronta a colaborar. Sem vocé, este trabalho ndo teria sido concluido da forma

como foi. A sua dedicacao e apoio foram verdadeiramente indispensaveis.

Ao professor Marcos Pileggi, muito obrigada por toda sabedoria compartilhada, pelas
ideias enriquecedoras e por ter me incluido em seu grupo de pesquisa. Sua contribuicdo foi

fundamental para meu crescimento académico, e serei eternamente grata por todo o apoio.

Ao0s meus colegas, muito obrigada por todos os momentos de descontracéo, trocas de
conhecimento e companheirismo. Vocés tornaram meus dias mais leves, felizes e cheios de
risos. A presenca de vocés foi essencial para que essa jornada fosse mais agradavel e

significativa.

Agradeco também a todos os profissionais da UEPG, em especial a Josemira, Maria
Aparecida e Eli, que além de me proporcionarem momentos de muitas risadas, contribuiram
diretamente para a realizacdo deste trabalho. Ao Marcelo, juntamente com a professora Carla
Kanunfre, meu agradecimento especial pela colaboragdo nos experimentos. Aos profissionais
do Laboratério Multiusuério, minha eterna gratidao.

Por fim, agradeco ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
UEPG/UNICENTRO pela oportunidade de cursar o mestrado. A Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG), minha segunda casa desde 2019, da graduacdo a ao mestrado e
posteriormente doutorado, agradeco por oferecer um ensino pablico de qualidade e por fazer
parte da minha formagao académica e pessoal. A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior (CAPES), agradeco pelo suporte financeiro por meio da bolsa de mestrado.



“A doenga € o lado noturno da vida, uma cidadania mais onerosa.
Quem nasce tem a dupla cidadania, uma do reino da saude, outra
do reino da enfermidade. Preferimos usar o passaporte da saude,
mas somos obrigados, ao menos por um instante, a nos identificar

como cidadaos daquele outro lugar.”

Susan Sontag



RESUMO

O cancer permanece como uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo,
sendo caracterizado pelo crescimento celular descontrolado que resulta na formacdo de um
microambiente tumoral (TME) imunossupressor. Entre os elementos celulares do TME,
destacam-se os macrofagos associados a tumores (TAMS), que podem apresentar perfis pro-
inflamatorios (M1) ou anti-inflamatdrios (M2). Estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas
para reprogramar 0os TAMs ao fendtipo M1, favorecendo uma resposta antitumoral. O presente
estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar uma formulacdo lipossomal contendo
fosfatidilserina (PS) e 7-cetocolesterol (7-KC), bem como avaliar seu potencial
imunomodulador na polarizagdo macrofagica associada ao microambiente tumoral, visando sua
aplicacdo em estratégias de imunoterapia antitumoral. Os lipossomas PS/7-KC foram obtidos
por evaporacdo de solventes organicos seguida de hidratacdo, e sua caracterizacdo fisico-
quimica foi realizada por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
potencial zeta, didmetro médio e indice de polidispersdo (PDI). Os lipossomas PS/7-KC foram
obtidos por evaporacdo de solventes organicos seguida de hidratacdo. A caracterizacdo por
FTIR confirmou a incorporacdo dos compostos. O potencial zeta demonstrou estabilidade
coloidal superior da formulacdo PS/7-KC em comparagdo a PS isolada apds 90 dias. As
particulas apresentaram tamanho médio inferior a 300 nm e indice de polidispersdo inferior a
0,5. O ensaio de viabilidade celular (MTT) indicou baixa citotoxicidade nas concentracdes de
50 e 93 pg/mL, com efeito citotdxico significativo apenas em 187,6 pg/mL. Esse perfil esta
correlacionado a expressao génica observada. Nas concentragcdes de 50 e 93 pg/mL, houve
reducdo de MCR, enquanto 187,6 pug/mL induziu aumento expressivo de e IL-12, além da
reducdo de IL-10. Os resultados sugerem que a formulagdo PS/7-KC apresenta potencial
modulador da polarizacdo macrofagica, favorecendo o fen6tipo M1 nas suas concentracfes
mais elevadas, com perfil com toxicidade reduzida em concentracfes intermediarias. Esses
achados evidenciam seu potencial como plataforma para estratégias de imunoterapia
antitumoral, embora sejam necessarios outros estudos futuros, como ensaios in vivo e sistemas

de liberacdo controlada para corroborar tal hipotese.

Palavras-chave: cultivo celular; imunoterapia, nanotecnologia; fosfatidilserina; 7-

cetocolesterol.



ABSTRACT

Cancer remains one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide, characterized
by uncontrolled cell growth and the establishment of an immunosuppressive tumor
microenvironment (TME). Among the immune components within the TME, tumor-associated
macrophages (TAMSs) play a pivotal role by exhibiting either a pro-inflammatory (M1) or an
anti-inflammatory (M2) phenotype. Therapeutic strategies have been developed to reprogram
TAMs toward the M1 phenotype, thus enhancing antitumor immune responses. In this context,
liposomal nanosystems containing phosphatidylserine (PS) and 7-ketocholesterol (7-KC)
emerge as a promising approach. In this study, PS/7-KC liposomes were prepared using organic
solvent evaporation followed by hydration. FTIR characterization confirmed the successful
incorporation of both compounds. Zeta potential analysis demonstrated superior colloidal
stability of the PS/7-KC formulation compared with PS alone after 90 days (-37.13 mV vs. —
47.40 mV; p = 0.0035). The particles exhibited an average size below 300 nm and an acceptable
polydispersity index (< 0.5). Cell viability assessed by the MTT assay indicated low
cytotoxicity at concentrations of 50 and 93 pg/mL, with significant cytotoxic effects observed
only at 187.6 ug/mL. This pattern was consistent with the gene expression profile. At 50 and
93 pg/mL, there was a reduction in MCR expression (—3.43 and —4.51 log:FC, respectively),
whereas 187.6 pg/mL induced a robust increase in iNOS (+3.44 log.FC; p < 0.01) and 1L-12
(+1.66 log2FC), along with a decrease in IL-10 (-2.52 log.FC).These findings suggest that PS/7-
KC liposomes can modulate macrophage polarization, promoting the M1 phenotype at higher
concentrations while maintaining a favorable safety profile at intermediate concentracdes.
Overall, this nanoplatform demonstrates potential for antitumor immunotherapy strategies,
warranting further in vivo studies and the development of controlled-release systems to

optimize therapeutic outcomes.

Keywords: cell culture; immunotherapy; nanotechnology; phosphatidylserine; 7-
ketocholesterol.
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1 INTRODUCAO

“O cancer ¢ a sombra do nosso proprio codigo bioldgico, rebelde, adaptativo e
persistente” (Adaptado de Imperador de todos os Males de Siddhartha mukherjee, 2012).

A primeira referéncia aos tumores malignos remonta ao Papiro de Edwin Smith, datado
de aproximadamente 1600 a.C., no qual uma massa saliente no seio é descrita como incuravel
(Ades; Tryfonidis; Zardavas, 2017). Especialmente antes do século XIX as referéncias séo
raras, visto que, o cancer era raramente diagnosticado, sendo ofuscado por doencas infecciosas
como tuberculose, colera e peste. Com o0 avango da expectativa de vida e das tecnologias
diagndsticas, o cancer tornou-se uma das doencas mais prevalentes da civilizagdo moderna
(Nwosu, 2024; Sakai; Morimoto, 2022).

Muito além de um crescimento desordenado, o cancer pode ser compreendido como
uma forma de "vida paralela”, composta por células que, embora oriundas do préprio
organismo, adquirem caracteristicas de sobrevivéncia exagerada, proliferacdo continua, evasao
imune e adaptacdo metabdlica e imunoldgica (Ji et al., 2025).

O céancer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo,
caracterizando-se por um crescimento celular descontrolado e pela formacdo de um
microambiente tumoral (TME) altamente complexo e orquestrado para o crescimento tumoral
(Hanahan, 2022). Esse microambiente é composto por células tumorais, fibroblastos, endotélio
vascular, componentes da matriz extracelular e uma diversidade de células do sistema imune,
entre elas os macrofagos, que tém papel central na regulacdo da progressao tumoral e na
resposta a terapia (Bejarano; Jordao; Joyce, 2021).

Os macrofagos associados a tumores (TAMSs) representam de 30 a 50% das células
imunes infiltradas em tumores sélidos e exibem notdvel plasticidade funcional. Essa
plasticidade permite que TAMs apresentem perfis que vao desde um fenétipo pro-inflamatoério
e antitumoral (M1) até um fenotipo imunossupressor e pro-tumoral (M2) (Cassetta; Pollard,
2018). Diversos sinais presentes no TME, como citocinas anti-inflamatérias (IL-10, TGF-p),
metabdlitos (lactato, colesterol oxidado) e interacdes com células tumorais, favorecem a
polarizacdo dos TAMs para o fen6tipo M2, contribuindo para a evasao imune e a progressao da
neoplasia (Huang; Song; Xu, 2020).

Nesse contexto, a reprogramacao fenotipica dos TAMs para o perfil M1 tem ganhado
destague como estratégia terapéutica emergente na imunoterapia antitumoral. Diferente dos
inibidores de checkpoints imunoldgicos, que atuam majoritariamente sobre a imunidade

adaptativa, a reeducagdo de TAMs busca restaurar a funcionalidade da resposta inata contra o


https://www.zotero.org/google-docs/?FytOBK
https://www.zotero.org/google-docs/?KqnjXw
https://www.zotero.org/google-docs/?OyNMjr
https://www.zotero.org/google-docs/?OyNMjr
https://www.zotero.org/google-docs/?OyNMjr
https://www.zotero.org/google-docs/?yYaVoW
https://www.zotero.org/google-docs/?l0w7Yb
https://www.zotero.org/google-docs/?3C4pev
https://www.zotero.org/google-docs/?3C4pev
https://www.zotero.org/google-docs/?h4HbIL
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tumor, promovendo fagocitose, liberacdo de citocinas inflamatérias e apresentacdo de
antigenos. No entanto, essa abordagem ainda enfrenta desafios, como a reversibilidade do
fenotipo M1 e a resisténcia induzida por componentes do TME.

Entre as alternativas promissoras, destaca-se 0 uso de nanossistemas lipossomais
funcionalizados com biomoléculas capazes de modular o comportamento dos macréfagos. A
fosfatidilserina (PS), por exemplo, € um fosfolipidio normalmente exposto na superficie de
células pré-apoptéticas, atuando como sinal de "coma-me" para os macrofagos (Copic;
Dieudonné; Lenoir, 2023). Quando incorporada a lipossomas, a PS favorece a internalizacdo
da carga terapéutica por macréfagos, entretanto por si s6, a PS oferece um perfil anti-
inflamatorio (Chung et al., 2015; Wang et al., 2016). Por outro lado, o 7-cetocolesterol (7-KC),
um oxisterol derivado da oxidacdo do colesterol, apresenta propriedades imunomodulatérias
relevantes, incluindo a ativacdo de vias inflamatorias (como NF-xB e inflamassoma NLRP3),
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e inducdo da polarizacdo macrofagica para o
fendtipo M1 (Choi; Finlay, 2020; Pereira et al., 2019).

A combinacdo de PS e 7-KC em lipossomas representa, portanto, uma estratégia
racional para induzir reprogramacdo macrofagica direcionada, aliando reconhecimento
macrofagico a ativacao inflamatoria. Considerando a necessidade de alternativas mais eficazes
e seguras para imunoterapia, sobretudo em tumores solidos refratérios, este trabalho propde
investigar os efeitos da formulacdo lipossomal de fosfatidilserina/7-cetocolesterol (PS/7-KC)
sobre a polarizacdo macrofagica, utilizando a linhagem J774 como modelo experimental.

A hipotese central € que o tratamento com PS/7-KC é capaz de induzir de forma eficaz
a ativacdo de vias inflamatorias e a diferenciacdo de TAMs para um fen6tipo M1 funcional,
contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens imunoterapéuticas baseadas na

reprogramacao da imunidade inata.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 MACROFAGOS

As células mieloides evoluiram como componentes centrais dos sistemas imune inato e
adaptativo, caracterizando-se por sua notavel diversidade funcional, capacidade migratéria e
ampla distribuicdo tecidual (Vlerken-Ysla et al., 2023). Um tipo de célula mieloide séo os
mondcitos, precursores derivados da medula 6ssea (MO) com capacidade de migrar para 0s
tecidos periféricos apds a maturacdo. No sangue circulante, constituem uma populacéao celular
funcionalmente heterogénea, distinguivel por caracteristicas morfoldgicas e pela expressdo
diferencial de marcadores de superficie (Vlerken-Ysla et al., 2023).

