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Resumo

Na area da nanomedicina, as nanoparticulas de silica tém sido apresentadas como uma
ferramenta de elevado valor. Importantes caracteristicas como a boa estabilidade e
biodisponibilidade, tornam as nanoparticulas de silica muito interessantes para areas como a
terapéuticas, diagnostico e teranostica.

A metodologia de Stober é muito utilizada nas sinteses de nanoparticulas. No entanto,
existem outros métodos para a sintese de nanoparticulas que Ihes conferem caracteristicas
estruturais, texturais e morfologicas especificas. Além disso, a possibilidade de funcionalizagédo
possibilita uma aptiddo para o carregamento de farmacos bastante usados nos dias de hoje,
como sejam farmacos anti-inflamatdrios e anti-tumorais.

Os farmacos anti-tumorais tém sido de grande interesse nesta area, visto que a sua
libertacdo do interior das nanoparticulas de silica pode, em determinadas condicdes, ser
dependente do pH do tecido/6rgdo. Assim, caso o pH do tecido/6rgdo seja acido, as
nanoparticulas perdem o revestimento que protege o farmaco no seu interior e libertam o
mesmo. Estes nanosistemas podem tornar a terapia mais seletiva e menos toxica.

O uso de nanoparticulas de silica em medicina ndo €, no entanto, isento de riscos.
Aguando de uma exposi¢do a uma elevada concentracdo de nanoparticulas, estas parecem
demonstrar alguma toxicidade, ainda que seja dependente do tempo de exposi¢do as mesmas.
Deve ainda referir-se que sistemas mais complexos envolvendo nanoparticulas de silica
possuem um elevado custo de obtencdo, comparativamente a formulacdes farmacéuticas
tradicionais.

Ao longo desta monografia, € feita uma revisdo sobre as caracteristicas das
nanoparticulas de silica, métodos de sintese e potenciais aplicagdes médicas das nanoparticulas

que evidenciam a versatilidade destes materiais.

Palavras-chave: nanoparticulas, silica, libertacdo controlada, funcionalizacao.



Abstract

In the field of nanomedicine, silica nanoparticles have been presented as a highly
valuable tool. Important characteristics such as good stability and bioavailability make silica
nanoparticles very interesting for areas such as therapeutics, diagnostics and theranostics.

Stober's methodology is widely used in the synthesis of nanoparticles. However, there
are other methods for the synthesis of nanoparticles that give them specific structural, textural
and morphological characteristics. In addition, the possibility of functionalization makes it
possible to load drugs that are widely used nowadays, such as anti-inflammatory and anti-tumor
drugs.

Anti-tumor drugs have been of great interest in this area, since their release from within
the silica nanoparticles may, under certain conditions, be dependent on the pH of the
tissue/organ. Thus, if the pH of the tissue/organ is acidic, the nanoparticles lose the coating that
protects the drug inside and release it. These nanosystems can make therapy more selective and
less toxic.

The use of silica nanoparticles in medicine is, however, not without risk. When exposed
to a high concentration of nanoparticles, they do appear to demonstrate some toxicity, although
this is dependent on the time of exposure. It should also be noted that more complex systems
involving silica nanoparticles may be more expensive to obtain than traditional pharmaceutical
formulations.

Throughout this monograph, a review is made on the characteristics of silica
nanoparticles, synthesis methods and potential medical applications of nanoparticles that

highlight the versatility of these materials.

Keywords: nanoparticles, silica, controlled release, functionalization.
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mMNPs Nanoparticulas magnéticas (do inglés, Magnetic nanoparticles)

MSNs Nanoparticulas de silica mesoporosa (do inglés, Mesoporous Silica

Nanoparticles)

MSU do inglés, Silica de Michigan State University

NF- Kb Fator nuclear kappa B

NIR Infravermelho préximo (do inglés, near infrared)

NIRS Espectroscopia no infravermelho préximo (do inglés near infrared
spectroscopy)

NPs Nanoparticulas

OPS do inglés, one-pot synthesis

OVA Ovalbumina

PBS Tampao de fosfato salino (do inglés, phosphate buffered saline)

PDA Polidopamina

PDT Terapia fotodinamica (do inglés, Photodynamic therapy)

PEI Polietilenoimina (do inglés, Polyethylenimine)

PET Tomografia por emissao de positrdes (do inglés, Positron emission tomography)
PTT Terapia fototérmica (do inglés, Photothermal Therapy)

RGD Acido arginilglicilaspartico (do inglés, Arginylglycylaspartic acid)

RMN Ressonancia magnética nuclear

ROS Espécies reativas de oxigenio (do inglés, Reactive oxygen species)

SBA Silica amorfa de Santa Barbara (do inglés, Santa Barbara Amorphous)

SEM Microscopia eletrénica de varrimento (do inglés, scanning electron microscope)
SiNPs Nanoparticulas baseadas em materiais de silica (do inglés, Silica Nanoparticles)
SN do inglés, silica nanorattle

SPIONs Nanoparticulas superparamagnéticas de O6xido de ferro (do inglés,

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles)

TEM Microscopia eletronica de transmissédo (do inglés, Transmission electron
microscopy)

TEOS Tetraetoxisilano (do inglés, tetraethoxysilane)

TGF-p Fator de transformacdo do crescimento beta (do inglés, transforming growth

factor beta)
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TMB Trimetilbenzeno

TNF Fator de necrose tumoral (do inglés, Tumor necrosis factor)

TRITC isotiocianato de tetrametilrodamina (do inglés, Tetramethylrhodamine
isothiocyanate)

VEs Vesiculas extracelulares
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1. Introdugéo

A silica, representada pela formula quimica SiO., também conhecida como dioxido de
silicio, é constituida por um elemento da série quimica dos semimetais, o silicio e por um
elemento quimico ndo metalico, o oxigénio. Estes elementos pertencem, respetivamente, ao
grupo 8 e 14 da tabela periddica.l2

A silica estd presente em muitas rochas, minerais e pedras semipreciosas. Pode
apresentar-se sob forma amorfa ou forma cristalina, nomeadamente, quartzo, cristobalite ou
tridimite. Este mineral é o material mais usado em nanotecnologia. *

A nanotecnologia é um ramo da ciéncia que enquadra todos 0s processos que manipulam
ou exploram materiais a nanoescala. Esta ciéncia remonta a 1965, quando o vencedor do Prémio
Nobel da Fisica, Richard Feynman, descreveu um processo com o qual se podia manipular e
controlar &tomos e moléculas. *

Estes materiais tém-se mostrado cada vez mais importantes para a medicina, pelo que
nas Ultimas décadas, o uso de silica tem aumentado cada vez mais devido ao avango da
nanomedicina. A nanomedicina ¢ uma area da medicina que utiliza ferramentas da
nanotecnologia, como sejam nanoparticulas para o diagndstico (nanodiagnostico), prevencao e
tratamento da doenca, libertacdo controlada de medicamentos (nanoterapia) e medicina
regenerativa.*®

As nanoparticulas (NPs) sdo semelhantes as microesferas, no entanto, apresentam
dimens@es dentro do intervalo de 1 nandmetro a 1 micrémetro. Esta caracteristica é vantajosa
face as particulas encontradas na macroescala visto que pode superar algumas limitacGes
encontradas no diagnostico e terapéutica tradicional: °

- Distribuicdo controlada do farmaco;

- Libertacdo do farmaco no alvo terapéutico, diminuindo os efeitos adversos;

- Possibilidade de integrar moléculas eficazes que através de outra via ndo poderiam ser
usadas devido a sua toxicidade; ®

Um dos casos mais notaveis relativamente ao potencial das nanoparticulas aplica-se a
silica devido ao facto de esta poder ser sintetizada com diferentes morfologias e propriedades
texturais. Esta versatilidade confere-lhe capacidade para apresentar uma grande area de
superficie (pode ser superior a 1000 m?/g) e diametro de poros ajustavel (entre cerca de 2 e mais
de 10 nm), em arranjos cubicos ou hexagonais. Além disso, a silica € um material inorgéanico e
possui inumeras aplicacdes devido a sua alta biocompatibilidade e estabilidade em condigdes

acidas.’
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Recentemente, as nanoparticulas baseadas em materiais de silica (SiNPs) tém sido cada
vez mais estudadas com a finalidade de serem usadas como NPs nucleo-invélucro. Estes
nanosistemas consistem na combinacdo de um determinado material (que pode ou ndo ser
silica) com outro material diferente, de modo a tirar partido simultaneamente das propriedades
texturais e morfologicas bem como das propriedades quimicas dos materiais combinados. Para
tal é necessario um revestimento apropriado, sendo o revestimento metalico (como o ouro,
cobre, paladio e niquel) o mais usado quando o ndcleo é constituido por silica. Contrariamente,

quando o nicleo é de outro material o revestimento pode ser de silica. ’

Para que as nanoparticulas de silica possam ser usadas para aplicacdes terapéuticas tém
de entrar no corpo humano por inalacao, injecdo intravenosa, ou outros tipos de administragéo.
No entanto, a exposicdo humana as SiNPs pode também ocorrer involuntariamente em
ambientes ocupacionais. 8

Embora as vantagens das nanoparticulas de silica sejam importantes, também existem
algumas desvantagens, como a possivel toxicidade, falta de biocompatibilidade dos materiais
utilizados e alto custo de obtencdo de nanosistemas em comparacdo com formulagdes
farmacéuticas tradicionais. Nao obstante, esta area tem vindo a alcancar um papel de relevo e
importancia, como evidenciado pelo nimero de produtos no mercado e o nimero de patentes
concedidas. °1°

O objetivo da presente monografia centra-se no uso de nanoparticulas de silica em
aplicacfes médicas. Sera descrita a constituicdo, sintese e funcionalizacdo das nanoparticulas
de silica, bem como feita uma analise bibliografica aprofundada e critica das possiveis
aplicacBes médicas em que esta pode ser vantajosa, seja para diagnostico ou tratamento. Além
disso, ir-se-a analisar as suas desvantagens, bem como o papel que estas poderdo desempenhar

na evolucdo desta area.
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2. Sintese de nanoparticulas de silica

Ao longo de vérias décadas, foram desenvolvidas inUmeras técnicas de sintese de
nanoparticulas nas quais se produzem particulas com uma faixa estreita de tamanhos e

composicao quase uniforme.

2.1. Método Stober

Este método foi desenvolvido em 1968 e continua a ser 0 método mais usado para
sintetizar nanoparticulas de silica.

A sintese consiste na preparacdo das particulas de silica e utiliza uma solugdo aquosa
contendo alcoxido de silicio (Si (OR)4 ), sendo o alcoxido mais utilizado o tetraetilortosilicato
(TEOS), (Si(OC2Hs)4 e um catalisador (usualmente hidréxido de aménio) em élcool. Variagdes
nas quantidades relativas de reagentes permitem o controlo sobre diversas propriedades fisicas
e quimicas das SiNPs preparadas.

As reacOes que ocorrem durante a sintese sdo simples reacdes de hidrolise e
condensacao tal como indica a figura 2.1. Estas rea¢fes tém como finalidade fornecer espécies

precursoras e a supersaturacio necessaria para a formagéo de particulas. 1!

Hidrolise
OFEt OEt OEt
. A PO
a(_;/w/";.s'{« === HO----Si----OEt === HO—Si_ + EtOH
OH™ J OEt s 2,
— EtO “OEt EtO ‘OEt
EtO
NHf + OH® === :NH; + H,0 EtO + NHy =—= :NH, + EfOH
Condensagao
OEt OEt
-Hoy |
,/ 0—Si ==  0—si + NH;
|
\.  Et0 “DEt EtO “OEt
HH,
OEt OEt OEt OEt
— o
" | ~ ™ | By |zi' 3 |
HO—-si 0—si, — HO -si;---—-o—/m_
, % s, “
EtO “0Et Etol “OEt EtO “DEt EtO “oEt
TE( OEt
Si- o Si, + OH™
NHJ' + OH” WH, + H0 Eto/ ot Elo/ "ot

Figura 2.1- Reacdo hidrolise e condensacdo para formagéo de nanoparticulas de silica (adaptado de 11).

17



Podem também ser incorporadas outras moléculas, figura 2.2, que terdo propriedades
especificas para a aplicacao pretendida e que podem ou ndo estar ligadas quimicamente a rede

dasilica.lt

CH;

TEOS < moléculas de corante O O
o o O NH, H,O O QO O

NN EtOH

moléculas de
corante

Figura 2.2- Método de Stéber, possibilitando a incorporacéo de outras moléculas (adaptado de 12).