Apo6s migrarem para os tecidos, os mondcitos podem se diferenciar em macréfagos ou
células dendriticas, dependendo dos estimulos presentes no microambiente local (Wang et al.,
2025). Os macrofagos, especificamente, constituem uma populacdo altamente especializada e
adaptada a diferentes 6rgaos, como as células de Kupffer no figado, a microglia no sistema
nervoso central, os macréfagos alveolares nos pulmdes e os osteoclastos no tecido 6sseo (Guan
et al., 2025).

Os macrofagos exercem atividades centrais na manutencdo da homeostase e defesa do
hospedeiro devido a potente atividade fagocitica, permitindo a remocdo de patdgenos, células
apoptéticas e debris celulares (Chen et al., 2023). Entretanto, sua atividade vai muito além
disso, pois funcionam como células apresentadoras de antigenos (APCs), expressando
moléculas ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC classe 1) e coestimuladoras
como CD80 e CD86, essenciais para a ativacao de linfocitos T e a orquestracdo da resposta
imune adaptativa (Wang et al., 2025).

Os macrofagos residentes em tecidos (RTMs) participam de diversos processos
fisiolégicos, como neurogénese, angiogénese, osteogénese e até mesmo eritropoiese. Essa
ampla atuacdo evidencia sua capacidade unica de adaptacdo e contribuicdo especifica ao
microambiente tecidual. Tal versatilidade decorre de sua elevada plasticidade, que permite
ajustar sua resposta funcional de acordo com os sinais locais, a0 mesmo tempo em que preserva
a capacidade de realizar fagocitose de forma eficiente (Cohen et al., 2018)

De modo geral, praticamente todos os tecidos do organismo sdo densamente povoados
por macrofagos, os quais desempenham funcgdes essenciais na manutencdo da homeostase
tecidual. Essa atuacdo ocorre por meio da detecgédo e remogéo de células estromais e epiteliais

danificadas ou disfuncionais, através do reconhecimento mediado por receptores especificos
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(Roberts et al., 2017). Em situacdes de lesdo tecidual, os macréfagos podem expandir seus
pseuddpodes para envolver dendritos pré-inflamatdrios, removendo-os antes que sejam
fagocitados por neutrofilos circulantes, o que poderia resultar em uma resposta inflamatoria
exacerbada e potencialmente prejudicial ao tecido (Uderhardt et al., 2019).

Algumas citocinas, como IL-6, IL-8, IL-33 e TSLP, promovem a mielopoiese e
favorecem o recrutamento de mondcitos (Dagher et al., 2020). Determinados metabdlitos
lipidicos, como 0s oxiesterois, atuam como quimioatraentes, recrutando mondcitos via o
receptor GPR183 em contextos patolégicos como aterosclerose, cancer e doencas
neurodegenerativas. Esse recrutamento ocorre por meio de loops autocrinos mediados pela
enzima CH25H e pela mobilizagdo de célcio intracelular (Griffiths et al., 2021) Por outro lado,
0s macrofagos também desempenham funcBes opostas no desenvolvimento e resolugdo de
processos patoldgicos. Sua ativacdo desregulada ou polarizacdo inadequada esta associada a
patogénese de doencas infecciosas crénicas, cancer e disturbios autoimunes (Chen et al., 2022).

Esse recrutamento de mondcitos para substituir macrdéfagos residentes perdidos em
situacOes de dano tecidual leva a diferenciacdo de novas popula¢fes macrofagicas, cuja fungédo
sera amplamente determinada pelos sinais moleculares presentes no microambiente local
(Wang et al., 2025).

2.2 POLARIZACAO MACROFAGICA

A polarizagcdo macrofagica representa o estado funcional de ativacdo do macréfago em
um determinado ponto no tempo. No entanto, devido a sua elevada plasticidade, esse estado
ndo é fixo e pode ser modificado em resposta a integracdo de multiplos sinais provenientes de

outras células, do tecido circundante e de estimulos exégenos (Basak et al., 2023).

A polarizacdo dos macréfagos (Figura 1) baseia-se unicamente na alteracdo fenotipica
devido ao estimulo do microambiente orquestrado (Mohd Yasin et al., 2022). Devido serem
células versateis do sistema imunoldgico, os macréfagos podem ser ativados por duas vias
distintas: a via cléssica e a via alternativa, originando popula¢des macrofagicas funcionalmente
e fenotipicamente divergentes classificadas em macrofagos M1 e M2, respectivamente. Essa
capacidade de adaptacdo é essencial para o funcionamento do sistema imunoldgico, exigindo

um equilibrio entre os diferentes estados de polarizagdo (Xu et al., 2022)
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Figura 1. Polariza¢do de macrdfagos a partir de diferentes estimulos
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Fonte: A autora. Imagem criada com BioRender.com.

A identificagdo dos diferentes fenotipos de macrdéfagos pode ser realizada por meio da
andlise de marcadores de superficie e moléculas sollveis associadas & sua ativagdo. Os
macrofagos M1, de perfil pro-inflamatorio, séo tipicamente caracterizados pela expressao de
CD86, CD64, o receptor de macréfagos com estrutura colagena, além da producdo de
quimiocinas da familia CXC, como CXCL9, CXCL10 e CXCL11. Também expressam enzimas
e reguladores inflamatérios como a éxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e SOCS1 (Boutilier;
Elsawa, 2021; Wang et al., 2019). Por outro lado, os macréfagos M2, de perfil anti-inflamatorio
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e reparador, expressam marcadores, como CD206 (receptor de manose) e CD163 (receptor da
haptoglobina-hemoglobina), além de produzirem moléculas imunorreguladoras como TGF-f,
PPARy, CCL14, CCL22 e arginase-1 (ARG-1) (Boutilier; Elsawa, 2021; Részer, 2015).

Dessa forma, a polarizacéo extrinseca configura-se como um dos principais mecanismos
de distincdo fenotipica dos macréfagos, sendo mediada predominantemente por sinais externos,
como citocinas e interagcdes com outras células do sistema imune. Dentre essas, destacam-se as
células T CD4* dos subtipos Th1 e Th2, que desempenham papéis fundamentais na indugao dos
fenotipos M1 e M2, respectivamente (Cui et al., 2024).

A polarizagdo para fen6tipo M1, ou pela via de ativacdo classica, é induzida por
estimulos como LPS e citocinas do tipo Th1, notadamente o IFN-y e TNF-o (Chen et al., 2023).
A ativacdo da via classica desencadeia a sinalizacdo de fatores de transcricdo como NF-xB, AP-
1 e STAT1, os quais promovem a transcricdo de genes associados a um perfil pro-inflamatorio,
incluindo iNOS, IL-6, IL-12, TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-23 e CXCL10, essa resposta € crucial para
o combate de infec¢des de células tumorais (Hirayama; lida; Nakase, 2017).

A INOS, em particular, catalisa a producdo de 6xido nitrico (NO), um mediador de
atividade antimicrobiana e antitumoral. Esses mediadores conferem aos macrofagos M1 uma
robusta capacidade de promover inflamacdo, destruir patdgenos e modular a atividade de outras
celulas imunocompetentes (Yan et al., 2024). Essas citocinas desempenham um papel
importante na amplificagdo da resposta imune, na inflamacéo e na ativacéo de outras células do
sistema imunoldgico, caracterizando sua resposta pré-inflamatoria (Shapouri-Moghaddam et
al., 2018).

Em contraposi¢do, os macréfagos M2 sdo derivados da ativacgdo alternativa, geralmente
induzida por citocinas como IL-4, 1L-13, IL-10, TGF-B, PGE2 ou corticosteroides (Strizova et
al., 2023). A polarizacdo para M2 é impulsionada pelas células Th2 através da secre¢do de IL-
4 e IL-13. Esse eixo IL-4/IL-13 atua por meio do receptor IL-4Ra, ativando o fator de
transcricdo STAT6, que, por sua vez, induz a expressdo de genes como o0 receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama (PPARy) (Bouhlel et al., 2007). O PPARy atua como
regulador do metabolismo lipidico e reforca o fendtipo M2, promovendo fungdes como
supressao de respostas inflamatorias, remodelamento da matriz extracelular e promocgéo de
angiogénese (Engelen et al., 2022).

Além disso, 0 aumento da concentracdo de IL-4 e IL-13 modula a producédo de NO
através da deplecdo de arginina. 1sso ocorre por meio da inducdo de arginase-1 (ARG-1), uma

enzima que compete com a iNOS pelo uso da arginina (Marti i Lindez; Reith, 2021). Como
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redirecionando o perfil funcional para M2 (Murray, 2017). Essa regulagdo representa um
mecanismo-chave da reprogramacao funcional dos macréfagos em ambientes ndo inflamatorios
ou tolerogénicos, como tecidos tumorais.

Portanto, a ativacao de transcritores como STAT6, STAT3, PPARy, IRF4 e KLF4, os
quais promovem a expressdo de mediadores anti-inflamatorios e imunorreguladores
(Orecchioni et al., 2019) ativa a polarizacdo para macrofagos M2 que expressam niveis
elevados de IL-10, IL-1Ra, CCL17, CCL22 e TGF-B, além de marcadores como CD163 e
CD206. Esses mediadores desempenham funcgdes criticas na resolucéo da inflamacdo, reparo
tecidual, imunossupressdo e modulacéo da resposta adaptativa (Bento et al., 2025).

Em tecidos infectados os macrofagos séo inicialmente polarizados para M1, ou seja,
com cardacter inflamatorio, auxiliando na remocao do patdgeno. Posteriormente os macrofagos
sofrem polarizacdo para o fenétipo M2 para remodelacdo tecidual, favorecendo a regulacéo
imunolégica e a homeostase do organismo (Yunna et al., 2020). Embora a polarizacdo
macrofagica seja frequentemente discutida com base na classificacdo classica M1/M2, é
importante reconhecer que os macrdéfagos apresentam capacidade de remodelar seu fenotipo
em resposta as condi¢Ges do microambiente. Por exemplo, um macro6fago polarizado para M1
pode voltar para o fendtipo M2, e vice-versa, dependendo de fatores como a presenca ou
auséncia de inflamacdo, lesdo tecidual, hipdxia, fatores de crescimento e o perfil de citocinas
secretadas localmente. Dessa forma, a polarizacdo macrofagica constitui um espectro que nao

se limita na classificacédo tradicional (Boutilier; Elsawa, 2021).
2.3  MACROFAGOS ASSOCIADOS A TUMORES

Os macrofagos associados a tumores (TAMs) (Figura 2) constituem uma das
populacdes mais abundantes e funcionalmente relevantes no microambiente tumoral (TME),
podendo representar 50% das células hematopoiéticas infiltradas em tumores sélidos (Robinson
et al., 2021). Esse tipo de macrdfago possui dupla acdo, a depender do contexto molecular,
estagio da doenca e sinais recebidos do TME. Os TAMs do tipo M1 exibem atividade citotdxica
promovendo imunidade antitumoral e destruicdo de células neoplésicas, em contrapartida,
TAMS do tipo M2 favorecem a progressdo tumoral, angiogénese, remodelamento tecidual e
evasdo imunoldgica(Pan et al., 2020). A plasticidade dos TAMSs € um determinante para o curso
da neoplasia e consequentemente uma via promissora para intervencao terapéutica que visem

reeducar ou redirecionar sua polarizacdo (Khan et al., 2023; Lee; Rojas; Gommerman, 2021)
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Os TAMs com carécter M1 retém propriedades de células APC, incluindo alta expressao
de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe 1 (MHCII), atividade
fagocitica e secrecdo de citocinas pré inflamatdrias como TNF-a, IL-1p ¢ IL-12 (Anand; Peh;
Kolesar, 2023). Essa polarizagéo é associada a atividade antitumoral, favorecendo a destruicéo
de células neoplésicas e promove a ativacao de linfocitos T citotoxicos e outras células imunes,

0 que reforgca um ambiente contra o tumor (Mantovani et al., 2021).

Figura 2. Papel dos TAMs no microambiente tumoral.
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Por outro lado, TAMs com carater M2 estdo correlacionados a um perfil
imunossupressor no TME. Esses TAMS apresentam baixa expressdo de MHCII e expressao de
receptores inibitérios como PD-1, PD-L1, VISTA, B7-H4 e Tim3, que contribuem para a
inibicdo da resposta antitumoral (Dixon et al., 2021; Gordon et al., 2017; Lin et al., 2018).

Fonte: A autora. Imagem criada com BioRender.com.

Além disso, os TAMs com fenotipo M2 promovem a tolerancia imunologica, angiogénese,
remodelamento da matriz extracelular e evasao vigilancia imunologica, facilitando a progresséo
tumoral (Dougan; Dranoff; Dougan, 2019). A presenca predominante desse subtipo de

macrofago esta associada a um pior prognostico em diversos tipos de cancer.
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Sinais do TME, incluindo citocinas, fatores de crescimento, metabdlitos tumorais e
moléculas derivadas da matriz extracelular tem papel central na reprogramacéao funcional dos
TAMs, promovendo um fenotipo pré-tumoral (Veglia; Sanseviero; Gabrilovich, 2021).
Macrofagos M2 possuem circuitos transcricionais que reforcam a imunossupressao no TME.
Como € o caso do fator de transcricdo YY1 induzido via IL-4/STAT6 promovem liberacdo de
IL-6 sustentada por TAMs resultando em maior infiltracdo de M2 e supressdo da atividade
citotoxica pelos linfécitos T CD8* (Chen et al., 2023).

A inflamacdo persistente no TME pode contribuir para o crescimento do tumor e 0s
TAMSs séo agentes centrais nesse processo. Indica-se que os TAMs modulam a resposta imune
ao promover um subconjunto de células T auxiliares, como as células T foliculares (TFH)(Jin
et al., 2025). A ativacdo de TLR4 desencadeia um eixo inflamatério para inducdo de células
TFH produtoras de IL-21 que operam por vias dependentes de IL-21 e IFN-y. Essa sinalizagdo
estimula a proliferacdo de plasmdcitos favorecendo a progressdo tumoral quanto a polarizacao
de macrofagos para o fen6tipo M2 com atividade imunossupressora (Chen et al., 2016).

Nos tumores sélidos, tanto os macréfagos residentes quanto os derivados de mondcitos
(MDMs) estdo presentes, embora desempenhem funcdes distintas, que variam conforme o
estagio e a localizacdo da lesdo (Park et al., 2022). Em neoplasias como os canceres de pulméao
e pancreas, 0os macrofagos residentes parecem contribuir para a progressao tumoral nas fases
iniciais. A medida que o processo inflamatorio se desenvolve, essas populacdes sdo

progressivamente substituidas por macréfagos derivados de mondcitos (Baer et al., 2022).
2.4 FOSFATIDILSERINA

A fosfatidilserina (PS) é um fosfolipidio de carga negativa e exerce fungdes estruturais,
na transducdo de sinais, orientacdo da translocacao proteica, ativacdo de enzimas e eliminacao
de organelas celulares (Xiao; Chang, 2023).

O transporte de PS entre os folhetos da membrana plasmaética é regulado por enzimas
especializadas, destacando-se as flippases e scramblases. Essas proteinas, caracterizadas pelo
dominio de reconhecimento de lipidios (ORD), promovem a troca de PS por fosfatidilinositol-
4-fosfato (P14P) (Chung et al., 2015; Moser von Filseck et al., 2015). O PI4P é continuamente
sintetizado na membrana plasmatica e convertido de volta em fosfatidilinositol no RE,
mantendo um ciclo funcional que viabiliza o transporte direcional da PS contra seu gradiente

de concentragéo.
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A flippase pertence a familia das ATPases tipo IV (P4-ATPases), como ATP11A
(adenosina trifosfatase tipo 11A) e ATP11C (adenosina trifosfatase tipo 11C), e realiza a
translocacdo da PS do folheto externo para o folheto citosdlico da membrana plasmatica,
processo dependente da proteina auxiliar transmembrana TMEMB30A (Andersen et al., 2016).
Em contraposicéo, as scramblases, como TMEM16F e XKr8 (XK-related protein 8), atuam de
forma bidirecional e ndo dependente de ATP, promovendo a redistribuicdo da PS entre os
folhetos interno e externo da bicamada lipidica, particularmente em contextos de ativacdo
celular ou apoptose (Segawa; Nagata, 2015).

O transporte intramembranar é modulavel e sensivel ao célcio intracelular (Figura 3).
Durante a despolarizagdo da membrana celular, 0 aumento na concentragdo de Ca?* citosolico
ativa a scramblase TMEM16F, a qual promove a exposicao da PS na face externa da membrana,
inativando simultaneamente a flippase ATP11A/C (Suzuki et al., 2010; Zhang et al., 2020).
Com retorno a polarizacéo, ou seja, restauracdo do potencial de membrana e homeostase de
calcio a TMEML16F ¢ inativada, permitindo a reativacdo de ATP11C e, consequentemente,

restauracdo da assimetria lipidica (Copi¢; Dieudonné; Lenoir, 2023; Shao et al., 2015).

Figura 3. Regulagdo da assimetria de fosfatidilserina na membrana plasmatica
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Fonte: A autora. Imagem criada com BioRender.com.
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Em paralelo, as proteinas da familia Xkr como a Xkr4, Xkr8 e Xkr9, promovem
exposicao sustentada de PS em apoptose (Figura 4). Essas proteinas sdo clivadas por caspases
na extremidade C-terminal sendo entdo ativadas. A Xkr8 interage com a proteina
transmenbrana tipo | basigin, enquanto a Xkr9 ndo possui a mesma interacdo (Straub et al.,
2021; Suzuki et al., 2013). As XKkr possuem uma estrutura com uma via hidrofilica interna e
sitios de clivagem conservados para caspase-3/6/7 conforme revelado por (Straub et al., 2021).
Ja a Xkr4 necessita de fragmentos de proteina nuclear derivados de XRCC4, ativados por
caspase para iniciar sua funcdo sclamblase (Maruoka et al., 2021). As caspases também podem
atuar no bloqueio das flippases como a ATP11C via clivagem proteolitica, o que intensifica a
exposicdo de PS durante a apoptose (Shlomovitz; Speir; Gerlic, 2019)

Figura 4. Regulacdo da exposicdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica durante a apoptose
mediada por caspases
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Fonte: A autora. Imagem criada com BioRender.com.

De ponto de vista funcional enddgeno, como a PS esta localizada dentro das células ela
serve para 0 recrutamento e ativacdo de vias de sinalizagdo, incluindo a familia PKC,
fosfoinositideo-3-quinase (PI3K)/AKT e Ras/RafPor exemplo, os membros da familia da

proteina quinase C (PKC) ligam-se a PS através dos seus dominios C2, enquanto a proteina 6
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especifica para paragem do crescimento (Gas6) liga-se a PS através do dominio do &cido gama-
carboxiglutamico (Ma et al., 2022a).

Entretanto, a exposicdo de PS na face externa da membrana plasmatica tem sido
amplamente associada a ativacéo de vias apoptoticas, tanto intrinsecas quanto extrinsecas (Ma
et al., 2022b). A via intrinseca de apoptose é desencadeada por sinais de estresse mitocondrial,
que culmina na liberagcdo do citocromo ¢ para o citosol. Esse evento promove a formacdo do
apoptossomo, ativando o fator apoptotico associado a protease-1 (Apaf-1) e iniciando a cascata
de caspases, notadamente a caspase-9, seguida pela ativacdo das caspases efetoras 3 e 7,
conduzindo a morte celular programada (Kashyap; Garg; Goel, 2021). Por outro lado, a via
extrinseca é iniciada pela ativacao de receptores de morte celular, como o receptor do fator de
necrose tumoral tipo 1 (TNFR1), o receptor Fas (CD95) e os receptores para o ligante TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Lossi, 2022). A interacdo desses receptores com seus
respectivos ligantes leva a ativacdo da caspase-8, a qual, por sua vez, promove a clivagem e
ativacdo das caspases 3 e 7. Essas caspases efetoras sdo determinantes para a execucdo do
processo apoptatico, incluindo a exposicdo da PS como marcador da morte celular iminente
(Boada-Romero et al., 2020).

Durante o processo apoptético, as caspases inativam as enzimas ATP11C e ATP11A, e
ativam as scramblases da familia Xkr, promovendo a translocacao irreversivel da PS para o
folheto externo da membrana, resultando em sua exposi¢do sustentada na superficie celular
(Lossi, 2022). Essa exposi¢ao ¢ vista como um sinal de “coma me” sendo altamente
reconhecido pelos macréfagos através dos receptores de PS (Morioka; Mauerdder;
Ravichandran, 2019)

O reconhecimento macrofagico ocorre através de proteinas como TIM4, BAIl e
Stabilin-2 que se ligam a PS (Figura 5). A ligacdo pode ser mediada por opsoninas como
MFGES, que conecta diretamente a PS as integrinas avp3 ou avp5, ou pelas proteinas GAS6 e
PROS1 que ligam-se a receptores tirosina-quinase da familia TAM (MER e AXL) pelos
dominios GLA e SHBG (Mehrotra; Ravichandran, 2022). Juntamente a esse sistema, as
proteinas do sistema complemento (Clg, C3b e C4) podem depositar-se sobre a célula
apoptotica permitindo o reconhecimento pelos receptores CR1, CR3 e CR4 macrofagicos
(Lemke, 2019).

Algumas moléculas supressoras podem funcionar como sinal “ndo me coma”, como por
exemplo a expressao excessiva de CD47 em células tumorais e SIRPa em células macréfagos

gue inibem a fagocitose e evasdo tumoral. Entretanto, essa caracteristica pode ser utilizada para
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direcionamento de novas estratégias como bloqueio do eixo CD47-SIRPa, promovendo a
fagocitose e tolerancia de TAMs (Zheng et al., 2023).

Figura 5. Reconhecimento e fagocitose de células apoptéticas por macréfagos mediado pela exposicédo
de fosfatidilserina
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Fonte: A autora. Imagem criada com BioRender.com.

Nesse cenario, o uso de lipossomas contendo PS exdgena tem sido proposto como uma
abordagem mimética da apoptose (Ramos et al., 2007). A exposicao artificial de PS na
superficie desses lipossomas permite facil deteccdo pelos receptores dos fagécitos facilitando a
internalizacdo pelos macrofagos. Esse sistema pode desencadear vias de sinalizacdo anti e pro

inflamatdrias contribuindo para modulacdo imune desejada (Harel-Adar et al., 2011; Ma; Wu;
Nakanishi, 2011).

2.5 T7-CETOCOLESTEROL

O colesterol € um lipidio esteroide amplamente distribuido nos tecidos do organismo,
sendo componente essencial da membrana plasmatica, precursor de acidos biliares e envolvido

na sintese de hormonios esteroides. A maior parte do colesterol corporal é obtida por meio de
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sintese enddgena a partir da acetil-CoA, catalisada pela HMG-CoA redutase. Uma fragdo menor
é proveniente da dieta (Liu et al., 2022).

Quimicamente, o colesterol, tanto enddégeno como exogeno, apresenta suscetibilidade a
oxidacdo. Esse processo se deve a presenca de uma dupla ligacdo entre os carbonos C5 e C6 e
de um grupo hidroxila na posicdo C3 do anel esterdide, que contribui para sua reatividade a
agentes oxidantes (Minch et al., 2021).

A oxidacdo do colesterol é resultado da presenca de espécies reativas de oxigénio
(ROS), com ataque preferencial ao carbono C7, resultando na formacédo de radicais peroxila
(ROO-) (Martemucci et al., 2022). Esses radicais reagem com atomos de hidrogénio, formando
hidroperoxidos de colesterol, especialmente os isdbmeros 7a-hidroperoxi-colesterol (7a-OOHC)
e 7B-hidroperoxi-colesterol (78-O0OHC) (Testa et al., 2018). Entretanto, devido a instabilidade
da ligacdo perdxido, esses intermediadrios sdo convertidos em produtos secundarios mais
estaveis, como o 7-cetocolesterol (7-KC), e pequenas quantidades de 7a-hidroxicolesterol e 7f3-
hidroxicolesterol (Guillemot-Legris; Muccioli, 2022).