A medida que a reacio progride, ha formagéo de particulas tridimensionais dando inicio
a polimerizacdo e formando pontes Si-O-Si. O didmetro das nanoparticulas de silica é afetado
pela concentracdo de TEOS e de solventes. O tamanho da particula aumenta com a
concentracdo de TEOS sendo que este aumento é proporcional a velocidade das reacbes de
hidrélise e de condensacgdo, ou seja, o acido silicico (intermediéario) aumenta rapidamente e
atinge a supersaturacdo. Assim, o consumo de intermediario na reagdo de condensagdo é
também bastante rapido, o que encurta o periodo de nucleacao, levando a uma menor formacéo

de nucleos. Consequentemente, o tamanho final da particula de silica sera relativamente maior.
13

2.2. Método da microemulsdo

O meétodo da microemulséo € outro dos métodos usados para a sintese de SiNPs. Este
método envolve a formacéo de micelas de 6leo em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O), tal como

indica a figura 2.3. 14
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Figura 2.3 — Método da microemulséo reversa (adaptado de 4).

Estas “nanodispersdes” coloidais sdo estabilizadas por surfactantes. ApoOs a
estabilizacdo, sdo usadas como nanoreatores, sendo um nanoreator uma estrutura
nanotecnoldgica utilizada para sintetizar particulas ou alterar a sua composi¢cdo num volume
confinado.®®

Embora estas estruturas supramoleculares possam ser usadas para o carregamento de
fluoréforos e farmacos *° , neste caso (sintese de nanoparticulas) permitem que no seu interior
os precursores de silica sofram hidrélise e condensacio a fim de formar as SiNPs. 1617 As
particulas obtidas por este método tém normalmente formas esféricas e bastante uniformes com
dimens@es entre 10 e 50 nm. De uma maneira geral é possivel obter particulas de tamanhos
menores em comparagdo com a sintese de Stober. 18

Porém, para que este método seja eficaz é necessario utilizar uma grande quantidade de

surfactante, sendo o seu excesso removido posteriormente. °
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3. Nanoparticulas de silica mesoporosa

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), os
materiais mesoporosos sao materiais que possuem um tamanho de poro entre 2-50 nm e um
arranjo ordenado dos mesmos. 202!

As primeiras nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) foram sintetizadas na década
de 1990 por Tsuneo Yanagisawa et al. 22 no Jap3o e pela Mobile Qil Corporation nos EUA 23,
usando diferentes métodos de sintese.

Existem diversos tipos de MSN relatados, em que se incluem a bem conhecida silica
Santa Barbara Amorphous (SBA) e a silica de Michigan State University (MSU). No entanto,
a familia Mobile Crystalline Material é uma das mais importantes e mais estudadas, sendo que
o material mais conhecido é o Mobile Crystalline Material n°41 (MCM-41). 4% O MCM-41
possui um arranjo hexagonal de poros com diametros de 2,5 a 6 nm. Foi, e continua a ser um
dos materiais mais explorados, sendo relevante devido ao seu potencial para realizar marcagéo
de células, entregar farmacos, catélise e imobilizagdo de enzimas.?+%42

As nanoparticulas de silica mesoporosa podem ser sintetizadas modificando o método
de Stober atraves da adicdo de surfactantes como o brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB),
alguns polimeros e outros compostos que formam micelas em solugdes aquosas. Durante 0
crescimento das particulas mesoporosas, hd um aumento da condensacéo de silicato, resultando
numa maior quantidade de pontes Si — O — Si e menos grupos Si — OH.?*

O surfactante usado atua como um molde para direcionar a estrutura de cada um dos
tipos de MSNSs. Estes procedimentos evoluiram de modo a incluir uma ampla gama de
composigdes e uma variedade de condigdes, possibilitando o direcionamento da estrutura de
acordo com a funcdo a que se destina. Na sintese destes materiais tém sido exploradas interacdes
eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e de Van der Waals.?

Os materiais MCM-41 que foram sintetizados utilizando SiO> com surfactantes
cationicos de cetiltrimetilaménio (CTA) e TEOS (precursor da silica) geralmente tém um
espacamento de cerca de 4 nm. Apos a calcinagdo (processo de remogdo do componente
organico a elevada temperatura) produzem um solido poroso ordenado hexagonalmente com
tamanhos de poros uniformes de 2 a 3 nm, figura 3.1. Usando moléculas organicas como co-
solventes, tais como 1,3,5-trimetilbenzeno (TMB), é possivel expandir o tamanho do poro do
MCM-41 até 10 nm. Estes materiais apresentam areas superficiais bastante elevadas que
nalguns casos podem ultrapassar os 1000 m?/g, bem como volumes porosos proximos de

1cm3/g.242%6
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Figura 3.1- Formagédo de MCM-41 (adaptado de %5).

Qiang Cai et al. %" estudaram pela primeira vez os fatores que influenciam a morfologia
e o tamanho das particulas do tipo MCM-41. Concluiram, como j& antes referido, que a sintese
de materiais do tipo MCM-41 envolve nucleacéo do precursor de silica sob condicGes alcalinas
na presenca de um molde (micelas de CTAB). Depreenderam que a morfologia da particula
formada é determinada pelo tipo de catalisador utilizado. Neste estudo, o uso de NH4sOH
conduziu a uma morfologia em forma de bastdo enquanto NaOH leva a formacgdo de micelas
de tamanho menor, dando origem a particulas esféricas

Para alcancar um tamanho de poros maiores, de 4,6-30 nm, Dongyuan Zhao et al.?®
sintetizaram nanoparticulas denominadas por silica SBA-15 (Santa Barbara Amorphous-15),
(figura 3.2).

Figura 3.2- Imagem por icroscoa elrénica de varrime SEM (a) e microscopia eletronica de transmissao TEM (b) de
silica SBA-15 %,

Contrariamente ao MCM-41, a silica SBA-15 é sintetizada em meio fortemente acido
usando como componente orientador de porosidade o copolimero de blocos Pluronic P123
(6xido de polietileno-6xido de polipropileno-éxido de polietileno). Embora através de outro
mecanismo reacional, as reacdes envolvidas na formacao e crescimento das particulas a partir
dos precursores de silica sdo igualmente de hidrélise e condensacdo. Estes materiais apresentam
também um volume poroso proximo de 1cm®/g e areas superficiais um pouco inferiores as
apresentadas pelos materiais do tipo MCM-41, ainda assim da ordem de vérias centenas de
metros quadrados por grama.?®
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O SBA-15 tem vantagem relativamente a outros tipos de nanoparticulas com tamanho
de poros menores, visto que tem capacidade para carregar materiais maiores, como por exemplo

proteinas. *°

4. Nanoparticulas nucleo-invélucro

Este tipo de particulas é constituido por um ndcleo (core), sendo este nucleo coberto por
uma outra substancia designada por invélucro (shell). 3t

Inicialmente, o principal objetivo do invélucro era a prote¢do do nucleo contra
influéncias ambientais e a estabilizacdo das propriedades do ndcleo. Posteriormente, essa
estrutura foi utilizada para alterar as propriedades e funcionalidades das nanoparticulas. A
combinacdo de dois ou mais materiais dentro de um Unico, figura 4.1, propicia uma variedade
de novas possibilidades para obter novos materiais multifuncionais. 3!

Precursor FS FG

do niicleo Deposigao do invélucro sob o

. G FG nicleo ja funcionalizado

@

Precursor 8
do invélucro v

funcionalizagao

Figura 4.1- Formagéo de nanoparticulas ntcleo-involucro (adaptado de ).

Os métodos de preparacdo deste tipo de materiais sdo variados e naturalmente adaptados a fase
a preparar, nucleo ou invélucro, e a composicdo quimica dessa fase. Tém ainda de ser tidas em

conta as propriedades finais do material combinado no que diz respeito a sua aplicabilidade.

4.1 Coprecipitagédo

O método de coprecipitacdo é o método com menor custo e maior eficacia para a
preparacdo de magnetites envolvendo sais de Fe(ll) e Fe(lll). Esta técnica de precipitacao
alcalina foi inicialmente descrita por Massart, com a finalidade de sintetizar nanoparticulas
magnéticas. 333

Esta técnica é também usada para formar invélucros em nucleos pré-formados. Na
reacdo de coprecipitagdo tipica, a caracteristica de solubilidade diferente dos sais em agua é
aproveitada. S&o usados como reagentes dois ou mais sais solUveis que reagem entre si em

agua, formando-se um ou mais sais insoliveis. Os ides recém-formados precipitam na
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superficie do nucleo, formando assim o involucro. Caso a supersaturagdo destas espécies seja
muito baixa, a nucleagdo ndo ocorre. Contrariamente, no caso de a supersaturagdo ser muito
elevada, ocorre a nuclea¢io homogénea em solucgdo. %

Para garantir a formacdo do involucro nas nanoparticulas, as espécies precipitadas
devem depositar-se de forma heterogénea na superficie do nucleo permitindo formar o
invélucro, figura 4.2. %

Esferas Nanocristais em
coloidais dispersao

B3

Nanocristais formam
invélucros em torno dos
nicleos coloidais

Figura 4.2- Formagéo do invélucro através de coprecipitacdo (adaptado de 26).

4.1.1. Nanoparticulas magnéticas revestidas por silica

O uso de nanoparticulas magnéticas (mNPs) revestidas por silica apresenta um potencial
elevado para o desenvolvimento de nanoestruturas estaveis e biocompativeis para aplicacdes
biomédicas. Sendo a silica um material inorganico, possui inimeras aplicacfes devido a sua
alta biocompatibilidade e estabilidade em condigdes acidas. O revestimento de silica fornece
uma superficie inerte para as mNPs, aumentando a hidrofilicidade e a sua estabilidade em
solugdo. 3337

No que diz respeito ao nucleo, as fases cristalinas que tém suscitado mais interesse sdo
os Oxidos de ferro e em particular a magnetite (FesOa) %/, a qual a sua estrutura é apresentada
na figura 4.3.
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Figura 4.3- Estrutura da magnetite 38

Estas nanoparticulas de ferro sdo conhecidas como nanoparticulas superparamagnéticas
de 6xido de ferro (SPIONS). Existe um enorme potencial para utilizar as SPIONs em aplicacdes
biomédicas, ndo s6 para permitir a libertacdo controlada de farmacos ou terapia génica, mas
também em diagndstico, como por exemplo, como agentes de contraste em ressonancia
magnética nuclear (RMN).3*

E conveniente referir que na Unifo Europeia (EU) e nos Estados Unidos da América
(EUA) foram aprovados e estiveram em uso clinico como agentes de contraste diversos
farmacos baseados em nanoparticulas de magnetite em que, apesar de atualmente ja ndo serem
usados na sua formulagdo original, a combinacdo com silica pode potencialmente permitir

ultrapassar alguns problemas de toxicidade entfo encontrados. *°

4.2 Processo sol-gel

O processo sol-gel é o método mais comum usado para a preparacdo de 6xidos metalicos
tendo como base os sistemas de particulas. Este processo permite a sintese de materiais com
propriedades de superficie controladas e estruturas de poros entre 1 - 500 nm.*°

O método de Werner Stober descrito anteriormente, foi desenvolvido inicialmente
somente para a preparacao de nanoparticulas monodispersas de silica. Posteriormente, foi usado
para revestimento de diversos substratos e particulas, sendo assim util para produzir
nanoparticulas ntcleo-invélucro (core-shell)!*#° (figura 4.4).

Na primeira etapa, os nucleos pré-formados sdo adicionados a uma mistura de alcool,
agua e amonia. Na segunda etapa, 0s precursores de 6xidos metalicos sdo adicionados a mistura

anterior e ap6s algum tempo as particulas revestidas podem ser recolhidas por centrifugacio.**
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Figura 4.4- Formacao de involucros de silica em particulas de magnetite superparamagnéticas (Fe304@SiO2) (adaptado
de 39),

A silica derivada do processo sol-gel é obtida em condi¢cBes compativeis com a
estabilidade da maioria dos compostos bioativos. A matriz da silica assim formada pode ser
explorada para imobilizacdo de biomoléculas, membranas inorgénicas e suporte para
catalisadores, possuindo alta estabilidade em condicdes fisioldgicas.**

Além disso, as superficies da silica podem ser facilmente alteradas promovendo um
direcionamento de acordo com o0s seus propositos bioldgicos, nomeadamente para a fixagdo de
anticorpos ou biomoléculas para direcionamento sendo usadas para terapéutica.***

A espessura do invélucro é decidida alterando-se a concentracdo da solucdo sol-gel

podendo variar numa faixa entre 2-100 nm.*?

5. Funcionalizacdo dos materiais de silica

Para possibilitar uma interacdo farmaco-nanoparticula adequada, € necessario
funcionalizar a superficie da silica. Para tal, foram desenvolvidos diferentes métodos para
promover e controlar esta funcionalizacdo organica. Os grupos funcionais organicos podem ser
imobilizados na superficie da silica através de ligacfes covalentes ou ndo covalentes entre esta

mesma fragdo organica e o grupo silanol.