O 7-KC é um dos esterois mais prevalentes em les6es ateroscleroticas humanas, sendo
amplamente reconhecido como marcador de estresse oxidativo lipidico e disfuncao endotelial
(Ravi et al., 2021). O 7-KC é conhecido por sua citotoxicidade e por sua capacidade de inibir a
proliferacdo celular. Fisiologicamente, atua como um regulador endégeno da enzima 3-hidroxi-
3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), além de exercer outras funcGes
metabolicas (Ghzaiel et al., 2021).

Os efeitos in vitro do 7-KC incluem inibicdo da liberacdo de colesterol celular, reducao
da permeabilidade a glicose, interrup¢ao do fluxo intracelular de calcio (Ca*"), alteracdes na
integridade da barreira endotelial,inibicdo da expressdo do receptor de LDL (LDLr), redugéo
na producdo de NO, inducao de morte celular por citotoxicidade, apoptose, necrose e autofagia
(Deng et al., 2023).

O 7-KC induz o aumento da expressao das moléculas de adesdo E-selectina, ICAM-1 e
VCAM-1, via ativacdo de p38 MAPK e ATF-2, promovendo a ligacéo de leucdcitos em células
endoteliais THP-1 sobre HUVECsS, intensificando a resposta inflamatéria (Tani et al., 2018).
Além disso, a exposicao ao 7-KC induz a polarizagdo macrofagica para M1, caracterizado pelo
aumento de iINOS, uma enzima chave na resposta imune mediada por macrofagos ativados. Essa

reprogramacao inflamatoria favorece um microambiente mais citotoxico (Calle et al., 2019).
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2.6 IMUNOTERAPIA ANTITUMORAL E REPROGRAMACAO MACROFAGICA

As ceélulas imunolégicas inatas reconhecem padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) e dano (DAMPS) por meio de receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), como TLRs e NLRs (Li; Wu, 2021). Esses mecanismos ndo dependem somente de
antigenos especificos e podem ser ativados inclusive em contextos de inflamagao estéril, como
ocorre em tumores sélidos (Lin; Shen; Liang, 2023).

Quando ativados, por DAMPs ou PAMPs, os PRRs induzem a secrecéo de citocinas
pré-inflamatorias, como IL-6, IL-/5 e TNF-a. Essas citocinas contribuem para a ativacdo de
células apresentadoras de antigenos e favorecem a geracéo de epitopos antigénicos, 0s quais,
por sua vez, estimulam a resposta imune adaptativa, promovendo uma resposta especifica ao
antigeno apds o reconhecimento (Ochando et al., 2023). Entretanto, a imunidade inata
frequentemente é suprimida no TME, o qual é enriquecido com fatores imunossupressores
como IL-10, TGF-g e lactato (Vitale et al., 2019).

O uso do sistema imunoldgico contra o crescimento tumoral, por meio da imunoterapia
antitumoral, representa uma nova alternativa para o tratamento, entretanto existem fatores que
implicam diretamente na sua aplicacdo como por exemplo baixa taxa de resposta e eventos
adversos incluindo neurotoxicidade, liberacdo excessiva de citocinas e disfuncéo organica (Guo
etal., 2024).

Entre os componentes do TME, os TAMs representam aproximadamente 50% do
infiltrado imune, e desempenham papel diretamente na progressdo ou regressao tumoral
(Cassetta; Pollard, 2018; Chen et al., 2023) Apesar de serem células imunocompetentes, 0s
TAMs sdo influenciados por sinais do TME que os reprogramam para um fenétipo M2-like, ou
seja, com carater pro-tumoral e imunossupressor, com capacidade de atrair células Tregs,
contribuindo para evasdo imunoldgica (Feng et al., 2019). Além disso, os tumores
frequentemente expressam CD47 na superficie celular que atua como sinal de “ndo me coma”
ao interagir com receptor SIRPa macrofagico inibindo a sinalizagdo fagocitica (Jiang et al.,
2024).

Dentro desse contexto, a plasticidade macroféagica representa um desafio, visto que, a
polarizacdo é facilitada sob influéncia de citocinas anti e inflamatérias presentes no TME.
Algumas estratégias surgem para modular esse efeito, como o caso do desenvolvimento do
sistema lipossomal ARMFUL (Anti-phagocytosis-blocking  Repolarization-resistant
Membrane-Fusogenic Liposome) que visa a polarizagdo voltada para fenotipo M1, mesmo

diante a estimulos que influenciam o fen6tipo M2. Os autores demonstram a incorporagao de
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inibidores da via JAKL/STAT6 no ndcleo lipossomal para bloquear a atividade pré-M2,
favorecendo uma resisténcia a polarizacao anti-inflamatéria (Zheng et al., 2023) .

Outras abordagem envolvem o uso de nanovesiculas hibridas que combinam EVs de
macrofagos M1 com lipossomas, os quais vém surgindo como plataforma versatil para ‘triple
immunotherapy’ (fotodinamica, ferroptose e ativacdo CGAS-STING), obtendo remisséo
tumoral robusta em modelos 4T1 (Guo et al., 2024). Esse sistema confirma potencial para
reprogramacao de TAMs e reforca a relevancia de moduladores lipidicos devido sua capacidade
de adaptacéo corporal e facilidade de modificacéo.

IntervencGes direcionadas ao nivel epigenético também tém mostrado eficécia. Por
exemplo, o silenciamento de YY1 em TAMs M2, por meio de lipossomas carregados com
siRNA anti-Y'Y1, foi capaz de reduzir a metastase e bloquear o eixo PD-1/PD-L1, restaurando
a resposta imune citotoxica (Chen et al., 2023). Paralelamente estudos demonstram que o
tratamento com nanoparticulas funcionalizadas com anticorpos anti-CD47 promove a fagocitoe
tumoral, além de melhorar a eficicia de inibidores de checkpoint imunoldgicos (Luo et al.,
2023)

Nesse cenario, o uso de lipossomas compostos por fosfatidilserina e 7-cetocolesterol
(PS/7-KC) desponta como uma alternativa promissora. A PS mimetiza o sinal de apoptose,
sendo prontamente reconhecida por receptores fagociticos em macréfagos, enquanto o 7-KC
atua como modulador da polarizagdo para o fen6tipo M1, promovendo liberagdo de ROS,
ativacdo de caspases e sinalizacdo inflamatdria. Essa combinacdo oferece um modelo
simplificado e escalonavel para a reprogramacdo imunometabélica de TAMs, com grande

potencial translacional.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e caracterizar uma formulacdo lipossomal contendo fosfatidilserina e 7-
cetocolesterol, avaliando seu potencial imunomodulador na polarizagdo macrofagica associada

ao microambiente tumoral, com vistas a aplicacdo em estratégias de imunoterapia antitumoral.
3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver uma formulacdo lipossomal contendo fosfatidilserina e 7-cetocolesterol;

e Caracterizar fisico-quimicamente o sistema lipossomal obtido, avaliando tamanho
médio de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta, visando assegurar
estabilidade coloidal e adequacéo para aplicacdes bioldgicas.

e Avaliar a citotoxicidade da formulacdo em diferentes concentragfes por meio do ensaio
de viabilidade celular (MTT), determinando seu perfil de citotoxicidade e a existéncia
de uma janela terapéutica adequada para estudos in vitro.

¢ Investigar o efeito da formulacdo na modulacéo da polarizagdo macroféagica, por meio
da anélise da expressdo génica de marcadores associados aos fenotipos M1 e M2 em
diferentes concentragdes.

e Correlacionar os efeitos dose-dependentes da formulacdo com alteracdes no perfil
inflamatorio e imunoldgico dos macréfagos, identificando condicbes favoraveis a

inducéo de um fenotipo pré-inflamatorio e antitumoral.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CULTIVO CELULAR

A linhagem de macrofagos murinos J774 foi cultivada em meio cultura RPMI 1640,
suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e complementado com antibidticos a 1%

(v/v) de penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 ug/mL. Foram acondicionadas em garrafas
estéreis de cultivo celular de 125 cm2 e foram mantidas em estufa a 37°C com uma atmosfera

de dioxido de carbono (CO>) a 5%.
4.2 LIPOSSOMA DE FOSFATIDILSERINA E 7-CETOCOLESTEROL

O lipossoma foi preparado a partir da pesagem de 90mg de fosfatidilserina e 5mg de 7-
cetocolesterol. Os lipideos foram fluidificados em solucéo de concentracao 9:1 de cloroférmio
e metanol, estes foram postos para evaporacdo em dessecador até formacdo de pelicula. A
ressuspensdo da amostra foi realizada em PBS até atingir a concentracdo de 6mg/mL. A amostra
foi homogeneizada através de sonicador com configuracédo de tempo em 300 segundos, poténcia

de 80% microponta e pulsador de 2.
4.3 ANALISE DE PARTICULA E POTENCIAL ZETA

O diametro médio, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta foram medidos por
DLS e eletroforese de mobilidade (Zetasizer Nano ZS, Malvern) por Micro-eletroforese de
Laser Doppler. As amostras foram diluidas (1:100) em &gua ultrapura a 25 °C. Os resultados
foram apresentados como a média + DP de trés medicdes independentes. Para analise de PDI
considerou-se o valor abaixo de 0,5 como padrdo de homogeneidade.

4.4 ESPECTROSCOPIANO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

Os lipossomas foram liofilizados utilizando como agente protetor 1g de lactose para
cada 10mL de composto. O lipossoma em pé foi analisado em por FTIR (Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier) modelo IRPrestige-21 com acessorio de
refletdncia difusa (SHIMADZU, Quito, Japdo). As analises foram realizadas com 4 mg de
lipossoma liofilizado, fosfatidilserina, 7-cetocolesterol e 196 mg de KBr em intervalo de 400 a

4000 cm™ 32 scan.min™ e resolucdo de 4 cm-1.
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45 TESTEDECITOTOXICIDADE PORMTT

O teste de citotoxicidade dos lipossomas frente a linhagem de macré6fagos foi realizado
através do método de MTT. Para tanto os macrofagos foram cultivados em placas de 96 pocos,
os ensaios foram realizados em quadruplicata. Apos 24 horas de incubacéo, condicéo de cultivo,
para adesdo celular foi colocado o tratamento juntamente com o grupo controle. As
concentracdes foram divididas respeitando a diluicdo seriada partindo de uma concentragao
inicial de 6mg/mL.

A leitura foi realizada no periodo de 24h. Adicionou-se MTT 0,5 mg mL™!; incubou-se
3 h. O meio foi removido, e o cristal de formazan foi dissolvido em DMSO e a absorbancia lida
(espectrofotdbmetro SynergyTM) a 590 nm. A viabilidade (%) foi calculada em relagdo ao
controle veiculo. O mesmo processo foi repetido nos periodos de 48 e 72 horas apds a

inoculacdo do tratamento.

46 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL QUANTITATIVA
(RT-gPCR)

Para compreender o efeito dos lipossomas contendo fosfatidilserina e 7-cetocolesterol
(PS/7-KC) sobre o perfil funcional de macrofagos, foi realizada uma analise integrada da
expressdo de cinco genes-alvo: iNOS, MCR, IL-10, IL-12 e RPL32 (controle endégeno) (Tabela
1).

A sintese do DNA complementar (cDNA) da linhagem celular macrofagica J774 foi
realizada a partir da conversdo enzimatica de mRNA, segundo as as instrucfes do fabricante
(kit GoTag® Probe 2-Step RT-gPCR System - PROMEGA).

O teste de eficiéncia dos primers (tabela 1) foi realizado por meio de analise de curva
padrdo ap0s diluicdo seriada de uma amostra obtida de cDNA (20 ng iniciais) (1 %, 0,1 x, 0,01
%, 0,001 x e 0,0001 x), considerando valores de eficiéncia aceitaveis entre 90 e 110% (slop
3,105 — 3, 276). A reacdo de eficiéncia dos primers consistiu em 2 xGo Tag gPCR Master mix
(Promega), 0,3 uM de primer forward e reverse, cDNA (20 ng) e agua q.s.p. para completar um
volume final de 20 ul. As condigdes de RT-gPCR foram uma etapa de desnaturacdo a 95°C por
2 min, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo de 15 s a 95°C, anelamento a 60°C por 30 s e uma

extensdo final a 72 °C por 30 s, terminando com uma anélise da curva de dissociacao.
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Tabela 1. Sequéncias dos primers, eficiéncia de amplificacdo e slope utilizados na RT-qgPCR para 0s
genes 1L10, IL12, iNOS, Mrcl e Rpl32

Gene Sequéncia (5°- 3°) Eff% Slope
FW- CGGGAAGAACAATAACTGCACCC; RV-

IL10 CGGTTAGCAGTATGTTGTCCAGC 108,769 %  -3,128
e P-[SMEISSOTIGONMCEE R s s
W CACCOMCITIOMSACR g san
| WTICCETNGOTIIE R g0 s
Rpl32 FW- GCCTCTGGTGAACCCAAG; RV- 107,905 | -2.145

TTGTTGCTCCCATAACCGATGT

A Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Quantitativa foi realizada em
equipamento QuantStudio 5 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems/Thermo Fisher
Scientific, Singapore). Apo6s a confirmacdo da eficiéncia, a RT-qPCR foi conduzida em
duplicata para cada amostra, utilizando 2 x Go Tag qPCR Master Mix (Promega), primer
forward e reverse 0,5 uM, 20 ng de cDNA e agua q.s.p. para completar um volume final de 20
uL. A ciclagem na RT-gPCR foi a mesma utilizada para o teste de eficiéncia do primer.

A quantificagdo relativa da expressdo génica foi realizada, utilizando o método AACt
(Delta-Delta Ct). Inicialmente, foi calculado o ACt de cada amostra, obtido pela subtracao entre
o valor de Ct (threshold cycle) do gene de interesse e 0 Ct do gene enddgeno de referéncia,
RPL32. Posteriormente, o AACt foi determinado pela equagao:

AACt = ACt (amostra) — média do ACt do grupo controle
A partir desse valor, foi calculado o fold change (FC) relativo da expressdo génica
utilizando a férmula:
FC = 27AACt
A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Como os dados
apresentaram distribuicdo ndo parametrica, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis, adotando-se
nivel de significancia de p < 0,05. Para identificacdo dos grupos com diferencas significativas
entre si, utilizou-se o teste de Dunn como poés-teste. A elaboragcdo dos gréaficos e analise

estatistica foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DO LIPOSSOMA DE FOSFATIDILSERINA E 7-
CETOCOLESTEROL

A formacéo dos lipossomas ocorreu de forma espontanea devido a natureza anfifilica
dos fosfolipidios. Em meio aquoso, essas moléculas organizam-se em bicamadas, guiadas
principalmente pelas forgas de van der Waals entre as cadeias carbdnicas, pelas interagoes
dipolo-ion envolvendo as cabecas polares e pela acdo do efeito hidrofobico, que promove o
afastamento das caudas apolares da agua (Bozzuto; Molinari, 2015; Nicolson, 2014). Esse
comportamento fisico-quimico favorece a formacdo de estruturas esféricas com cavidade
interna aquosa, capazes de encapsular simultaneamente compostos hidrofilicos e lipofilicos,
como o 7-KC. Essa propriedade foi essencial para o desenvolvimento da formulacédo lipossomal
PS/7-KC proposta neste estudo, com a encapsulacdo do biocomposto na parte lipofilica.

A estrutura geométrica dos fosfolipidios é representada pelo “cone truncado” onde a
cabeca polar hidrofilica possui um diametro superior em relacdo as caudas hidrofobicas. Esse
arranjo € o que favorece a auto-organizacdo das moléculas em meio aquoso onde as cabecas
sdo voltadas ao lado exterior e as causas para o lado interior, afastadas da dgua. Essa disposicédo
reduz o custo energético e garante uma maior estabilidade para a molécula (Kobierski et al.,
2022).

O formato em cone com duas cadeias aciclicas, grupo acila (R-CO-) ligados ao grupo
funcional, € determinante para sua curvatura e fechamento da bicamada permitindo a formacéo
do compartimento aquoso interno, adequado para o encapsulamento de moléculas hidrofilicas,
possibilitando a inser¢do de compostos lipofilicos no interior da bicamada (Asfia; Seemann;
Fleury, 2023)

Diante de estratégias lipossomais, ha o uso de lipossomas fusogénicos de membrana
hibrida, os quais mimetizam a superficie de macr6fagos M1 sendo capazes de fundir
diretamente a membrana células de TAMSs residentes. Esse processo permite a entrega sinérgica
de elementos funcionais de membrana e cargas moleculares ativas, como inibidores da
repolarizagdo e anticorpos blogueadores, em um Unico evento de fusdo (Zheng et al., 2023). O
lipossoma PS/7-KC pode encaixar-se nesse sistema, visto que, a fosfatidilserina, estimula a
fagocitose, engolfamento e liberacdo do farmaco, induzindo a polarizagdo macrofagica. Além
do mais, ambas as abordagens compartilham a terapéutica de mimetizar o ambiente tumoral e

induzir o fendtipo M1, tornando mais atrativo o desenvolvimento de uma formulacdo mais
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eficaz, com liberagdo controlada e que consiga uma toxicidade maior com o uso do 7-KC por
exemplo.

5.2 ANALISE DE PARTICULA EPOTENCIAL ZETA

Os resultados obtidos a partir da analise das particulas, envolvendo o potencial zeta,

andlise do didmetro médio e indice de polidispersdo (PDI) estdo presentes na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizagdo fisico-quimica das formulagGes lipossomais contendo fosfatidilserina e
fosfatidilserina/7-cetocolesterol quanto ao potencial zeta, diametro médio e indice de polidisperséo
(PDI) nos dias 30 (30D) e 90 (90D) para as formulagOes de Fosfatidilserina (PS) e Fosfatidilserina e 7-
Cetocolesterol (7-KC).

FormulagGes Pote?r%is/l)Zeta Didmetro Médio (nm) PDI
PS D30 —29,90 £ 7,57 172,93 +£ 16,9 0,345+ 0,11
PS D90 —47,4 +2,03 233,23 +7,35 0,215 + 0,007
PS/7-KC D30 -37,10 £ 2,59 221,77 + 20,88 0,362 + 0,036
PS/7-KC D90 -37,13 £ 4,30 271,2 + 8,54 0,414 + 0,018

A andlise do potencial zeta (mV) revelou diferenca significativa na estabilidade entre
ambos os sistemas lipossomais ao longo do tempo. O potencial zeta é uma medida fundamental
para a caracterizacdo de nanoparticulas estando diretamente relacionado com a repulsdo
eletrostatica entre as particulas, ou seja, importante na estabilidade da formulagdo. De forma
geral, nanoparticulas com potencial zeta maiores apresentam maior repulsdo eletrostatica
ajudando na estabilidade e permitindo que as particulas ndo se agreguem (Oztiirk; Kaplan;
Calis, 2024).

Ambas formulac¢des aos 30 dias apresentaram valores negativos de —29,90 mV e -37,10
mV para PS e PS/7-KC, respectivamente. Esses valores indicam carga superficial negativa
compativel com os grupos fosfato da fosfatidilserina. Ap6s 90 dias o sistema contendo a PS
isolada teve uma queda significativa no potencial zeta, atingindo —47,40 mV (p = 0,0035,
diferenga média de 17,50 mV).


https://www.zotero.org/google-docs/?2yj3hg
https://www.zotero.org/google-docs/?2yj3hg
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Ao analisar o sistema PS/7-KC, observa-se que a estabilidade foi maior ao longo do
tempo, mantendo-se praticamente os mesmos valores de potencial zeta aos 30 e 90 dias (-37,10
mV e —-37,13 mV, respectivamente; p > 0,9999). Essa estabilidade é atribuida a presenca de 7-
KC, visto que, esse oxisterol possui estrutura rigida e apolar onde ao ser inserido entre as
cadeias do fosfolipideo promove interacfes hidrofobicas ao reduzir a afinidade de ligacdo de
superifie e aumento do empacotamento lipidico, o que reduz a exposi¢do de grupos iénicos a
agua e preserva a carga superficial da particula (Briuglia et al., 2015)

O oxisterol incorporado na bicamada por aumentar a rigidez limitando a mudanca de
conformagdo do fosfolipidio ao longo do tempo, esse efeito estabilizador foi observado com
colesterol em outras formulacgdes (Doole et al., 2022; Liu et al., 2000; Nsairat et al., 2024)

Em relacédo a analise do espalhamento dindmico de luz (DLS) demonstrou um aumento
significativo no didmetro médio, em nanémetros, em ambas as formulacdes lipossomais apds
0s 90 dias. A formulacdo com apenas PS apresentou um aumento de 172,9 nm para 233,2 nm
(p =0,0019), enquanto a formulagéo de PS/7-KC teve um aumento de 221,8 nm para 271,2 nm
(p = 0,0064). A andlise permitiu observar que ambas as formulacdes sofreram variacdes ao
longo do tempo, esse fenbmeno pode estar diretamente relacionado com a fusdo vesicular,
reorganizacdo da bicamada lipidica ou coalescéncia de particulas, muito comum em lipossomas
“envelhecidos”(Chun et al., 2013; Reza Mozafari et al., 2008).

De modo adicional foi observado que independente do tempo a formulacéo de PS/7-KC
apresentou tamanho maior que PS isolada, sugere-se que a incorporacao do 7-KC na formulacgéo
implicou na estrutura da bicamada fosfolipidica com maior espessamento da bicamada e
aumento do didmetro (Jovanovi¢ et al., 2018). Entretanto, ainda sim o0s tamanhos
permaneceram abaixo de 300 nm, o que é adequado para aplicacbes em nanossistemas de
liberacdo, visto que, o tamanho médio da particula influencia diretamente na permeabilidade e
efeito EPR (Efeito de Permeabilidade e Retencdo Aprimoradas) aumentando diretamente a
biodisponibilidade do principio ativo, onde é considerado a faixa ideal de 100 a 200 nm para o
melhor efeito EPR em tumores sélidos (Wu, 2021).

A estabilidade coloidal das formulagdes lipossomais foi avaliada por meio da analise de
indice de polidisperséo (PDI) nos dias 30 e 90 apds a producdo da nanoparticula. Foi observado
que a formulacdo contendo somente PS apresentou reducéo significativa do PDI ao longo do
tempo, passando de 0,3453 para 0,2154, indicando homogeneidade e estabilizacdo do sistema
(p=0,0469). Esse resultado sugere que a reorganizacdo da bicamada pode favorecer uma

encapsulacdo eficaz ao longo do tempo. Entretanto, a formulagédo de PS/7-KC apresentou um
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leve aumento de PDI de 0,3620 para 0,4140, indicando que o uso de 7-KC no sistema
nanoencapsulado ndo compromete sua estabilidade ao longo do tempo.

Por outro lado, ambos os valores se mantiveram abaixo do limite de 0,5, o que é
considerado adequado para os sistemas lipossomais indicando uma maior viabilidade na
formulacdo. Entretanto, a heterogeneidade observada na formulagdo PS/7-KC pode estar
relacionada com a interferéncia direta do 7-KC na compactacdo da bicamada, o que j& esta

previamente descrito em formulacdes com esterois.
5.3 ESPECTROSCOPIANO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada
para confirmacdo da presenca da PS e 7-KC no lipossoma, caracterizando também uma

interacdo intermolecular entre os compostos (Grafico 1).

Gréfico 1. Caracterizacdo molecular de PS, 7-KC e PS/7-KC por FTIR.
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No espectro da PS foi observado uma banda na regido de aproximadamente 3400 cm™!
caracteristico das ligacbes O-H e N-H, além disso, € possivel observar bandas em
aproximadamente 2850-2950 cm™ que sdo referentes as vibragdes C-H alifaticas. A banda em
~1730 cm™ ¢ atribuida ao grupo C=0, ja as bandas ~1250 e ~1080 cm ! sdo correspondentes

as vibragdes dos grupos fosfatos (PO2") (Dou et al., 2022).


https://www.zotero.org/google-docs/?33O8b4
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No espectro do 7-KC foi observado uma banda em ~1730 cm™ referente a carbonila
cetogénica com sinais associados ao esqueleto esteroidal na faixa de ~2850 a 2950 cm™
(Okayama et al., 2024).