5.1. Método de enxerto pds-sintese

O método do enxerto pos-sintese permite incorporar covalentemente funcionalidades
organicas na superficie de materiais de silica usando organosilanos.

Este método consiste numa reacdo de condensagdo entre RSi(OR'Y)s3, RSiClz ou
HN(SiRz3)2 e o grupo silanol livre (=Si-OH) presente na superficie da silica, figura 5.1. No

entanto, ainda que seja um método utilizado para funcionalizar a silica, conferindo-lhe
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propriedades organicas, 0 enxerto pos-sintese confere uma cobertura de superficie nédo
homogénea as nanoparticulas de silica. Esta falta de homogeneidade deve-se a presenga de 0s
silandis nos materiais de silica, visto que sdo mais acessiveis na superficie externa e na abertura
do poro do que na superficie interna do poro. Havendo uma distribuicdo ndo homogénea, a

interagdo com o farmaco ndo seréa eficiente.**

Figura 5.1- Funcionalizacdo da silica mesoporosa através de reagdo de condensacéo entre organosilanos RSi(OR")3, RSICI3
ou HN(SiR3)2 e grupo silanol livre (adaptado de 44).

5.2. Método de co-condensacao

Outra possibilidade que permite a preparacdo de materiais de silica organicamente
funcionalizada é um método de sintese direta denominado de co-condensacdo, figura 5.2. Este

método consiste na adigdo de um organosilano a solucio aquosa contendo CTAB e TEOS. 4

Figura 5.2- Funcionalizagéo da silica mesoporosa através do método de co-condensacéo (adaptado de #4).

Os precursores organosilanos competem com os anides de silicato possibilitando a
interacdo eletrostatica ou ndo covalente com as micelas de surfactante, neste caso, CTAB. 4

Para promover uma sintese eficaz de silica mesoporosa, é necessario escolher 0s
precursores de organosilanos tendo em conta as caracteristicas dos seus grupos funcionais.
Estes grupos funcionais organicos tém de ser sollveis em agua e devem apresentar uma
tolerdncia a pH extremos visto que a interacdo entre estes grupos ocorre durante a reacdo de

condensacao, a qual é catalisada por um &cido ou uma base. **
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A distribuicdo dos grupos funcionais apresenta-se mais homogénea comparativamente
ao meétodo anteriormente mencionado, o que torna este método vantajoso. Todavia, esta
cobertura ndo pode exceder 25% da totalidade, caso contrario destruira a integridade estrutural.

O método de co-condensacéo permite algumas modificacfes no sentido de otimizar ndo
sO a variedade como também a quantidade de grupos funcionais incorporados. A utilizagdo de
organosilanos com grupos funcionais anionicos, que interagem electrostaticamente com as
micelas de CTAB, permitem a sua estabilizacdo e consequente formacdo da estrutura
mesoporosa, figura 5.3. O material organico que constitui a micela é posteriormente removido,
deixando acessivel os grupos funcionais introduzidos pelo organosilano. A figura 5.4
exemplifica a possivel reacdo dos grupos tiol com diversas moléculas dando origem a
funcionalizacdo pretendida.

Estes tiois podem depois reagir com outras moléculas adequadas a funcionalizacao
pretendida. 4
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Figura 5.3- Funcionalizacdo da silica mesoporosa através do método de co-condensacdo (adaptado de #4).
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Figura 5.4- Reagdo dos tidis do MSN com 2-aldritiois produzindo 2-piridotiona (adaptado de ).

Os resultados obtidos por John W. Larsen et al ° e Daniela R. Radu et al #, os quais s&o
consistentes entre si, permitiram concluir que a quantidade de grupos funcionais organicos
quimicamente acessiveis nos materiais de silica pode ser ajustada através da interacao
eletrostatica interfacial entre o surfactante e os precursores de grupos funcionais organicos

referidos acima.
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6. Aplicagdes médicas

Nos ultimos anos, a medicina tem beneficiado da grande evolucgédo da nanotecnologia,
nomeadamente no que diz respeito ao desenvolvimento de novos materiais e a sua manipulacao
a escala nanométrica. 478

As nanoparticulas de silica (ou contendo silica), e em particular as nanoparticulas de
silica mesoporosa, tém sido alvo de grande interesse neste campo. Estas estruturas apresentam
potencial para poderem ser usadas em diagnostico ou terapéutica uma vez que muitos tipos de
corantes e agentes de contraste podem ser incorporados nos seus poros, assim como diversos
outros compostos com atividade terapéutica. Esta capacidade de incorporagdo, torna as

nanoparticulas passiveis de serem utilizadas como sistemas de entrega de farmacos.*’*8

6.1. Transporte e libertacdo de farmacos

Para um farmaco atingir o local de acdo obtendo-se efeito terapéutico desejado e
minimizando a toxicidade, é necessario passar por diversos processos, sendo eles: absorcéo,
distribuigdo, metabolizacio e excrecdo (ADME). #°

No entanto, existe a possibilidade de alterar a eficacia de um farmaco através de um
sistema de entrega. Estes sistemas de entrega de farmacos (DDSs) fornecem o farmaco de forma
controlada e fazem parte das descobertas mais promissoras na area da salde. Os DDSs
permitem superar as barreiras fisicas e consequentemente proteger os farmacos das possiveis
degradacfes enzimaticas, quimicas ou mecanicas, antes de atingirem o tecido alvo. Espera-se
gue estes sistemas também permitam uma atuacdo mais seletiva dos farmacos, nos tecidos ou
células alvo, com menores doses administradas e menos efeitos adversos.*

Assim, um sistema de entrega de farmacos deve ser capaz de fornecer uma molécula a
um local alvo de maneira controlada, doseando a libertacdo ao longo do tempo. Os pre-
requisitos para sistemas de entrega controlada ideais sdo: %2

- Biocompatibilidade e biodegradabilidade;

- Distribuicao controlada do farmaco;

- Libertacdo do farmaco no alvo terapéutico;

- Evitar uma libertacdo precoce, a qual pode causar toxicidade visto que ndo é efetuada

no tecido alvo.

Todavia, é dificil encontrar um material ideal para um sistema de entrega com todas

estas propriedades e funcionalidades. Tém sido desenvolvidos e testados varios sistemas de
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entrega, como por exemplo nanoparticulas poliméricas, dendrimeros e lipossomas. Verifica-se
que é comum nestes sistemas a ocorréncia de libertacdo prematura da maioria dos farmacos
devido a degradacéo da matriz polimérica. 50553

Para ultrapassar esta adversidade, tém sido desenvolvidos sistemas baseados em
nanoparticulas, incluindo MSNs. 3

As MSNs apresentam as caracteristicas que as tornam candidatas ideais para o
transporte e libertacdo de farmacos. Estas caracteristicas foram descritas por M.Valet-Regi et
al.>* em 2001 e tém sido a principal razéo para o interesse destes materiais na area da medicina,
cujo potencial tem sido descrito em intmeros estudos.

A elevada érea superficial determina a capacidade de carga das moléculas, sendo que
guanto maior a superficie de contacto, maior o numero de moléculas que € possivel incorporar
nas nanoparticulas. O volume dos poros também influencia a quantidade de farmaco carregado.
% Aquando da sintese das MSNs é possivel controlar o didmetro dos poros, e tendo em conta
que diversos farmacos apresentam diferentes dimensGes, esta caracteristica influencia as
moléculas que séo passiveis de serem carregadas, através de um efeito de selecdo de tamanho.
O efeito do tamanho de poro manifestar-se-a4 no processo de libertacdo do farmaco, podendo
ter influéncia na atividade e toxicidade do farmaco. *°->8

A tabela 6.1 mostra alguns exemplos de farmacos, proteinas e corantes para exames de

diagnostico passiveis de serem libertados através de nanoparticulas de silica mesoporosas.

Tabela 6.1- Diferentes tipos de materiais passiveis de serem carregados nos MSN’s ¢ alteragdes subjacentes.

MATERIAL FARMACO/ MODIFICACAO MECANISMO DE REFERENCIA
PROTEINA/ LIBERTACAO
CORANTE
MCM-41 Ibuprofeno  Sem modificacdo Difusdio a partir de %
diferentes tamanhos de
poros
MCM-41 Ibuprofeno  Funcionalizagdo -NH2 Difusdo >
MCM-41 Camptotecin  Funcionalizacdo amino e Difusdo %
a fosfonato
MCM-41 Paclitaxel Funcionalizagdo -NH2 Captacdo celular 60
dependente de energia
MCM-41 Atenolol Hidroxil apatitte (MCM- Difusdo lenta devido a o

41-HA incorporagdo da composicao
hidroxiapatita na silica (HA/MCM-41)

demonstrou excelente
biodegradabilidade)
MSN’S RodaminaB  a-CD revestindo os MSNs  Libertacdo  devido a 62
estimulo enzimatico
SBA-15 Albumina Sem funcionalizagéo Difus&o controlada 63

sérica bovina
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Tal como mostra a tabela, a silica MCM-41 pode carregar farmacos como o ibuprofeno
(IBU) e o atenolol, entre outros.

Este nanomaterial possui limitagdes no tamanho da molécula de farmaco que pode
incorporar, 2-3 nm, devido ao seu pequeno tamanho de poros. Como tal, para carregar
moléculas de maior dimensdo, como proteinas, enzimas ou &cido desoxirribonucleico (ADN),
foi necessario adequar a dimensdo e capacidade dos materiais. Assim, surgiu como uma
alternativa viavel, a silica mesoporosa SBA-15, possuindo poros de maiores dimensdes (6-7
nm) e podem ainda apresentar uma rede secundaria de microporos, figura 6.1.2” Esta estrutura
porosa de grandes dimens@es é particularmente importante, porque os materiais do tipo SBA-
15 apresentam maior estabilidade térmica e quimica do que a silica do tipo MCM-41.%4

MCM-41

mesoporos SBA-15 mesoporos

microporos

] 1

31A

Figura 6.1- Comparagdo do tamanho de poros entre MCM-41 e SBA-15 (adaptado de 0).

A parede dos poros dos MCM-41 é constituida por uma rede desordenada de pontes de
siloxano e grupos silanol livres, o que permite interatuar com moléculas organicas sendo um
dos exemplos, o ibuprofeno. Como o ibuprofeno contém um grupo acido carboxilico, interage
com o grupo silanol e assim, estas nanoparticulas MCM-41 podem funcionar como DDs. >

M. Vallet-Regi et al.>* procuraram depreender como se comportariam os materiais
MCM-41 sem funcionalizagdo interatuando com moléculas orgénicas, bem como qual seria a
consequéncia na libertagdo do farmaco, diferindo o tamanho de poro.

Estudos anteriores mostraram que o tamanho dos poros esta relacionado com o
surfactante usado na sintese, sendo que quanto maior o tamanho da cadeia do surfactante, maior
é o tamanho do poro. &

Tal como indica a figura 6.2, existe uma diferenca na libertacdo de farmacos entre a
amostra 1 e a amostra 2, sendo que na preparacdo foi usado como surfactante C1oTAB e

C16TAB, respetivamente.
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Figura 6.2- Libertag&o de ibuprofeno (%) em fungéo do tempo (h) em materiais de MCM-41. (adaptado de5*).

Foi possivel depreender que durante o primeiro dia a amostra 2 libertou 68% do
ibuprofeno contido nos poros, ja a amostra 1 libertou 55% do ibuprofeno. Isto corrobora a
informagéo supracitada, visto que o tamanho de poro ¢ ligeiramente maior na amostra 2.

A fim de compreender a influéncia da estrutura interna e morfologia externa de SBA-
15 na taxa de libertacio de ibuprofeno em fluido corporal simulado, Zhengwei Jin et al.
sintetizaram trés tipos de silica mesoporosa. Nomeadamente, CPS-SBA-15 (tamanho de poro
convencional e morfologia em forma de bastdo), preparada de acordo com o método relatado
por Dongyuan Zhao et al. > anteriormente descrito. LPS-SBA-15 (morfologia em forma de
bastdo de tamanho grande de poro), o qual foi sintetizado de acordo com o método anterior
adicionando 1,3,5-trimetilbenzeno. Por ultimo, com o objetivo de controlar a morfologia, foi
adicionado K,SO4 de acordo com o método relatado por Xiuguo Cui et al. ¢ originando a
amostra T-SBA-15 (morfologia em forma de comprimido).

A silica CPS-SBA-15, tal como indica a figura 6.3, sem qualquer tipo de modificacéo,
mostra uma libertacdo mais lenta comparativamente a LPS-SBA-15. Para ser libertado 64,6%
de ibuprofeno, a amostra CPS demorou mais de 2h, sendo que o tempo para a libertagcdo
completa foi de 12h. Ja a amostra LPS demorou cerca de 0,6h a libertar 65 %, sendo finalizada
a libertacdo ao fim de 24h.

No entanto, para aamostra T-SBA-15, mais de 50,0% em peso de ibuprofeno é libertado
em 1 h, sendo completamente libertado ao fim de 24h. Comparativamente a amostra CPS, a
libertacdo total decorre durante 0 mesmo periodo. Contudo, este possui uma libertagdo mais

rapida inicialmente e devera apresentar um efeito terapéutico mais rapido.5®
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Figura 6.3- Libertacdo de ibuprofeno incorporado nos poros (wt%) em funcdo do tempo (adaptado de ©6).

Um outro exemplo das potencialidades do SBA-15 como transportador de farmacos foi
dado por um estudo de Tae-Wan Kim et al.®* Neste trabalho, os autores prepararam
nanoparticulas de silica mesoporosa semelhante ao SBA-15 usando o copolimero de blocos
Pluronic P104 e TEOS como precursor de silica, tendo obtido particulas com um tamanho
médio de 500-600 nm.

Foi incorporado dentro dos poros da silica uma macromolécula (dextrano) e foi
percetivel a capacidade de as nanoparticulas a transportarem através da membrana celular,
libertando-a de forma controlada no interior da célula de acordo com o pH.

Neste caso, a modificacdo foi efetuada no sentido de permitir o carregamento de uma
molécula de grande tamanho, bem como de alterar as caracteristicas necessarias para permitir
o transporte das MSNs atraves da membrana celular, no entanto, a funcionalizac&o da superficie
pode ter outros propdsitos, tais como a discriminacéo entre farmacos a serem transportados e/ou

o controlo da libertacdo dos farmacos.

6.1.1. Funcionalizag8o dos sistemas de entrega de farmacos controlada

A modificacdo ou funcionalizacéo da superficie dos DDSs atraves de grupos organicos
permite controlar a absorcéo e libertagdo dos farmacos. %8-"° Como ja referido anteriormente, a
silica mesoporosa apresenta uma alta densidade de grupos silanol pelo que um tratamento com
alcdxidos organicos de silicio (alcoxilanos) permite obter superficies funcionalizadas. Alguns
exemplos de grupos funcionais ancorados na superficie de silicas mesoporosas através deste

processo sdo apresentados na figura 6.4. %°
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Figura 6.4- Funcionalizacdo dos MSNss e estruturas de farmacos possiveis de incorporar nesses sistemas (adaptado de 55).

A libertacdo dos farmacos pode ser efetivamente controlada por diferentes métodos
sendo 0 mais desenvolvido o aumento da interacdo farmaco-superficie. Para isso, a superficie
é funcionalizada com grupos quimicos que sao capazes de se ligar as moléculas do farmaco por
meio de ligagOes ndo covalentes. "

S.W. Song et al.” relataram o carregamento do farmaco em SBA-15 puro e compararam
estes resultados com os obtidos através de funcionalizacgéo.

Para sintetizar e funcionalizar o SBA-15, podem ser utilizados dois métodos, 0 método
de co-condensacgdo ou one pot-synthesis (OPS), onde o material é formado e a0 mesmo tempo
funcionalizado ou o método pods-sintese em que o material € primeiro sintetizado e
posteriormente funcionalizado.”™

Os materiais SBA-15 referidos na tabela 6.2 foram funcionalizados usando o método
OPS sendo OPSO o SBA-15 sem funcionalizacdo e OPS1, OPS2, OPS3 SBA-15

funcionalizados com grupos amino com aumento gradual de grupos funcionais.

Tabela 6.2-Quantidade de farmaco carregada em diferentes amostras de SBA-15 sintetizadas usando o método de co-
condensacéo. 2

Amostra Quantidade de ibuprofeno
carregado (wt%o)

OPSO 14,6

OPS1 16,9

OPS2 23,8

OPS3 17,5
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O resultado mostra que uma gquantidade crescente de grupos funcionais aumenta a
quantidade de carga de ibuprofeno (IBU) exceto para a amostra OPS3, que possui estruturas
amorfas e desordenadas, 0 que nao permite uma ligacéo tao eficiente entre a amina e o farmaco,
visto que possui uma grande quantidade de poros inacessiveis. Este resultado indica que tanto
os grupos funcionais, quanto as estruturas ordenadas desempenham papéis fundamentais na
influéncia da quantidade de farmaco adsorvido no SBA-15. 7

Os dados da tabela 2 mostram também que é possivel carregar uma quantidade
significativa de ibuprofeno no SBA-15 néo funcionalizado dado que, existindo grupos silanol
nas paredes dos poros, € possivel a formacdo de ligagdes de hidrogénio com o grupo carboxilo
do ibuprofeno, como exemplificado na figura 6.5 a).”

Interacio matnz- monomeros de Interagiio matriz- dimeros de ibuprofeno

ibuprofeno
b)
NH,._=a
r'n.{ @ carbono
: @ oxigénio
« hidrogénio
NH,"_=a .2 :
)

Interacio matriz amino funcionalizada- ibuprofeno
anionico

Figura 6.5- Ligacdo de ibuprofeno a um MSNs. a) Matriz ndo funcionalizada, ligacdes fracas entre grupo carboxilico e
silanol (esquerda), o ibuprofeno pode ligar-se entre si e formar um dimero (direita).b) Matriz amino-funcionalizada: o IBU é
ligado a parede do poro através interages ionicas entre o acido carboxilico e a amina (adaptado de 5°).

Além disso existe a possibilidade de formacéo de dimeros através da interacdo farmaco-
farmaco existindo ligacdes do hidrogénio intermoleculares através dos grupos carboxilos. *°

Para comprovar que a funcionalizagdo & um método eficaz, foi realizada anélise de
ressonancia magnetica nuclear (RMN). O RMN revelou que as moléculas de ibuprofeno se
encontram fortemente ligadas & matriz das MSNs. Assim, provou-se que as interacdes que
ocorrem quando os MSNs estdo funcionalizados (neste caso com adig¢do de grupos amino) séo

mais fortes do que quando as MSNs nio estdo funcionalizadas. 572
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Os MSNs tém captado o interesse como objeto de investigagao ao longo dos anos, tendo
sido estudada uma variedade de classes de farmacos, ndo s anti-inflamatérios como referido
anteriormente, mas também farmacos anticancerigenos, antifungicos e antibidticos.

Daniel Pedraza et al.”* mostraram que as nanoparticulas de silica mesoporosa
funcionalizadas com um agente de direcionamento podem ser utilizadas para carregar um
antibiotico, levofloxacina (LEVO), permitindo que este penetre diretamente nas bactérias.

A levofloxacina é uma fluoroquinolona de largo espetro e € utilizada para infecbes
Osseas. O tratamento de infe¢Oes 0sseas continua a ter adversidades devido a alta taxa de efeitos
colaterais nos pacientes, longa permanéncia nos hospitais e alta morbilidade. Isto deve-se ao
facto de a terapéutica atual possuir uma elevada toxicidade, baixa seletividade para as bactérias
e uma baixa eficacia.

A nanomedicina envolvendo MSNs surge como uma solucéo para 0s problemas acima
descritos. Para possibilitar aos MSNs terem propriedades de direcionamento para bactérias, a
superficie foi funcionalizada com N-(2-aminoetil)-3-aminopropiltrietoxisilano (DAMO, agente
de direcionamento), por meio de um enxerto pos-sintese. "

Para sintetizar MSN-DAMO, promoveu-se uma reacdo de condensacdo entre as
moléculas de DAMO e os grupos silanol na superficie do MSN, conforme indicado na figura
6.6.

Si— OH CH;-0~_ . Si =0

SiL OH + CH;-0 —Si“~"N~~NH, > SI—O;SimWNH,q- 3CH, - OH
SiOoH CH;-0 N si-o |

MSN DAMO MSN-DAMO

Figura 6.6- Reacéo de condensacdo entre MSN e DAMO (agente de direcionamento).™

A funcionalizagdo dos MSNs pode torna-los detentores de cargas positivas (grupos
amina carregados positivamente), melhorando a afinidade com a parede bacteriana e com o
biofilme bacteriano de carga negativa, permitindo interacdes eletrostatica atrativas.

Além disso, os resultados exibidos na figura 6.7 indicam que a libertacdo de LEVO do
MSN é mais lenta do que do MSN-DAMO. Comparando a libertacdo do farmaco apds 330
horas, € possivel denotar-se que a amostra MSN-DAMO libertou a totalidade de farmaco

contido no MSN, enquanto no MSN n&o funcionalizado apenas libertou 0,4%. "
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Figura 6.7- Libertacdo de LEVO em fun¢do do tempo em matriz funcionalizada (MSN-DAMO@VLevo) e matriz ndo
funcionalizada (MSN@Levo) (adaptado de 7).
Neste trabalho foi avaliada a eficacia do nanoantibi6tico (antibidtico + nanoparticulas)

contra um biofilme de Staphylococcus aureus, como mostra a figura 6.8. Esta avaliacdo

envolveu um estudo de microscopia confocal correspondente ao biofilme de S. aureus pré-

formado.

S. aureus Biofilm

a)

Matriz de biofilme
Bactéria viva

Bactéria morta

LAY
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» W

MSN@LEVO

"\

W
-
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Figure 6.8- Microscopia do biofilme S.aureus sem tratamento (a), com tratamento sem agente de direcionamento (b), com
tratamento com agente de direcionamento (c) ( adaptado de 74).

Quando ndo é adicionado ao biofilme qualquer nanosistema, este apresenta diversas

bactérias vivas (a cor verde) e apenas uma pequena quantidade de bactérias mortas (vermelho),

as quais se encontram revestidas por uma matriz polissacarida. Ap6s o tratamento com

MSN@LEVO observa-se um grande numero de bactérias vivas contrariamente ao tratamento

com MSN-DAMO@LEVO que leva a uma destruicio completa do biofilme (figura 6.8c).”
Os autores concluiram que a incorporacgdo sinérgica de agente de direcionamento e

antibiotico num nanomaterial permite alcangar bons resultados no tratamento da infe¢do 0ssea.

74
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Adicionalmente, outros antibioticos tal como ampicilina, vancomicina, rifampicina,
carregadas em MSNs permitiram reduzir drasticamente as bactérias vidveis e diminuir a
densidade do biofilme sendo assim uma possibilidade para a irradicacéo de S.aureus.’®

Valentina Nairi et al. 7" estudaram a influéncia na adsorcao e libertagdo de ampicilina
em diversas estruturas tendo em conta o tamanho de poro (0 MCM-41 tem uma dimenséo de
poro menor do que o SBA-15 sem funcionalizacdo) e de acordo com os grupos funcionais
presentes (grupo amina em SBA-15, SBA-15 e MCM-41 sem funcionalizacao).

Verificou-se que tanto a adsor¢édo quanto a libertacdo sdo mais influenciadas pela carga
superficial do que pelo tamanho dos poros. A baixa carga superficial negativa das duas matrizes
de silica pura SBA-15 e MCM-41 favorece uma libertacdo rapida a pH 7,4, como demonstra a

figura 6.9.
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Figura 6.9- Adsorgdo e libertagdo da ampicilina contida em SBA-15-NH2 (azul), SBA-15 (vermelho) e MCM-41(verde)
(adaptado de 7).

Tanto 0 SBA-15 como 0 MCM-41 libertaram abruptamente o farmaco, no entanto o
MCM-41 alcancou uma libertacdo total superior devido ao facto deste material possuir um
menor tamanho de poro, o que faz com que as moléculas de farmaco (de dimenséo significativa)
sofram algumas restri¢cdes difusionais no interior dos poros e, devido a este efeito, se localizem
preferencialmente na superficie mais externa.

Relativamente & funcionalizacdo, no caso da matriz de SBA-15-NH; as interagoes
eletrostaticas entre o grupo carboxilo de carga negativa da ampicilina e 0 grupo amina
protonado do SBA-15 possibilitam uma libertagio mais controlada. *

Para proporcionar uma maior semelhanca com o ambiente fisioldgico Guobin Qi et al.”
testaram em ratos o uso de nanoparticulas de silica mesoporosa funcionalizadas e com
vancomicina (MSNscVan) no seu interior e discutiram os seus efeitos em células semelhantes

a macrofagos.
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Os macrofagos sdo as primeiras células que se mobilizam localmente quando existe uma
infecdo bacteriana. No entanto, o tratamento da infe¢do bacteriana com um farmaco pode ser
prejudicial para os macrdfagos visto que se nao existir seletividade para o tecido infecioso pode
causar-lhes dano.