Como é possivel observar no grafico 1 as bandas de carbonila entre PS e 7-KC se
sobrepdem e foi registrado no espectro lipossomal, o que reforca a incorporacdo dos
componentes. O espectro do lipossoma PS/7-KC h& bandas caracteristicas de ambos 0s
componentes sugerindo a incorporacdo de 7-KC na bicamada. A reducdo da intensidade da
banda em ~3400 cm™ indica uma possivel interagdo entre 0S grupos hidroxila e amina da PS
com o grupo carbonila do 7-KC (Arsov; Quaroni, 2007).

Além disso, a modificacdo da intensidade e do perfil das bandas fosfato sugere uma
reorganizacdo da bicamada fosfolipidica, o que é compativel com a formacdo de estruturas
supramoleculares auto-organizadas (Dou et al., 2022).

Estudos com sistemas lipossomais com incorporacao de esterdis demonstram interacao
ndo covalente entre os fosfolipideos e esses compostos por meio das ligacGes de hidrogénio e
interacdes hidrofobicas, contribuindo para a estabilidade estrutural do lipossoma (Ayee;
Levitan, 2021; Zhang et al., 2022).

Esses padrdes séo consistentes com os padrdes observados no nosso espectro, onde néo
foram detectados bandas novas ou deslocamento sugerindo formacdo de novas ligacoes
covalentes o que condiz com a formacéo lipossomal (Birkenfeld et al., 2024).

Os dados oriundos do FTIR confirmaram a formacao lipossomal do PS/7-KC, com
preservacdo das bandas caracteristicas de cada componente e indicacdes evidentes de interacdes
intermoleculares que favorecem a estabilidade estrutural e funcional da bicamada lipossomal.
Esses resultados favorecem a aplicacdo do sistema como veiculo de liberacdo como também

modelo de interacdo bioativa entre sistemas biomiméticos.
5.4 TESTE DE CITOXICIDADE PELO METODO DO MTT

O ensaio de MTT realizado com a formulagéo contendo apenas fosfatidilserina (PS) evidenciou
um perfil bifasico, dependente tanto da concentragdo quanto do tempo de exposicao (Grafico 2). Em
baixas concentracfes (4,6875 a 37,5 pug/mL), a viabilidade celular foi semelhante ou discretamente
superior ao grupo controle até 48h, sem diferencas estatisticas relevantes. No entanto, em 72h, observou-
se um aumento significativo da viabilidade em 9,375 pg/mL, 18,75 pg/mL, e 37,5 pg/mL e 75 pg/mL
(p < 0,01), indicando que, nessas doses, 0 PS pode atuar como fator de suporte celular, favorecendo a

sobrevivéncia e a proliferagdo dos macrofagos J774.
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Na concentragdo de 75 pg/mL, o efeito foi ainda mais pronunciado, com aumento
significativo da viabilidade jA em 48h e intensificado em 72h (p < 0,0001 para 24h vs. 48h e

24h vs. 72h), sendo o ponto de maior resposta proliferativa observado no ensaio.

Gréfico 2. Viabilidade celular ap6s 24, 48 e 72 horas de tratamento com a formulagéo lipossomal

de fosfatidilserina (PS) em diferentes concentracdes, avaliada por ensaio de MTT em comparagdo ao
controle (0 ug/mL).
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Em contrapartida, nas concentra¢es mais elevadas (150 e 300 pg/mL), a viabilidade
celular foi consideravelmente reduzida, sem diferencas significativas entre os tempos,
caracterizando um efeito toxico do PS em altas concentragdes. Esses resultados indicam que a
acdo da fosfatidilserina é dose e tempo-dependente, promovendo proliferacdo em baixas a
moderadas concentracdes e toxicidade em concentracdes elevadas.

A avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT demonstrou um perfil dose e
tempo-dependente na resposta dos macréfagos J774 tratados com a formulagdo lipossomal
contendo PS/7-KC (Grafico 3). Observa-se que em concentragdes mais baixas, como 4,6875
pg/mL, a variacdo de absorbancia entre os tempos de incubacgéo foi minima, indicando que a
formulacdo, nessas condigdes, ndo apresentou efeito citotoxico relevante. Essa auséncia de
diferenca significativa foi confirmada estatisticamente, com valores de p ndo significativos
entre os tempos de 24 h, 48 he 72 h (p > 0,05).
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Grafico 3. Viabilidade celular apds 24, 48 e 72 horas de tratamento com a formulagéo lipossomal
de fosfatidilserina/7-cetocolesterol (PS/7-KC) em diferentes concentragdes, avaliada por ensaio de MTT
em comparacéo ao controle (0 ug/mL).
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A partir de 9,375 pg/mL, inicia-se um padrdo de alteracdo significativo na viabilidade
celular. Em 72 h, a absorbancia foi significativamente maior em relacdo a 24 h e 48 h (p <
0,0001), sugerindo um possivel estimulo proliferativo inicial ou aumento da atividade
metabolica. Esse efeito foi ainda mais evidente nas concentracBes intermediarias,
especialmente 18,75 e 37,5 pug/mL, onde a diferenca entre os tempos foi acentuada (p < 0,0001),
demonstrando que a formulagdo pode, em concentragdes moderadas, induzir ativacao celular
antes do inicio de um processo de morte celular.

Nas concentracdes de 75 pg/mL, houve uma mudanca marcante no perfil de resposta.
Em 72 h, a absorbancia apresentou um aumento abrupto e altamente significativo (p < 0,0001),
indicando um efeito robusto, possivelmente relacionado a ativacdo intensa ou proliferacdo
celular exacerbada. Esse padréo sugere que, nessas concentragdes, a formulacdo PS/7-KC pode
desencadear mecanismos de ativagdo imune intensa, condizentes com o papel imunomodulador
esperado do 7-KC associado a fosfatidilserina.

Por outro lado, nas concentra¢fes muito altas, 150 pg/mL e 300 pg/mL, houve uma
reducdo na viabilidade, embora houvesse uma diferenca significativa entre os tempos de 24 h e

72 h (p = 0,014), os valores absolutos de absorbancia permaneceram baixos em relagcdo as



39

concentragOes intermediérias, sugerindo um efeito citotoxico progressivo, com queda na
viabilidade celular ao longo do tempo. Esse comportamento indica que, acima de determinado
limiar de concentracéo, o efeito do 7-KC deixa de ser apenas imunomodulador e passa a induzir
morte celular, possivelmente via estresse oxidativo e apoptose, conforme descrito na literatura
para essa molécula.

A comparacdo entre os lipossomas contendo PS e aqueles com adicdo de 7-KC apos 24
horas evidenciou respostas diferentes e concentracdo dependente (Grafico 4). Em
concentracdes mais baixas como 4,6875 pg/mL e 9,375 pug/mL néo foi observado diferenca
significativa na viabilidade celular (p > 0,9999), indicando baixa citotocixidade inicial,
indicando que em concentracdes baixas, ambas as formulacdes apresentam um perfil adequado

para a linhagem celular macrofégica.

Gréfico 4. Viabilidade celular em 24 horas com tratamento de PS e PS/7-KC em diferentes

concentragdes, avaliada por ensaio de MTT em comparagdo ao controle (0 ug/mL).
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Na concentragéo de 18,75 pg/Ml, a formulacdo de PS apresentou absorbancia superior a
observada no grupo PS/7-KC (p = 0,0349) sugerindo que, em niveis intermediarios, a PS isolada
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pode favorecer a atividade metabolica e proliferacdo celular enquanto a presenga do 7-KC
demonstra modular essa resposta. Acredita-se que esse fendbmeno ocorra a partir do
redirecionamento do comportamento celular pelo 7-KC, sem a promocdo do aumento na
viabilidade. E possivel observar uma tendéncia semelhante na concentracdo de 37,5 pg/mL,
onde o grupo PS apresentou valores elevados em comparagdo com o grupo PS/7-KC, entretanto
ndo apresentou significancia estatistica (p = 0,1114). Esse padrdo presente em ambas as
concentracgdes indica que o 7-KC pode influenciar o comportamento celular, induzindo estresse
oxidativo e sinalizacao associado a polarizacdo da linhagem macrofagica.

Quando ¢é observado a concentracdo de 75 pg/mL é visto uma inversdo, onde a
formulacdo de PS/7-KC apresenta valores de absorbancia superiores a PS (p < 0,0001). Esse
aumento se deve a ativacdo celular induzida pelo 7-KC, corroborando com a hipo6tese que esse
oxisterol atua como um sinalizador pré-inflamatorio. Alternativamente, o aumento de
absorbancia pode indicar elevacao transitdria da atividade mitocondrial, também detectada pelo
ensaio de MTT, que precede eventos de morte celular em periodos mais longos ou
concentracdes mais altas. Em concentracdes mais elevadas como 150 pg/mL e 300 pg/mL ndo
teve diferenca significativa (p > 0,9999), ambos apresentaram valores reduzidos, propondo que
em concentragcfes mais altas hd& um aumento na citotoxicidade levando a diminuicdo da

viabilidade celular.

Em 48 horas, confirma-se que a concentragdo foi o fator de predominancia na variagéo
da resposta celular, explicando 78,23% da variacdo total (p < 0,0001), indicando um
comportamento dose dependente. O tipo da formulacdo também apresentou efeito significativo
(p =0,0014). A média geral de absorbancia foi maior no grupo tratado com PS/7-KC (0,9016)
em comparagdo ao grupo PS (0,7511), com diferenga estatisticamente significativa de -0,1504
(1C95%: -0,2397 a -0,06118). Esses resultados sugerem que o 7-KC pode modular a resposta

celular resultando em maior manutencéo da viabilidade em determinadas condices.

Em concentragdes baixas, variando de 4,6875 a 9,375 pg/mL, ambas as formulagdes
apresentaram perfis semelhantes, sem indicios de citotoxicidade. Em concentracGes
intermedidrias, entre 18,75 e 75 pg/mL, observou-se uma tendéncia de maior viabilidade nos
grupos tratados com PS/7-KC, especialmente nas concentracgdes de 18,75 e 37,5 pg/mL, ainda
que sem significancia estatistica. Esse padréo pode refletir um efeito imunomodulador inicial
promovido pelo 7-KC em associagdo a PS, favorecendo a manutencédo da atividade metabdlica

celular. Em concentragdes elevadas, como 150 e 300 pg/mL, ocorreu queda acentuada na
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viabilidade celular em ambos os grupos. De forma geral, em 48 horas, a formulacdo PS/7-KC
demonstrou potencial para preservar a viabilidade celular em concentra¢@es intermedidrias,
reforcando a hipotese de que o 7-KC atua como modulador da resposta celular. Entretanto, em

concentracdes elevadas, predomina um efeito citotoxico (Grafico 5).

Grafico 5. Viabilidade celular em 48 horas com tratamento de PS e PS/7-KC em diferentes
concentracgdes, avaliada por ensaio de MTT em comparagao ao controle (0 ug/mL).
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Ap6s 72 horas o padrdo dose-dependente foi novamente confirmado, com a concentragéo
explicando 74,98% da variacao total (p < 0,0001) além de manter o efeito significativo do tipo
de formulagéo (p = 0,0416) (Grafico 6). A média geral de absorbancia foi superior no grupo
PS/7-KC (1,040) em relagdo ao PS isolado (0,8918), com diferenca estatisticamente
significativa de -0,1477 (1C95%: -0,2896 a -0,005879).
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Grafico 6 -Viabilidade celular em 72 horas com tratamento de PS e PS/7-KC em diferentes
concentracgdes, avaliada por ensaio de MTT em comparagao ao controle (0 ug/mL).
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Esses achados reforcam o papel do 7-KC como modulador da viabilidade celular,
possivelmente por meio de sinalizagdo inflamatdria controlada ou altera¢cbes no metabolismo
intracelular. Diferentemente das andlises anteriores, foi detectada interacéo significativa entre
concentracdo e tipo de formulacéo (p = 0,0396), sugerindo que a resposta celular as diferentes
concentracdes varia conforme a presenca do 7-KC. A andlise post-hoc pelo teste de Sidak
identificou diferenca significativa em 37,5 pg/mL (p = 0,0049), com valores mais elevados no
grupo PS/7-KC. Esse resultado indica que, nessa faixa intermediaria, o 7-KC promove maior
manutencdo da viabilidade, possivelmente por mecanismos regulatorios mediados por estresse
oxidativo moderado ou sinalizacdo pro-inflamatéria.