No sentido de mitigar este efeito, os autores ® funcionalizaram a MSN com grupos
amina e ao adicionarem vancomicina ocorreu formacéo de interagdes especificas de ligagdo de
hidrogénio entre a vancomicina e as porg¢des terminais D-alanil-D-alanina das bactérias gram-
positivas (ligacdo de cinco hidrogenios entre o esqueleto heptapeptideo da vancomicina e o
dipeptideo D-alanil-D-alanina). Estas interagdes podem ser comprovadas através do sinal de
fluorescéncia obtido por moléculas fluorescentes, isotiocianato de fluoresceina (FITC), as quais
se encontram dentro dos mesoporos do MSN, figura 6.10. Por outro lado, o fraco sinal de
fluorescéncia que advém da interacdo entre MSN-Van e Escherichia coli deve-se ao facto de
esta ser uma bactéria gram-negativa, havendo interacdo eletrostatica nao especifica entre o
MSN-VAN carregado positivamente e a superficie da membrana bacteriana carregada

negativamente.

Tecido
infecioso

-

Reconhecimento seletivo

MSNscVan

Antibacteriano

® = Mascrofsgo ® = S sureus & =FAIC ? = Vancomicina

Figura 6.10- Uso de MSN-VAN em tecido infecioso sem causar dano aos macrofagos, reconhecimento seletivo obtido
através de sinal fluorescente dado por FITC. (adaptado de 8).

As células Raw 264.7 (linhagem de células de macréfagos do rato) foram escolhidas
para imitar o ambiente tecidual infecioso no qual se encontram as células de macréfagos. Os
autores incubaram as células Raw 264.7 com S. aureus e E.coli separadamente e posteriormente
adicionaram as MSN-VAN, sendo possivel concluir que S.aureus apresentou fluorescéncia
contrariamente as células Raw 264.7 com E.coli (figura 6.11), o que tornou o tratamento

promissor visto que mostrou n3o danificar as mesmas. "8
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Figura 6.11- Imagem de sinal fluorescente dado por FITC contido em MSN-VAN (adaptado de 8).

As MSN-VAN mostraram atividade antibacteriana notavel e foi possivel observar uma
diminuicdo de 10 vezes da contagem bacteriana nos tecidos infetados 5 dias apo6s a
administracdo de MSNs-VAN em comparacdo com os grupos de controlo tratados com PBS
(tampéo de fosfato salino) ou MSNs (sem funcionalizacdo nem adi¢do de vancomicina).

Este sistema ndo sO possui uma maior eficacia terapéutica, mas também um efeito
colateral minimizado visto que se observa uma auséncia de diminuic¢do da viabilidade celular
de células semelhantes a macrofagos.’

E importante notar que os MSNs demonstraram ser biocompativeis tanto in vitro quanto
in vivo e exibiram estabilidade adequada em diferentes meios biologicos. 798

Com o passar dos anos, percebeu-se que ndo € apenas nas células do sistema
imunologico que os antibidticos podem ter efeitos adversos.

No que diz respeito a rifampicina, esta também é um antibidtico eficaz para combater
S.aureus, no entanto possui baixa solubilidade e permeabilidade no intestino, bem como uma
elevada hepatotoxicidade em doses muito altas. Para resolver estas adversidades Santhni
Subramaniam et al. 8! estudaram a eficacia e melhorias a nivel da toxicidade, administrando
rifampicina em MSNs.

Tal como demonstra a figura 6.12, ao usar-se MSN como transportador para a
rifampicina, esta apresenta bastante mais eficacia em diminuir o nimero de bactérias quando
comparada com a administracdo de rifampicina livre. A rifampicina livre ndo demonstrou
atividade antibacteriana contra S.aureus comparativamente a um grupo de controlo sem
tratamento, o que se deve a baixa capacidade de captacdo de rifampicina intracelularmente.

Comparando MSN-Rif 40 nm com MSN-Rif 100 nm (diferente tamanho de poro) é de
notar que existe uma ligeira diferenca na contagem bacteriana usando MSN-Rif 100 nm, no
entanto esta diferenca ndo foi estatisticamente relevante (p>0,05).
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Figura 6.12- Comparagdo da contagem bacteriana em células sem tratamento (cinzento), com rifampicina livre (vermelho),
MSN-RIF 40 (laranja) e MSN-RIF 100 (verde) (adaptado de 8).

Ap06s andlise dos resultados foi possivel concluir que usar MSN como nanotransportador
vai facilitar a internalizagdo do farmaco e por consequéncia uma melhor eficacia terapéutica.
Adicionalmente, devido a maior seletividade bacteriana diminui a toxicidade, reduzindo o risco

de hepatotoxicidade. &

6.1.2. Libertacdo de farmacos de acordo com o pH

Os farmacos possuem maioritariamente acdo benéfica, no entanto podem também
apresentar efeitos colaterais que limitem a sua aplicacéo clinica. O objetivo primordial sempre
foi alcancar a libertacdo seletiva dos farmacos em areas-alvo do corpo, de modo a maximizar o
potencial terapéutico e minimizar os efeitos adversos. Por exemplo, compostos citotdxicos
usados no tratamento do cancro podem afetar células-alvo, mas também células normais do
corpo, resultando em efeitos adversos indesejados. Havendo a necessidade de direcionar a
terapéutica para o local alvo, a entrega seletiva de farmacos pode ser uma das estratégias com
elevado potencial para este fim 8283

A quimioterapia baseada em nanoparticulas tem potencial para tratar tanto tumores
primarios quanto metastaticos, o que permite que as nanoparticulas sejam amplamente
aplicadas em pesquisas antitumorais.

Tratamentos especificos de longo prazo podem necessitar de um aumento ou diminui¢do
da taxa de libertacdo do farmaco, dependendo da evolugéo da patologia, sendo que, para tal, é
necessario implementar sistemas capazes de responder a mudangcas internas de pH.8283

Uma abordagem possivel, e que tem vindo a ser estudada para dar resposta a estes e
outros problemas relacionados, é a utilizagdo de sistemas de entrega de farmacos envolvendo

MSNss sensiveis a estimulos exteriores, tais como o pH, radiacdo luz ou campo magnético.
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No que diz respeito a libertagdo estimulada por pH, um sistema eficiente deve permitir
a libertacdo do farmaco na quantidade adequada com pequenas varia¢fes de pH no meio. Para
este efeito Ling Bai et al. 8 descreveram como estratégia o revestimento das MSNs com
macromoléculas organicas, nanoparticulas, ou biomoléculas, que permitem apenas a saida das
moléculas encapsuladas no interior dos poros da silica quando o estimulo adequado € fornecido.
Estas moléculas sdo designadas por gatekeepers, sendo que uma das metodologias que parece
ser mais eficaz é o uso de moléculas organicas macrociclicas para fabricar gated-MSNSs, neste

caso B-ciclodextrina, figura 6.13.
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Figura 6.13-Formacdo de MSNs e entrada na célula (adaptado de 7).

As ciclodextrinas pertencem a uma classe de oligossacarideos ciclicos que possuem
cavidades molecularmente compativeis. Sdo as moléculas-hospedeiro mais utilizadas por serem
produtos naturais de baixo custo, solGveis em agua, ndo tdxicos, prontamente funcionalizados
e comercialmente disponiveis.®®

De entre todos os gatekeepers baseados em moléculas organicas macrociclicas, as
ciclodextrinas (CDs), a-, y- , B-ciclodextrina (figura 6.14) tém recebido maior atencdo para
libertagdo de farmacos, dado que estas tém dimensdes compativeis com a saida dos poros.2®

(i) (ii) (iii)

Figura 6.14- Estruturas de a-ciclodextrina (i) B-ciclodextrina (ii) y- cnclodextrma o0s atomos de hidrogeénio, carbono e
oxigénio estdo coloridos em preto, branco e cinza, respetivamente (iii) .
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No trabalho experimental Ling Bai et al.2® usaram ciclodextrina a fim de revestir
firmemente a extremidade da haste de p-anisidina previamente ligada a superficie da silica. A
ciclodextrina devido ao seu tamanho, impede a saida de qualquer molécula gue se encontre no
interior do MSN quando o pH se encontra neutro, regulando a libertacdo das moléculas
inseridas nos canais de silica. Este revestimento pode ser revertido, através da adi¢do de um
acido, o qual torna 0 &tomo de azoto da p-anisidina (figura 6.15) protonado, e consequentemente
provoca a saida da ciclodextrina. Estando a haste de p-anisidina livre, leva a abertura dos poros
da silica e permite a saida da molécula de farmaco que esta carregava, tal como mostra a figura
6.16. 86,87,89

Foi observada uma libertagdo mais répida de doxorrubicina (DOX) a pH levemente

acido 5,5. 8
Si‘(OCHg)
(C|H2)3

NH
|

OCH3

Figura 6.15-Estrutura molecular do precursor de p- anisidina ligada a superficie da silica. ®°

T - <‘ -B- ciclodextrina

Figura 6.16- Saida do farmaco devido ao pH écido do meio (adaptado de 8¢).

As condi¢Bes de pH acido observam-se em locais de inflamacdo, compartimentos
lisossémicos ou no tecido tumoral, o qual difere do pH neutro presente na maioria dos tecidos
humanos. Por exemplo, o ambiente extracelular nos tecidos tumorais € mais acido (pH 6,5) do
que no sangue e tecidos normais (pH 7,4), e os valores de pH do endossoma e lisossoma nas
células cancerigenas estdo entre 5,0 e 5,5 88

Assim, este sistema é considerado um candidato promissor para a terapia do cancro,
permitindo a entrega intracelular de farmacos, como doxorrubicina, através de entrada por

endocitose.?®

42



A doxorrubicina € um antibiotico antitumoral, que atua intercalando o ADN em
sequéncias especificas, formando radicais livres que provocam a separagdo das cadeias de ADN.
Este antibidtico atua através da inibicdo da acdo das Topoisomerases | e I, que sdo necessarias
para o desenrolamento das cadeias de ADN durante a replicacdo. ® E também considerado
vantajoso devido a sua capacidade de afetar as células tumorais de forma eficaz, no entanto
pode causar efeitos adversos a nivel da funcdo cardiaca, o que pode ser um grave
inconveniente.®?

Existem outras estratégias, além da libertacdo através do estimulo gerado pela diferenca
de pH, para permitir que o farmaco tenha uma libertacdo mais seletiva e prolongada evitando a
sua excregdo prematura pelos rins. Zhiming Zhang et al.3* realizaram um estudo no qual a DOX
foi incorporada em MSNs e simultaneamente foi também incorporado nos poros bicarbonato
de amoénio, NHsHCOs, figura 6.17 A.

O bicarbonato de amoénio decompde-se quando o ambiente se torna acido (presenca de
inflamacéo ou de tumores) e com condigdes de aquecimento. O NHsHCO3 tem a capacidade de
se decompor em bolhas de CO,, NH3, H.0 8, figura 6.17 C o que permite uma libertagio mais

rapida da DOX, figura 6.17 B, possibilitando a sua saida pelos poros. %
A B
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Figura 6.17- A- Constituicdo da MSNs B- Percentagem de libertagdo da doxorrubicina em fungéo do pH do ambiente e da

utilizagdo de laser C- NHsHCOs transformada em bolhas de CO: e destrui¢éo do revestimento em polidopamina (PDA)
(adaptado de 84).

Para funcionalizar as MSNs é possivel modificar a sua superficie através da adicdo de
polimeros ou pequenas moléculas, particularmente polidopamina (PDA), acido folico, fosfato
de célcio. Esta funcionalizacdo permite uma atragdo electroestatica bem como uma
biomineralizagdo no caso do fosfato de calcio.®+%

A PDA é um polimero biomimeético com propriedades adesivas o que facilita a
modificacdo da superficie. Este comportamento deve-se ao facto deste polimero conter um
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grupo quinona, com conhecido potencial de reatividade, o que Ihe permite ligar-se a aminas,
tidis ou imidazais, através do ataque nucleofilico ao carbonilo ou ao anel benzénico.*®*7

Este polimero forma um revestimento adesivo em volta das MSNs evitando a libertacéo
precoce da DOX, no entanto sendo sensivel ao pH, permite o direcionamento e libertacdo no
tecido alvo, evitando a toxicidade a nivel cardiaco. Adicionalmente, os autores incorporaram
um agente fototérmico e fotodindmico a camada de PDA, indocianina verde (IGC), e
modificaram a mesma com RGD (&cido arginilglicilaspartico) para aumentar a estabilidade e
precisdo. Esta funcionalizacdo € vantajosa visto que permite o direcionamento das
nanoparticulas, podendo estas ser direcionadas para o local onde se encontra o tumor. 84

Tal como mencionado anteriormente, a quimioterapia baseada em nanoparticulas tem
sido estudada para tumores primarios e metasticos, no entanto existem ainda muitas limitacdes,
como seja a complexidade e a resisténcia dos tumores aos farmacos administrados.