Os resultados obtidos nas concentra¢des mais baixas de PS isolada sugerem um possivel
efeito protetor sobre a linhagem macrofagica, provavelmente relacionado a estabilizacdo da
membrana plasmaética e & ativagdo de vias pro-sobrevivéncia, como a PI3K/Akt (Segawa;
Nagata, 2015). Além disso, a fosfatidilserina também pode atuar como molécula sinalizadora,
interagindo com receptores fagociticos, como MerTK e TIM-4, favorecendo um microambiente
anti-inflamatorio e contribuindo para a manutencéo da viabilidade celular.

Em contrapartida, dados na literatura sugerem que a exposi¢éo a concentragdes elevadas

de 7-KC tende a induzir estresse oxidativo, ativacdo de vias inflamatdrias como NF-«xB e
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aumento na producdo de citocinas pré-inflamatérias. (Uchikawa et al., 2022). No presente
estudom testes futuros podem ser aplicados para corroborar com esssa informacéo, ademais que
esses processos podem reduzir a viabilidade celular, como foi observado em concentracdes
mais elevadas deste estudo, mostrando que o 7-KC apresenta uma janela terapéutica de uso.
Dentro desse intervalo, concentragdes moderadas podem modular a resposta imune de forma
benéfica, enquanto niveis mais elevados desencadeiam inflamacéo e dano celular (Ghzaiel et
al., 2022).

Além disso, concentracOes elevadas de 7-KC em linhagem celular macrofagica pode
levar ao acimulo lipidico, estresse oxidativo e morte celular, complementando a queda da
viabilidade celular conforme o aumento de dose proposto nesse trabalho, o que permite sugerir
que o estresse celular possa estar associado a ROS, macréfago disfuncional ou disfuncao
mitocondrial (Bhargava et al., 2023). Esses efeitos explicam a queda da viabilidade observada
com o0 aumento da concentracao, sugerindo que o estresse celular resultante esteja associado a
processos oxidativos e a perda da funcdo da linhagem macrofagica.

Os oxisterois, de forma geral, ttm papel modulador no metabolismo macrofagico,
podendo direcionar a célula para perfis inflamatorios ou apoptéticos dependendo da dose (Biasi
et al., 2004; Choi; Finlay, 2020). Essa caracteristica pode justificar a interacdo observada entre
formulacdo e concentracdo no periodo de 72 horas. Em concentra¢gdes moderadas, a presenca
do 7-KC pode ativar mecanismos de sinalizagdo adaptativos que favorecem a manutencédo da
viabilidade celular.

Quando é observado a presenca de PS juntamente com 7-KC na formulagéo lipossomal é
visto que a fosfatidilserina pode contribuir para uma liberagdo mais controlada funcionando
como um contrapeso ao potencial citotéxico do 7-KC. Em concentragdes intermediarias, esse
equilibrio resultou em maior viabilidade celular, sugerindo que a PS atue como agente
estabilizador de membrana e sinalizador imunolédgico atuando com receptores fagociticos,
regulando vias de sinalizacdo anti-inflamatdrias, podendo explicar a manutencdo em

concentracdes moderadas da formulacdo (Sharma; Kanwar, 2018).

5.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL QUANTITATIVA
(RT-QPCR)

Em procedimentos de qPCR é importante a analise inicial dos primers quanto a suas
propriedades termodindmicas e eficiéncia de amplificagdo (Harshitha; Arunraj, 2021).

Inicialmente cada par de primer foi testado individualmente para definir eficiéncia de
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amplificacdo, linearidade da curva padréo e especificidade do produto amplificado, por meio
da construcdo de curvas de eficiéncia a partir de diluigdes seriadas do cDNA, bem como da
analise das curvas de dissociacdo (melting curve).

No presente estudo, todos os primers avaliados apresentaram eficiéncia dentro da faixa
recomendada (90-110%) e slopes préximos ao valor teorico ideal, indicando desempenho
adequado das reacoes. Os valores de eficiéncia e slope obtidos para os genes IL10, IL12, INOS,

Mcr e Rpl32 estdo apresentados na Tabela 1.

Outra analise realizada foi a curva de dissociagédo, no qual foram avaliados o0s picos de
amplificacdo e a temperatura de fusdo (melting temperature, ou Tm). A andlise da curva de
dissociacdo ¢ fundamental para confirmar a especificidade da amplificagdo, permitindo
verificar a auséncia de produtos inespecificos ou a formacdo de dimeros de primers,
assegurando assim, a sensibilidade e a confiabilidade da reacdo de RT-qgPCR (Ma; Bell; Loker,
2020).

Todos os genes analisados apresentaram um Unico pico na curva de dissociacao,
indicando amplificacdo especifica dos produtos de PCR, conforme demonstrado no Grafico 8.
As temperaturas de fusdo (Tm) observadas para cada gene (MCR = 80,44 °C; IL-10 = 84,97 °C;
Rpl32 = 84,36 °C) foram distintas e compativeis com as caracteristicas individuais dos primers
utilizados, sendo influenciadas pelo comprimento da sequéncia, composicdo de bases e

concentracéo de sais na reacdo (He et al., 2026).



Grafico 7 - Curva de Eficiécia de genes IL-10, MCR e Rpl32
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Gréfico 8. Curva de dissociacdo dos genes IL-10, MCR e Rpl32.
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Para avaliar o efeito do tratamento lipossomal sobre a expressédo do gene MCR, foram

calculados os valores de ACt, AACt e log.FC em relagao a média do grupo controle (ACt =
11,9974).



47

A anélise de expressdo do gene MCR evidenciou que o tratamento contento PS/7-KC
nas concentracgdes de 50 pug/mL e 93 pg/mL promoveram uma reducdo acentuada na expressao
do gene quando comparados ao grupo controle. Os valores médios de logFC foram de —3,434
e —4,505, respectivamente, correspondendo a uma queda de expressdo, essa queda indica uma
supressdo de M2, sugerindo um comeco de desvio para a polarizacdo M1. Por outro lado, a
concentracédo 187,6 pg/mL nédo apresentou alteracéo significativa na expresséo de MCR (log.FC
de —0,002), se assemelhando ao grupo controle (log.FC de 0,088).

Pelo método de Kruskal-Wallis revelou diferenga significativa entre os grupos (p =
0,012). A analise post hoc de Dunn com corre¢do FDR indicou que os grupos tratados com 50
e 93 ug/mL diferiram significativamente do controle (p = 0,015 e p = 0,005, respectivamente)
e do grupo 187,6 pg/mL (p = 0,010 e p = 0,007, respectivamente). No entanto, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos 50 ¢ 93 pg/mL (p = 0,74), sugerindo
que o efeito supressor sobre a expressédo de MCR se estabiliza a partir da menor dose testada
(Gréfico 9).

O gene MCR, também chamado de CD206, é um marcador classico de macrofagos M2,
caracterizado pelas funcBes imunossupressoras e remodelamento tecidual. No nosso estudo o
PS/7-KC promoveu reducdo do gene MCR em concentracGes menores de 50 e 93 pg/mL
sugerindo uma reprogramacdo para fendtipo M1. Em observaces com modelos de
neuroinflamacdo por HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) e SIV (Virus da
Imunodeficiéncia Simia) a regulacdo negativa de CD206 foi associada a uma maior ativacédo de
macrofagos, aumento de migracdo celular e transicdo fenotipica de M2 para perfil mais
inflamatorio (Holder et al., 2014). Apesar das diferencas entre os modelos experimentais, é
reforcado a hipdtese que a reducdo de MCR induzida pelo PS/7-KC representa um mecanismo
chave para superar a imunossupressdo. Assim como, esses achados estdo alinhados com o
estudo de Xie, et.al. 2025 que demonstrou que a supressdo de CD206/MRC1 em condicdes
inflamatorias, como sepse e infeccdo bacteriana, em que ocorre ativagdo de macréfagos M1 e
reducéo da assinatura M2 (Xie et al., 2025)


http://et.al/
https://www.zotero.org/google-docs/?o4TSYC
https://www.zotero.org/google-docs/?o4TSYC
https://www.zotero.org/google-docs/?o4TSYC

48

Gréafico 9. Expressdo do gene MCR (2724°Y) em macrdfagos tratados com a formulagéo
lipossomal de fosfatidilserina/7-cetocolesterol (PS/7-KC) em diferentes concentracdes, em comparagédo
ao grupo controle (PS-50ug/mL)
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5.5.2 Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS)

Para avaliar o efeito do tratamento lipossomal sobre a expressdo do gene iNOS, foram

calculados os valores de ACt, AACt e logFC em relagdo ao grupo controle médio (ACt =
12.9276).

A expressao de iNOS na linhagem macrofagica tratados com PS/7-KC demonstrou
alteracdo dependente da concentracdo do tratamento. A média do log:FC revelou que a
concentragdo de 187,6 pg/mL promoveu um aumento acentuado na expressdo de iNOS (log.FC
= 3,443) enquanto as concentracdes de 50 pg/mL e 93 pg/mL apresentaram reducdo leve a
moderada da expressdo génica (log.FC = —0,926 e —0,573, respectivamente). Os resultados
demonstram que somente a formulagcdo com maior concentracdo foi capaz de induzir a
expressdo de INOS de forma significativa, por outro lado, as concentragdes menores nédo

demonstraram aumento na expresséo do gene e sim uma redugdo (Grafico 10).
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Grafico 10. Expresséo relativa do gene iNOS (2 22<") em macré6fagos tratados com a formulacéo
lipossomal de fosfatidilserina/7-cetocolesterol (PS/7-KC) em diferentes concentracdes, em comparagédo
ao grupo controle (PS-50ug/mL).
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A normalidade dos dados log.FC utilizando Shapiro-Wilk revelou que os grupos
controle (p = 0,022) e 187,6 pg/mL (p = 0,049) ndo apresentaram uma distribuicdo normal, o
que justifica a utilizacdo do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis que indicou diferencas
estatisticas entre os grupos (H = 11,82; p = 0,0080). A andlise de post-hoc (teste de Dunn com
correcdo FDR) confirmou que o grupo tratado com 187,6 pg/mL diferiu estatisticamente dos
grupos 50 pg/mL (p = 0,007), 93 pug/mL (p = 0,014) e controle (p = 0,009), entretanto nao
houve diferenca entre os grupos controle, 50 pg/mL e 93 pg/mL.

O iINOS é um marcador para macrofagos inflamatérios, associado diretamente a
producdo de 6xido nitrico (NO) e resposta pro-inflamatoria. No estudo em questdo, a
formulacdo PS/7-KC induziu um aumento na expressédo desse gene na concentragdo 187,6
png/mL (log2FC: +3,44; p <0,01) indicando a reprogramacao fenotipica para uma linhagem pro-

inflamatdria. De maneira semelhante, macrofagos reprogramados de perfil M2 para M1 tiveram
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uma forte indugéo de INOS e aumento de NO, mostrando uma reverséo para um perfil ativo e
antitumoral (Oyarce et al., 2021).

Esses achados alinham-se de mesma maneira com os resultados obtidos por nanogotas
de perfluorohexano (PFH ND), os quais induziram aumento de iNOS em macréfagos M2,
desencadeando a repolarizacdo (Gao et al., 2025). Em ambos os casos, tanto o PS/7-KC e PFH
ND evidenciaram que diferentes nanoterapias podem convergir para reprogramagéo
macrofagica via inducédo de iNOS, podendo abrir espaco para novas terapias combinadas para

potencializar o efeito no TME.
5.5.3 Interleucina 10 (1L-10)

Para avaliar o efeito do tratamento lipossomal sobre a expressao do gene IL-10 , foram

calculados os valores de ACt, AACt e log:FC em relagdo ao grupo controle médio (ACt =

16.5474).

A IL-10 é uma citocina voltada a manutencdo do fendtipo M2, exercendo um efeito
imunossupressor em células imunoldgicas como células T efetoras e NK. No presente trabalho
a média de log-FC mostrou que a concentragdo de 93 pg/mL promoveu uma redu¢do acentuada
na expresséo de IL-10 (log2FC —2,518). A concentragdo 50 pg/mL (log.FC —0.993) resultou em
uma reducdo moderada, mas sem significancia estatistica, enquanto o grupo tratado com 187,6
ug/mL apresentou valores proximos ao controle (log2FC —0,260), indicando auséncia de efeito

relevante nessa concentracdo (Grafico 11).
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Grafico 11. Expresséo relativa do gene I1L-10 (2 24¢") em macréfagos tratados com a formulacéo
lipossomal de fosfatidilserina/7-cetocolesterol (PS/7-KC) em diferentes concentracdes, em comparagdo
ao grupo controle (PS-50ug/mL).
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O teste de Kruskal-Wallis revelou diferencga estatisticamente significativa entre 0s
grupos (H =9,72; p = 0,021) o que foi confirmado pelo teste de teste de Dunn com corre¢ao
por FDR que demonstrou que o grupo tratado com 93 pg/mL diferiu significativamente do
controle (p = 0,023) e do grupo 187,6 pg/mL (p = 0,038), refor¢ando o efeito imunossupressor
do tratamento intermediario sobre a expressao de IL-10.

Em modelos celulares JIMJD6 foi observado que a reducdo da expressao de I1L-10 levou
a diminuicdo de TAMs do tipo M2, tanto in vitro como in vivo, ndo havendo significancia para
ativacdo do fendtipo M1(Chen et al., 2023b). No caso deste trabalho a formulacéo desenvolvida
reproduziu esse efeito, com queda expressiva de 1L-10 sugerindo uma reprogramacdo para o

fendtipo M1.
5.5.4 Interleucina 12 (IL-12)

Para avaliar o efeito do tratamento lipossomal sobre a expresséo do gene IL-12, foram

calculados os valores de ACt, AACt e log:FC em relagdo ao grupo controle médio (ACt =
12.9600),.
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A andlise dos dados revelou que o tratamento com 50 pg/mL resultou em uma reducéao
acentuada da expressao de IL-12 (log2FC médio = —2,19), a0 passo que 0s grupos tratados com
93 ug/mL e 187,6 ng/mL apresentaram aumento da expressdo génica com log.FC médio de
1,19 e 1,66, respectivamente.

O teste de normalidade indicou que os dados seguiram distribuicdo normal (p > 0,05),
exceto o grupo controle (p = 0,047), o que justifica a aplicacdo de testes ndo paramétricos.
Entdo, pela analise de Kruskal-Wallis foi evidenciada diferenca significativa entre os grupos
(H~=11,48; p = 0,0094), o que foi confirmado pelo teste de Dunn e corre¢édo por FDR que
mostrou que os grupos tratados com 50 pg/mL diferiram significativamente dos grupos 93
pg/mL (p = 0,010) e 187,6 png/mL (p = 0,005), entretanto a comparagéo entre 0s demais grupos

ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (Gréafico 12).

Grafico 12. Expresséo relativa do gene I1L-12 (2 24<") em macréfagos tratados com a formulacéo
lipossomal de fosfatidilserina/7-cetocolesterol (PS/7-KC) em diferentes concentracdes, em comparagédo
ao grupo controle (PS-50ug/mL).
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Os resultados sugerem que concentracdes elevadas de 7-KC sdo capazes de aumentar a
expressdo de IL-12 em macréfagos J774, o que indica uma polarizacdo M1 associada a ativacao
imunolodgica contra tumores. Por outro lado, concentragdes mais baixas como 50 pg/mL
promoveram uma inibicao significativa da expresséo, indicando que o efeito imunomodulador
dos lipossomas é dose-dependente e potencialmente bifésico.

Esse dado amostral corrobora diretamente com dados na literatura, onde a IL-12 age
como um regulador na ativacao de vias pré-inflamatorias com estimulo de 1FN-y por células T
e NK via sinalizagdo STAT4. Segundo Hu, 2024 inducdo da via IL-12/STAT4 esta associada ao
aumento de citocinas inflamatérias como a TNF-a, /L-6, 1L-23 favorecendo a imunidade
antitumoral (Hu et al., 2024). De maneira semelhante, o acréscimo da expressdo génica da IL-
12, observado nas maiores concentraces de 7-KC representa um mecanismo para
reprogramacao macrofagica, atuando como antagonista de vias com efeitos imunossupressor
como é o caso da IL-10/STAT3.

Anélogo a este estudo, as observagdes de Fu, 2017, indicaram que a IL-6, através da
ativacdo de STATS3, induz diferenciacdo para macrofagos M2 com aumento de IL-10 e TGF-4
e reducdo de IL-12, apresentando um quadro pré-tumoral (Fu et al., 2017). O aumento de IL-
12 com concentragdes elevadas do tratamento com 7-KC pode ser visualizado como um

mecanismo de ruptura dessa via IL-6/STAT3, favorecendo uma resposta antitumoral.
5.6 ANALISE GLOBAL

A aplicacdo de testes multivariados (MANOVA) demonstrou que os perfis de expressdo
génica se diferem de forma significativa entre os quatro grupos de tratamentos (Wilks” A =
0,0047; Pillai’s Trace = 2,1575; p < 0,0001 em todos os testes). Essas considera¢fes indicam
que os efeitos do tratamento com 7-KC s&o multigénicos e dose-dependentes, promovendo
alteracdes nos genes avaliados neste trabalho.

Os genes MCR e iNOS apresentam maiores valores de F nos testes univariados ( F =
40,15 e F = 27,05, respectivamente) revelando que esses dois genes sdo 0s principais
responsaveis pela diferenca observada entre os tratamentos. Por outro lado, quando é avaliado
a expresséo de IL-12, aponta-se uma variagdo significativa (F = 11,21; p < 0,001), em
contrapartida IL-10 apresentou padrao discreto (F = 4,46; p = 0,018)

Os dados evidenciados exibem sobre os efeitos bifasicos lipossomais dependentes da
concentracdo. Por exemplo, em concentracdes reduzidas como 50 pg/mL, observa-se uma

supressdo da expressdo génica, especialmente em MCR e IL-12, 0 que indica uma resposta
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reguladora e uma resposta inflamatoria. Quando é avaliado concentragdes intermediarias, como
93 pg/mL, é evidenciado a inibigdo de IL-10 e MCR com promocao da indugdo moderada de
IL-12, sugerindo uma transi¢éo fenotipica e funcional nesse perfil.

Todavia, em concentracdes elevadas como 187 pg/mL houve a promocdo do aumento
de expressdo de INOS e IL-12, indicando uma polarizacdo voltada ao perfil M1, ou seja,
associado a um perfil pré-inflamatério, com uso potencial em estratégias de imunoterapia anti
tumoral. Nesse grupo também é evidenciado a inércia do gene MCR, reforcando a hipotese de
desrepressédo do fenotipo M1.

Experimentos demonstram que o aumento da expressao de iINOS/NOS2 e a reducéo de
MRC1/CD206 séo indicativos da polarizacdo macrofagica M1 (Xie et al., 2025). Condizendo
com os dados do presente estudo onde os tratamentos contendo 7-KC em concentracGes
elevadas promovem o aumento expressivo de iINOS e manutencdo de MCR, por outro lado,
concentracOes inferiores indicaram a supressdo de MCR. Em ambos o0s casos, o estimulo ndo
levou a uma polarizagdo classica completa, mas sim a um perfil de modulag&o seletiva, no qual
0 aumento de iINOS ocorre de forma dissociada de altera¢cdes amplas em outros marcadores. Tal
fendmeno reforca a hipdtese de que a ativacdo direcionada de vias pro-inflamatérias, mesmo
que parcial, pode ser suficiente para induzir respostas imunes antitumorais relevantes (Gao et
al., 2025).

Em modelos experimentais foi observado redugdo do crescimento tumoral relacionada
a reducdo da proporcdo de TAMs com perfil M2 sem alteracdo na concentracdo macrofagica
M1, sugerindo uma inibicdo seletiva durante a polarizacdo (Chen et al., 2023b). De maneira
semelhante, o tratamento PS/7-KC resultou em queda de MCR em concentragdes de 50 e 93
pMg/mL, sem aumento exacerbado de marcadores M1, mas com reducdo concomitante da
producdo de IL-10, indicando um mecanismo de diminuicéo seletiva de M2, consequentemente
reduzindo a imunossupressao.

Os TAMs com fendtipo M2 sdo a principal fonte de I1L-10 no TME, exercendo efeito
imunossupressor com inibicdo de IL-12 pelas células dendriticas, reduzindo a ativacdo de
linfocitos TCD8* 0 que acaba limitando a atividade contra o tumor, adicionalmente, a expressao
de IL-12 é correlacionada com a melhora na resposta contra as terapias antineoplasicas (Ruffell
et al., 2014). Desse modo, a queda de IL-10 acompanhada com aumento de IL-12 sugere que
0s PS/7-KC atua aliviando a imunossupressdo mediada por TAMs propiciando um ambiente

pro-inflamatorio e potencializando a ativagdo de células citotoxicas.
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A formulacéo lipossomas de PS/7-KC induziu a polarizacdo macrofagica para fenétipo
M1, explorando o fenotipo imunomodulador a partir de efeito exdgeno. Estratégias mais
complexas, como por exemplo, o uso de vesiculas extracelulares (VES) derivadas de M1
fundidas com lipossomas SR780Fe (REV@SR780Fe@Lip) formando nanovesiculas hibridas
REV@SR780Fe@LEV apresentou modulagdo macrofagica com maior estabilidade (Guo et al.,
2024). Essa abordagem pode aprimorar a formulagdo proposta nesse trabalho, devido a
simplicidade e viabilidade de escalonamento.

Em macréfagos J774, o 7-KC estimula a ativacdo de NADPH oxidase, promovendo
uma explosdo oxidativa com consequente geracdo de espécies reativas de oxigénio. Esse
estresse oxidativo desencadeia a via apoptética por meio da regulacdo positiva de p21 e ativacdo
da caspase-3, resultando em morte celular programada (Biasi et al., 2004). Ja em élulas
humanas U937, o 7-KC também esta associado a disfuncdes mitocondriais, como perda do
potencial de membrana (A¥Wm), formag¢do de vacuolos autofigicos, aumento de anion
superoxido e intensa peroxidacdo lipidica (Monier et al., 2003) Além disso, atua como ativador
do inflamassoma NLRP3, promovendo secrecdo exacerbada de IL-/f e IL-18 em diferentes
modelos celulares (Yuan et al., 2019).

Esses mecanismos indicam que a formulacgdo contendo PS/7-KC pode agir em ambito
de modulacdo inflamatéria como também imunoldgica, com isso abre-se espaco para
aprimoramento, como por exemplo, a utilizagdo de inibidores de YY1 ou IL-6 poderia
potencializar ainda mais o bloqueio da via IL-6/STAT3 e favorecer a polarizacdo M1(Chen et
al., 2023). Outro ponto favoravel é devido a flexibilidade da plataforma lipossomal, que permite
ajustes diretos na composi¢do como também o adjunto de acoplamento de tecnologias para a
formacdo de lipossomas inteligentes, considerando mecanismos de fotossensibilizagéo,

magnetismo, ultrassom e eletromagnetismo (Wang et al., 2023).
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6 CONCLUSAO

A metodologia empregada possibilitou a obtencdo de vesiculas lipidicas
nanoestruturadas, fisicoquimicamente estaveis e adequadas para aplicagdes biologicas, com
potencial para uso em imunoterapia antitumoral.

A formulacdo apresentou baixa citotoxicidade em concentragbes baixas e
intermediérias, indicando perfil adequado para ensaios in vitro. A analise de expressdo génica
evidenciou um efeito dependente da concentracdo, com modulacdo do fendtipo macrofagico:
concentragdes reduzidas promoveram efeito regulador, enquanto concentracGes intermediarias
e elevadas induziram polarizagdo parcial a predominante para o fenétipo M1.

Em suma, a formulagdo lipossomal apresentada ¢ uma plataforma promissora para
estratégias de imunoterapia antitumoral, direcionada a capacidade seletiva de polarizacao
macrofagica aliada a simplicidade de manipulacéo e potencial para aprimoramento. Espera-se
que este estudo inicial contribua para os avang¢os nanotecnologia imunoterapeutica aplicada ao
cancer. Estudos futuros, especialmente em modelos in vivo, bem como a conjugacdo da
formulacdo de PS/7-KC com sistemas de liberacdo controlada, poderdo ampliar ainda mais seu

potencial terapéutico e sua relevancia clinica.
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