Além do uso de nanoparticulas, surgem como estratégias promissoras 0 uso de terapias
combinadas, envolvendo estes sistemas e terapia fotodindmica (PDT) ou terapia fototérmica
(PTT). * Com agentes fotossensibilizantes, a terapia fototérmica pode originar hipertermia
local sob irradiacdo de laser infravermelho préximo (NIR), o que pode aumentar ainda mais a
eficacia do tratamento e reduzir os efeitos colaterais. Alguns agentes fotossensibilizantes (ex.
Indocianina verde (ICG)) também sdo capazes de produzir espécies reativas de oxigénio (ROS)
se irradiado com laser NIR (808 nm), emitindo calor. ROS é um tipo de composto de vida curta
com capacidade de danificar o ADN e originar apoptose celular. %°

Em suma, as MSNs sensiveis ao pH e com NHsHCO3 parecem ser ideais para usar em
terapia combinada com PDT e PTT, a fim de aumentar o efeito terapéutico no tratamento do

tumor, figura 6.18.84
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Figura 6.18- llustracdo de diversas abordagens para o tratamento do cancro: terapia combinada, MSNs com bicarbonato de
amonio e utilizagdo de NIR a 808 nm para gerar ROS. (adaptado de 8)
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Para testar o sistema in vivo, este foi administrado em ratos permitindo concluir que o
efeito de direcionamento é favoravel. As nanoparticulas séo bastante mais seletivas para o local
do tumor comparativamente a administragdo do farmaco livre. Além disso, apos 72 horas da
administracdo no grupo de animais tratado com ICG + DOX ja ndo se visualizava qualquer
fluorescéncia, contrariamente ao observado no grupo tratado com nanoparticulas (figura 6.19).
Assim, é possivel concluir que o uso de nanoparticulas prolonga o tempo de circulagdo do
farmaco no sangue.®*

I2h 24h 48h 721 Alte

DOX + ICG
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Baixo

Figura 6.19- Comparacéo da fluorescéncia em grupo de ratos tratados com DOX livre ou MSN funcionalizado (adaptado de
84).

Ap0s 12h de tratamento, os diferentes grupos de animais foram irradiados com laser de
808 nm durante 5 minutos, com a finalidade de registar a temperatura. Nos animais tratados
com as MSN funcionalizadas com RGD, observou-se um aumento da temperatura local do
tumor acima dos 50° (hipertermia local), causando desnaturacdo das proteinas e apoptose das
células tumorais. Ja o grupo de animais no qual ndo foi utilizada MSN mas apenas ICG + Dox
livre, ndo apresentou efeito fototérmico devido a baixa estabilidade.

Assim, a irradiacdo a laser pode causar hipertermia local e formar ROS que podem
alcancar efeitos terapéuticos sinérgicos com a quimioterapia para inibir o crescimento do tumor.
84

Além da capacidade que estes sistemas tém para carregar farmacos podendo estes ser
anti-inflamatorios, antibioticos ou até antitumorais, tem sido também demonstrada a
possibilidade de as nanoparticulas de silica serem adjuvantes de vacinas desempenhando um
papel importante em sistemas de entrega de constituintes das vacinas como sejam peptidos ou
ADN.
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6.2. Uso de nanoparticulas de silica em vacinas

Ao longo dos anos tém sido aprovadas vacinas importantes que fornecem protecao
contra infecGes bacterianas e virais. As vacinas tradicionais englobam as vacinas vivas
atenuadas e as vacinas inativadas e ambas podem provocar uma forte resposta imunoldgica.
100,101

As vacinas vivas atenuadas sao preparadas a partir de um agente patogénico “vivo”, de
uma forma atenuada, permitindo que o organismo desencadeie uma resposta imunitaria, no
entanto, sem capacidade para provocar doenca. As vacinas inativadas sao preparadas a partir
de um agente patogénico inativado ou a partir de organismos mortos, componentes celulares ou
toxinas excretadas, sendo estas partes do organismo causador da doenca. 100101

As vacinas tradicionais podem ter inimeros efeitos colaterais como por exemplo,
inflamacdo no local da vacinagdo e necessidade de multiplas doses para uma imunizacao eficaz.
100

Surgiu a necessidade de desenvolver outro grupo de vacinas, as vacinas de subunidades,
gue sdo compostas por antigénios recombinantes altamente purificados como proteinas e
péptidos. Estas vacinas possuem uma maior estabilidade e melhor perfil de seguranca
comparativamente as vacinas anteriormente mencionadas.'%2

Além destas vacinas tém vindo a ser estudadas outro tipo de vacinas terapéuticas,
vacinas de acidos nucleicos que incluem vacinas de acido ribonucleico (ARN) e vacinas de
ADN.12 Deve ser notado que algumas destas vacinas tém dado um contributo extremamente
importante no combate & atual pandemia.

O desenvolvimento de uma formulacdo de vacina eficiente requer selecdo criteriosa,
tendo em conta a necessidade de um antigénio potente e um adjuvante eficiente. Os adjuvantes
sdo agentes imunoldgicos que, ao serem adicionados a formulagdo das vacinas, permitem uma
eficacia acrescida do antigenio. Por exemplo, em vacinas de subunidades que podem ter baixa
imunogenicidade e incapacidade de atravessar a mucosa intestinal, os adjuvantes ativam as
células apresentadoras de antigénios (APCs) e induzem uma forte resposta imunolgica. 13

A partir de 1925 foram descobertas algumas substéncias com capacidade de melhorar a
resposta imunologica especifica. Atualmente, as substancias usadas sdo maioritariamente 0s
sais de aluminio, hidroxido ou fosfato, 04105

Com o aumento do interesse pela nanotecnologia, tém sido estudados 0s requisitos
necessarios para que os nanomateriais tenham capacidade de ser usados como adjuvantes. Estes

requisitos incluem o tamanho da particula (deve ser menor que 100 nm para atravessar
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facilmente as barreiras), ser biocompativel, permitir que o antigénio se liberte de forma
controlada mantendo a concentragéo constante, e a capacidade de ser produzido em massa visto
que n&o sera necessario apenas uma parca quantidade.%®

A silica SBA-15 foi o primeiro nanomaterial a ser estudado como adjuvante. Em 2006,
Lucildes P. Mercuri et al.1® estudaram a aplicabilidade destes nanomateriais ndo s6 como
adjuvantes, mas também como transportadores para a proteina recombinante bacteriana Intlb,
sendo esta uma das proteinas encontradas em Escherichia Coli responsavel pela sua falta de
efetividade. Assim procurou-se usar a forma recombinante dessa proteina para desenvolver uma
vacina com o objetivo de induzir a imunidade.

O estudo experimental foi realizado por estes autores em ratos Balb/c. A fim de
sintetizar um controlo, a proteina recombinante foi adsorvida em hidroxido de aluminio,
Al(OH); (adjuvante usado em humanos e animais para diagnostico e terapéutica).
Paralelamente, a proteina recombinante, Intlb, foi também emulsificada com o adjuvante
incompleto de Freund (IFA), sendo este um adjuvante usado para imunizar animais.

De acordo com os resultados obtidos por estes autores, foi possivel concluir que o SBA-
15 se comporta como um adjuvante, induzindo uma resposta semelhante ou em alguns casos
melhor, em comparacdo com o adjuvante usado em animais, IFA. Foi ainda possivel concluir
que o SBA-15, contrariamente a IFA, ndo provoca danos teciduais nem induz necrose no local
da injecdo, mostrando-se atoxico e vantajoso.

Comparativamente ao adjuvante usado maioritariamente em humanos, o hidréxido de
aluminio, o SBA-15 apresentou melhores propriedades adjuvantes que este.

A utilizacdo de SBA-15 como adjuvante promove um aumento dos anticorpos IgG
mantendo o nivel de anticorpos por 30 dias durante a resposta primaria. Relativamente a
resposta secundaria foi percetivel a inducdo de memoria visto que, ap6s uma segunda dose de
antigénio, hd um aumento significativo de anticorpos contra Intlb. Os titulos médios de
anticorpos para ratos imunizados com a proteina carregada em Al (OH)s foi de 5,2 log.,
enquanto para ratos imunizados com a proteina em SBA-15 foi de 8,5 log. 0 que mostrou existir
um melhor efeito de inducdo de memoria.

Deste modo, é possivel concluir que as silicas mesoporosas ordenadas, como SBA-15,
podem ser Uteis como adjuvantes, sendo capazes de transportar, proteger e distribuir o

antigénio, promovendo uma estimulag&o eficiente de APCs.
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6.2.1. Vacinas de subunidades proteicas

As vacinas de péptidos sintéticos permitem que se adquira imunidade através da
apresentacdo das células-T ao antigénio, sendo esta estimulada pela vacina.

Os péptidos sao subunidades de proteinas apresentadas por APCs. As APCs séo capazes
de processar proteinas expressas por virus ou células tumorais em péptidos curtos.

Os péptidos mimetizam os epitopos dos antigénios que tém capacidade de induzir
imunidade mediada por células visto que levam o organismo a desencadear um mecanismo de
defesa. Assim, ao identificar-se estas sequéncias peptidicas é possivel usar a sua versdo
sintética. 107

Com o uso destas vacinas evita-se 0 risco de mutacdo ou contaminagéo, no entanto,
sabe-se que este tipo de vacinas possui uma baixa estabilidade e semi-vida curta. Para
solucionar estes problemas é necessério adicionar ou conjugar adjuvantes para permitir um
aumento da sua estabilidade. 1819 Neste caso, o uso de silica na formulac&o da vacina também
é alvo de estudo, nomeadamente com o objetivo de transportar o péptido. Dado que o tamanho
de poro nesta situacdo € extremamente importante, Tianlong Liu et al.!%® estudaram a
possibilidade de carregar os péptidos em estruturas de silica nanorattle (SN). A figura 6.20
permite-nos visualizar estas nanoparticulas a partir de microscopia eletronica de transmisséo
(TEM).

Figura 6.20- Imagens TEM de nanoparticulas nanorattle, ou seja, silica oca. A) Agua pura B) Saline 110
As nanoparticulas de silica nanorattle tém estrutura oca entre duas camadas esféricas
de silica, figura 6.21. O processo de sintese usando acido fluoridrico (HF) leva a que se formem
canais mesoporosos da superficie externa até este espaco. Assim, este espago “vazio” possibilita

gue uma quantidade de proteina ou de farmaco relativamente grande possa ser incorporada. Por
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outro lado, a eficacia no seu carregamento também é elevada visto que tem capacidade para

acomodar seletiva e eficientemente. Como estas nanoparticulas possuem grupos amino na sua

superficie permitem a conjugacdo com biomoléculas. !

Silica Nanorattle

Invélucro mesoporoso

Figura 6.21- Estrutura das nanoparticulas de silica nanorattle. (adaptado de 1),

Tianlong Liu et al. 1% analisaram o impacto do carregamento do péptido ovabulmina
(OVA) em SNs, o seu efeito in vivo usando ratos Balb/c e a sua biocompatibilidade. Estes
autores verificaram que o facto de carregar OVA nestes nanomateriais ndo provoca qualquer
tipo de alteracdo a nivel dos 6rgdos, mais especificamente no baco e no figado, os quais ndo
possuiam diferencas relativamente aos animais do controlo. Assim, foi possivel comprovar a
biocompatibilidade dos SNs no sistema in vivo.

Adicionalmente, para corroborar estes estudos de biocompatibilidade foi estudada a
citotoxicidade in vitro, a qual mostrou que o uso de SNs ndo alterou a viabilidade celular. Para
avaliar o efeito destes nanomateriais na resposta imunolégica foi medido o nivel de anticorpos
anti-OVA. Os anticorpos em ratos expostos a SNs- OVA (OD= 0,42) foram significativamente
maiores que em OVA sem qualquer adjuvante (OD=0,11). Concomitantemente, 0s ratos
expostos a SNs-OVA exibiram um aumento de células apresentadoras de antigénio.

Além da vacina de péptidos sintéticos, existem outras vacinas nas quais as
nanoparticulas podem ter um contributo significativo, como sejam as vacinas de ADN. Estas

possuem grande potencial ndo s6 em oncologia, como no tratamento de infecdes cronicas.
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6.2.2. Vacinas de ADN

As vacinas de ADN envolvem a introducéo direta de plasmideos que contém uma ou
varias sequéncias que codificam para o antigénio de interesse. Pretende-se que o sistema
imunitario responda produzindo uma resposta imunoldgica mediada por células, além de
imunidade humoral. 113114

Para proporcionar uma resposta do sistema imunitario € necessario que a sequéncia de
ADN entre no interior da célula humana, mais propriamente no ndcleo, com o objetivo de ser
transcrita em ARNm. Este ARNm ¢é transportado para o citoplasma da célula correspondente,
sendo traduzido para uma proteina correspondente ao antigénio. Este antigénio é exposto na
superficie da célula, estimulando o sistema imunoldgico. 3114

As vacinas de ADN seriam um recurso revolucionario se ndo fosse a sua baixa
imunogenicidade, isto deve-se ao facto de esta ter de ultrapassar diversas barreiras fisiologicas,
o que faz com que a sua eficiéncia seja impedida. 14

Para melhorar estes inconvenientes, os sistemas de entrega de ADN baseados em
nanoparticulas de silica mesoporosa tém sido extensivamente estudados, permitindo uma
entrega e protecdo de moléculas de ADN para transfecdo intracelular.

Hao Song et al.1*> desenvolveram nanoparticulas de silica mesoporosa semelhantes a
rambutdo, RAM-MSNSs, (fruto exotico semelhante a nanoparticula demonstrada na figura 6.22).

Ao usar-se este tipo de nanoparticulas houve um aumento da eficiéncia no transporte e
entrega do ADN, sendo que é este ADN que codifica para a proteina ovalbumina. Existiu um
aumento na expressdo de antigénio e aumentou a maturacdo de APCs bem como ativacéo tanto

de CD4* como de CD8* (figura 6.22). 11°
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Figura 6.22- Resposta do sistema imunitario ao usar nanoparticulas tipo rambutdo, aumento das células T CD4+ e CD8+ bem
como aumento da produgéo de anticorpos e interferdo- y (adaptado de 15).

Para proporcionar uma melhor interacdo com o ADN, as RAM-MSNs foram

funcionalizadas com o polimero cationico de polietilenoimina (PEI) (RAM-MSNs- PEI).
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Os autores realizaram testes in vitro e in vivo, sendo o maior desafio aplicar in vivo visto
que o ADN esta sujeito a degradacéo por parte das nucleases. 1*°

Foi possivel concluir através da comparacdo com ratos ndo imunizados, que além dos
sistemas de entrega possuirem um desempenho superior, promovem a poténcia da vacina
através da maturacdo de APCs no bago, bem como a ativacéo de células T. 1%°

A producéo de 1gG especificas do antigénio e a secrecdo elevada de citocinas interferéo-
gama (IFN-y) foram observadas para a vacina de ADN mediada por nanoparticulas de silica,

mostrando desempenho superior aos produtos comerciais. 1*°

Os autores analisaram também a biocompatibilidade destes sistemas, sendo que o teor
absoluto de silicio nos 6rgdos para formulacGes a base de nanoparticulas foi semelhante ao
grupo de controlo negativo de PBS (figura 6.23), indicando residuos de silicio limitados nos

tecidos apos as imunizagdes. 11°
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Figura 6.23- Teor absoluto de silicio (%) nos érgdos principais comparando um controlo (PBS) com RAM-MSNs-
PEI. (adaptado de 115),
6.2.3. Desenvolvimento de vacinas promissoras baseadas em vesiculas

extracelulares

Sandra Montalvo-Quirés et al.!® testaram a possibilidade de utilizar nanoparticulas de
silica mesoporosa como plataforma para o desenvolvimento de vacinas contra a tuberculose.

Com o avancar dos anos, tém surgido estirpes de Mycobacterium tuberculosis altamente
resistentes, mas com uma caracteristica bastante peculiar, estas estirpes produzem vesiculas
extracelulares (VESs) derivadas de membrana contendo proteinas responsaveis por modular a
resposta imunolégica patologica apos a infegéo.

As VEs sdo constituidas por lipidos, &cidos nucleicos, hidratos de carbono,
biomoléculas e uma grande variedade de proteinas algumas das quais foram identificadas como

antigénios imunodominantes, como lipoproteinas e Ag85B. Desempenham um papel
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importante, funcionando como veiculos para moléculas e sinais bioldgicos, ao conterem uma
variedade de recetores com capacidade de reconhecer moléculas especificas de tumores /
bactérias/ parasitas, sendo Uteis para auxiliar no diagnostico e tratamento de doengas.*’

As vesiculas extracelulares podem ser administradas por via intraperitoneal ou
subcutanea antes da infecdo e foi percetivel que a resposta induzida por estas é semelhante a
resposta aquando da vacinagio com bacilo Calmette-Guérin (BCG). 117118

Assim, se as vesiculas extracelulares que sdo componentes micobacterianos provocam
respostas imunologicas semelhantes ao BCG, isto significa que é possivel criar vacinas que nao
apresentam os problemas de uma vacina viva, uma vez que estas sdo muito sensiveis a
temperatura e luz e possuem um perfil de reacfes adversas mais marcado. As vesiculas
extracelulares possuem um didmetro nanométrico, o que permite uma eficiente carga bem como
uma elevada biocompatibilidade e seguranca. "8 Todas estas caracteristicas potenciam a

possibilidade de se criar uma vacina bastante promissora.

N&o obstante, a producdo natural de vesiculas extracelulares, demonstrou alguma
variacdo, o que ndo é favoravel para o fabrico de vacinas em larga escala. Além disso, a
administracdo direta de proteinas imunomodeladoras possui uma baixa estabilidade fisico-
quimica ou incapacidade de atravessar a membrana celular. Assim, uma forma de ultrapassar
este problema € incorporar proteinas imunomodeladoras mimetizando as vesiculas
extracelulares de Mycobacterium tuberculosis expressas de forma recombinante em
nanomateriais. Para tal, os autores funcionalizaram as nanoparticulas primeiramente com acido
carboxilico e seguidamente com proteinas imunomoduladoras (Ag85B, LprG e LprA) (figura

6.24), com o objetivo de mimetizar estas vesiculas extracelulares. 116
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Figura 6.24- MSNs funcionalizadas com acido carboxilico e proteinas imunomodeladoras (adaptado de 16).
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Os trés nanosistemas funcionalizados (MSNs-Ag85B, MSNs-LprG e MSNs-LprA)
mostraram uma citotoxicidade, dependente da dose, semelhante em macréfagos expostos a cada
um dos nanosistemas, o que pode ser explicado pela interferéncia dos MSNs e das proteinas
imunomoduladoras com as vias de sinalizacdo envolvidas na ativacao da resposta imunologica.
116

A exposicdo dos macrofagos RAW 264 aos nanosistemas provocou uma libertagdo
acrescida do fator de necrose tumoral (TNF) comparativamente ao controlo, assim depreende-
se que a incorporacdo das proteinas Ag85B, LprG e LprA na superficie externa das
nanoparticulas provoca um efeito aditivo.

Além da secrecéo significativa da citocina pro-inflamatoria TNF (figura 6.25), houve
também aumento da citocina anti-inflamatéria 1L-10 (figura 6.26), em comparacdo com 0
controlo e com MSNs n&o funcionalizados.

Em suma, confirma-se o efeito imunomodelador das proteinas que mimetizam as
vesiculas extracelulares. Comparativamente as vesiculas extracelulares da Mycobacterium

tuberculosis, 0s nanosistemas alcancaram uma inducéo de citocinas equitativa. 11°
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Figura 6.25- Niveis de citocina pré-inflamatéria que pertence a superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF) por
macréfagos RAW 264, comparando o controlo com MSNs sem funcionalizagdo e LPS ( controlo positivo) (adaptado de 16).
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Figura 6.26- Niveis de interleucina por macréfagos RAW 264, comparando o controlo com MSNs sem funcionalizacéo e
LPS (controlo positivo) (adaptado de 116),
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6.3. Uso de nanoparticulas de silica para diagnostico

Um diagndstico precoce proporciona um tratamento eficaz e bem-sucedido. O uso de
nanoparticulas na area do diagnostico pode ser util para ajudar a superar muitas das limitagdes
técnicas atuais. E importante ressalvar que o diagndstico no processo terapéutico é crucial para
articular um direcionamento do tratamento durante a terapéutica.

Devido as caracteristicas das nanoparticulas de silica existe a possibilidade de introduzir
diversos tipos de moléculas, incluindo moléculas fluorescentes ou agentes de imagem de
ressonancia magnética, originando sistemas promissores para o desenvolvimento de agentes de
contraste de bioimagem com alta estabilidade e seletividade. 1*°

Além da aptiddo que as nanoparticulas tém para serem usadas na terapéutica, também
podem ser uteis em diversas técnicas de imagem incluindo imagem otica, ressonancia
magnética, tomografia por emissdo de positrdes, tomografia computorizada ou ultrassons, tal

como se demonstra na figura 6.27.11°

Imagem optica

Tomografia por emissio de positroes

4 l 3 J
.

lTomograﬁa computadorizada

Figura 6.27- Diversas técnicas de imagem (imagem oOtica, imagem por ressonancia magnética (MRI), tomografia por emissdo
de positrées (PET), tomografia computarizada (TC), ultrassom) usando nanoparticulas de silica mesoporosa (adaptado de 9

Como referido em capitulos precedentes, a superficie das nanoparticulas de silica pode
ser facilmente ajustada e funcionalizada com diferentes grupos organicos, figura 6.28, e
conjugada com diversas biomoléculas como anticorpos monoclonais, proteinas ou acidos
nucleicos. No entanto, a conjugacdo com biomoléculas a fim de obter um efeito terapéutico néo
¢ a sua Unica finalidade. As nanoparticulas podem ser conjugadas com um material

luminescente permitindo o seu uso em diagndstico. *°
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Com o desenvolvimento do conhecimento acerca da area do diagndstico e terapéutica,
tem sido possivel a preparacdo de nanosistemas com elevado potencial para terandstica
baseados em nanoparticulas. Esses nanosistemas co-entregam agentes terapéuticos, bem como

agentes de imagem.'%

Molécula

fluorescente
\ "_ Nanovalvulas

Nicleo metélico ou
magnético

Modificagao da
superficie

Férmaco

Figura 6.28- Nanoparticula de silica mesoporosa com diversas funcionalidades para aplicacdo em teranostica (adaptado de
121).

Como as nanoparticulas sdo emissoras de luz, podem ser usadas para técnicas de
imagem, inclusivamente técnicas que necessitem do uso de corantes fluorescentes. Uma das
desvantagens dos corantes organicos ou inorganicos € o facto de estes serem hidrofébicos logo
incompativeis com o meio aquoso. Para combater estes obstaculos uma solucéo vidvel é o
aprisionamento dos mesmos em nanoparticulas, sendo que o material aprisionado estara
protegido do meio aquoso, permitindo assim a sua utilizacdo em técnicas de imagem. 120122

As técnicas de imagem de fluorescéncia surgiram como uma das ferramentas mais
poderosas para visualizacdo ndo invasiva de processos biolégicos no contexto de um sistema
vivo em tempo real com alta resolugé@o temporal e espacial.

A silica é um dos materiais com capacidade para fornecer todos 0s recursos necessarios
para aplicacdes diagnosticas e teranosticas eficazes, pelo que as nanoparticulas sdo uma
plataforma util que permite uma multifuncionalizagéo.??

Nas seccdes seguintes apresentam-se alguns dos muitos exemplos de estudos de
nanosistemas desenvolvidos para imagiologia e em que a nanoparticulas de silica desempenham

um papel fundamental.

6.3.1. Imagem otica
A imagem Gtica é uma técnica de imagem altamente sensivel e ndo invasiva. Esta técnica

possibilita a utilizagdo de corantes orgénicos fluorescentes e nanoparticulas inorganicas
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fluorescentes que se encontram numa faixa do espectro a partir do visivel até ao infravermelho
proximo. Além da alta sensibilidade, a imagem Gtica também possui alta resolucdo, sendo
possivel corroborar a eficiéncia da técnica com a particularidade de ser bastante econdmica.
Estas caracteristicas tornam a imagem Otica complementar a outras técnicas de bioimagem,
como a ressonancia magnética ou a tomografia computarizada.®

A imagem Otica, mais propriamente, a imagem de fluorescéncia no visivel e
infravermelho proximo (650-900 nm), fornece uma plataforma inovadora e altamente versatil
para imagens moleculares in vivo ndo invasivas.!?® Esta técnica de imagem utiliza uma
variedade de plataformas alvo, incluindo as nanoparticulas, proporcionando maior
versatilidade. Para 0 seu uso é necessario empregar agentes de contraste biocompativeis. Os
materiais luminescentes sdo amplamente aplicados devido as suas propriedades 6pticas.!?

Um material luminescente € um material sélido que converte certos tipos de energia em
radiacdo eletromagnética além da radiacdo térmica. Estes materiais sdo constituidos por uma
matriz hospedeira e um ativador, sendo a funcdo do ativador absorver a energia que provoca a
subida para um estado excitado que entdo retorna ao estado fundamental por emissdo de
radiacdo. A funcdo de uma matriz hospedeira é absorver a radiacdo incidente transferindo-a
para o ativador. 1?°

Técnicas de imagem baseadas em processos de luminescéncia sdo ferramentas
bioanaliticas que possibilitam o seu uso em ensaios quantitativos, como sejam a detecédo
simultanea de um analito em véarias amostras ou analitos diferentes na mesma amostra. Permite
também analisar a distribuicdo espacial de uma molécula, incluindo a avaliacdo in vivo de
processos bioldgicos e patoldgicos.?®

Os métodos designados por luminescéncia molecular mais correntes em analise quimica

sdo: a fluorescéncia, a fosforescéncia e a quimioluminescéncia, figura 6.29. 1%°
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Figura 6.29- Diagrama de Perrin-Jablonski (adaptado de %7 ).
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Os materiais luminescentes sdo pouco biocompativeis e altamente toxicos. Para permitir
0 Seu uso € necessario alterar as suas caracteristicas de modo a satisfazer os requisitos. Uma
das formas de possibilitar o seu uso € através de transporte por um sistema com uma matriz
compativel. A silica € a matriz ideal para melhorar as propriedades dos materiais luminescentes
devido as suas caracteristicas, possibilita a integracdo de um ou mais nanomateriais através de
diferentes processos originando nanosistemas multifuncionais.?

Moléculas corantes com um grupo funcional isotiocianato, por exemplo FITC séo
moléculas luminescentes organicas relevantes. Para proporcionar uma estabilidade,
seletividade e biocompatibilidade, A. Van Blaaderen et al.'?® sintetizaram esferas de silica
coloidal contendo um corante. Inicialmente, o FITC foi ligado a um agente de acoplamento, (3-
aminopropril) trietoxisilano (APTES) e posteriormente o APTES foi usado para a sintese de
silica coloidal por hidrolise e condensacdo do TEOS.

No entanto, este método para formar nanosistemas para uso em técnicas de imagem tem
diversas desvantagens, entre elas o facto de ser necessario uma quantidade excessiva de APTES
para proporcionar a ligacdo, sendo que ao ser necessario uma quantidade excessiva afeta
adversamente a uniformidade das particulas.

Além disso, contrariamente a ambientes com condic¢des de pH acidos, a presenca de
grupos amina primarios torna-se problematico em ambientes com condic6es neutras e basicas,
levando a precipitacéo.

Para ultrapassar este problema, Shin-Woo Ha et al.'* desenvolveu um novo método
sintético para preparar nanoparticulas de silica fluorescente sem necessidade de usar APTES.

Para tal, os acidos carboxilicos existentes em moléculas corantes foram desprotonados
com uma base em dimetilformamida (DMF) e tratados com iodeto de alilo. Os grupos terminais
alilo foram convertidos em grupos trialcoxisililo por reacéo de hidrosilacdo com trimetosilano

na presenca de catalisador Pt/c, tal como descrito na figura 6.30.

O COOH L O COOR; ﬂ__ O COOR;
= RS RS
HOOO R1OOO RZOOO

Figura 6.30- Derivatizagdo de corantes organicos para incorporacdo em matrizes de silica. (i) iodeto de alilo, Cs2COs, DMF;
(ii) trimetosilano, Pt/C, metanol; R1 = -CH2-CH==CH2, R2 = —(CH2)3Si (OMe)3, R3 = —(CH2)3Si(OEt)s (adaptado de 3°).
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O facto de nédo estar presente qualquer grupo amina terminal torna o nanosistema
altamente dispersivel em etanol e &gua em pH acido a basico, contrariamente a moléculas de

corante isotiocianato que se encontram ligadas a APTES, tal como indica a figura 6.31.

pH =6 pH=7

e g

Figura 6.31- a) e b) SiO2 precipitado preparado pelo método conjugado FITC-APTES; c) e d) SIO2 disperso preparado por
uma modificacdo direta da molécula de fluoresceina como descrito na imagem 35.130

Além do método anteriormente descrito, existe a possibilidade de incorporar os corantes
em nanoparticulas sintetizadas de acordo com os métodos descritos no capitulo anterior,
nomeadamente, incorporar em nanoparticulas obtidas através do processo sol-gel, em
nanoparticulas ntcleo-involucro, ou em nanoparticulas magnéticas revestidas por silica.**°
Uma vez que existem diversos métodos para sintetizar nanoparticulas de silica passiveis de
incorporar o corante, estes nanosistemas tornam-se uma mais-valia na area do diagnéstico. Sdo
capacitados para originar um sistema luminescente estavel ao pH e com maior intensidade de
fluorescéncia, tal facto foi comprovado por Long Jiao et al.’*' Neste trabalho, os autores
analisaram quatro corantes de aminocianina. Sendo estes corantes pertencentes & familia das
cianinas, apesar de serem compostos organicos, sao considerados corantes sintéticos devido a
sua ampla faixa espectral (absorcao e emissdo).

O uso das cianinas torna-se vantajoso devido a sua capacidade de emitir radiacao intensa
e fortemente fluorescente. Possuem um alto coeficiente de extingdo molar (s ~ 105 Mlcm™) e
todas as suas propriedades oticas tornam-nas capacitadas para gerar corantes que absorvem luz
com alta efetividade na regido de comprimentos de onda maiores que 600 nm, 32133

Os autores carregaram as nanoparticulas de silica com estes corantes através do método

de microemulsdo reversa, diferindo o método de ligacdo. Os corantes 1-Si, 3-Si e 4-Si
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continham um trietoxissilano, dois trietoxissilano e trés trietoxissilanos, respetivamente, como
grupos funcionais de ancoragem entre a silica e o corante.

Analisando a figura 6.32 é percetivel que os corantes fluorescentes encapsulados em
nanoparticulas de silica (FSNPs) possuem uma maior intensidade de fluorescéncia
comparativamente aos seus corantes livres. Estes sdo uma mais-valia na utilizacdo em técnicas
de imagem, demonstrando a sua bioestabilidade e favoravel ligacdo covalente. Anteriormente,
diversos autores, testaram a possibilidade de incorporar os corantes de aminocianina através de
ligacGes ndo covalentes, no entanto, a libertacdo completa do corante foi imediata o que

prejudicou o sinal. 3t

Intensidade da fluorescéncia

F5MP-1 Corante livre 1 FSNP-3 Corante livre 3 FSNP-4 Corante livre 4

Figura 6.32- Comparagéo da intensidade da fluorescéncia entre FSNPS’s e os seus respetivos corantes livres (adaptado de
131),

Relativamente a fotoestabilidade, através de testes in vivo em ratos foi possivel
compreender que quantos mais sitios de ancoragem entre as nanoparticulas e 0s corantes maior
a sua fotoestabilidade. A figura 6.33 compara o sinal dado por FSNP-1 (corante fluorescente
em nanoparticulas-1) e FSNP-4 sendo notdrio que, além de possuir uma maior intensidade de

fluorescéncia, também se mantém durante mais tempo. 3!
4
& G

Figura 6.33- Resultados ao longo do tempo da fotoestabilidade in vivo ap6s injegao subcutanea de a) FSNP-1 e b) FSNP-4
em ratos. 3!
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Todavia, os corantes possuem limitagdes como por exemplo, 0 aumento da
fluorescéncia ndo ser consistente com o aumento da concentragdo. Andrew Burns et al.!3
tentaram colmatar o problema que persistia no uso de corantes para diagnostico: estes apenas
poderem ser utilizados para diagndstico qualitativo.

Para determinar a concentracdo do analito independentemente da concentracdo do
sensor, 0s autores integraram os corantes através de ligagdo covalente a uma matriz de silica
derivada do processo sol-gel.

Tirando partido das nanoparticulas ndcleo-involucro, os autores incorporaram um corante
de referéncia, isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC), no interior do nucleo, o qual é
envolvido por um invdlucro de silica ligado covalentemente a um corante sensor, fluoresceina,

na forma de isotiocianato de fluoresceina, figura 6.34.

Figura 6.34- Nanoparticula ntcleo-invélucro composta por dois corantes ligados covalentemente a silica.*3*

Como referido precedentemente, o involucro de silica tem como mais valia ser
facilmente funcionalizavel, possibilitando ser direcionado biologicamente. No caso especifico
da sua utilizacdo na area do diagnostico, os autores pretenderam estudar quais sdo as vantagens
em se usar simultaneamente dois tipos de corantes, um corante de referéncia e um corante
sensor. 134

Segundo a IUPAC, existem dois tipos de sensores, sendo de nosso interesse, 0 sensor
qguimico. Um sensor quimico tem capacidade para transformar a informacdo quimica,
dependente da concentracdo, num sinal analitico mensuravel. Os sensores Gticos, pertencentes
aos sensores quimicos, fornecem uma resposta otica seja ela fluorescéncia, fosforescéncia ou
luminescéncia, em funcdo da concentracdo de analito na amostra. Assim, um corante sensor
possibilita ndo s6 a detegdo qualitativa, mas também quantitativa.t3413

O FITC, localizado no involucro, encontra-se ligado a uma matriz de silica
funcionalizada. A matriz de silica tem como objetivo proteger o corante sensor de interagdes
com proteinas ou outras moléculas que podem interferir com a técnica de imagem. Como o
corante sensor se encontra ligado covalentemente ao invélucro, além de ndo existir o risco de

dispersdo completa, também proporciona uma maior area de superficie. 13
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Para testar in vivo, 0s autores implementaram os nanosistemas a fim de compreender
como se comportam, em células RBL-2H3. Estas células sdo uma linhagem celular de leucemia
basofilica isolada e clonada em 1978.1%¢ As particulas foram observadas por microscopia

confocal e foi percetivel a sua presenca, em diferente intensidade, em zonas com pH entre 5,1

a 6,6 tal como indica a figura 6.35.1%

TRITC corante referéncia

FITC Corante sensor

Figura 6.35- Imagens obtidas por microscopia confocal a) corante referéncia; b) corante sensor; c) fluorescéncia sobreposta
de FITC e TRITC; d) Alteragdo da intensidade da fluorescéncia de acordo com o pH (adaptado de 134).

Neste caso, 0 nanosistema ao ter uma arquitetura ndcleo-invélucro permite uma
maximizacdo da area de superficie. Estando o corante de referéncia envolvido com o involucro
evita que haja qualquer dispersdo. As nanoparticulas nucleo-invélucro com o corante de
referéncia incorporado estdo em conformidade com o objetivo do estudo: indicar a localizacéo
bem como a concentracdo e atuar como padréo interno para medi¢do de pH, alterando a

intensidade da fluorescéncia de acordo com o pH. 3

6.3.2. Imagem por ressonancia magnética

A ressonancia magnética é uma técnica nao invasiva. A sua utilizacdo envolve um forte
campo magnético e ondas de radio de muito alta frequéncia, com o objetivo de produzir
imagens de alta resolucdo. A imagem molecular por ressonancia magnética pode fornecer
informagdes anatdémicas, funcionais e moleculares. 3’

A ressonancia magnética é uma propriedade fisica que ocorre quando os nucleos de

certos elementos sdo submetidos a um campo magnético forte e sdo excitados por ondas radio
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em determinada frequéncia. Posteriormente emitem um sinal que é transformado em
imagem. 138

Para se realizar esta técnica de imagem, é necessario ter uma fonte de prot@es, figura
6.36, existente nos nucleos dos atomos de hidrogénio. Os atomos de hidrogenio estdo presentes

em grande quantidade no corpo humano (maioritariamente associados a moléculas de agua). 13

N

S

Figura 6.36- Protdo, atua como um pequeno magneto girando em torno do seu eixo (adaptado de 38),

Estes protdes presentes no corpo estdo em condi¢des normais sem aplicacdo de campo
magnético externo, orientados de forma aleat6ria, como demonstra a figura 6.37. Quando s&o
expostos a um campo magnético forte (B0), a maioria dos protdes alinha-se de acordo com o
campo magnético.'3®

Sem aplicagdo de
campo magnético
externo

B
‘:: 4*%#‘
SOl RAA

Figura 6.37- Aplicacdo de um campo magnético forte a fim de orientar os protdes (adaptado de %8).

Com aplicagio de campo
magnético externo

A orientacdo do momento magnético dos protdes, de acordo com 0 campo magnético
externo ou em oposicao a este, resulta em dois niveis energéticos cuja diferenca de energia é tanto
maior quanto maior for a magnitude do campo externo. A inversdo da populacdo destes niveis
energeticos, ou seja, a excitacdo para o nivel energético mais elevado é efetuada com recurso a
pulsos de radiacéo eletromagnética. Para tal, € aplicada uma frequéncia na regido das ondas de
radio e cuja energia corresponde exatamente a diferenca de energia entre os dois niveis
energéticos. A relaxagdo para o estado inicial, em que na maioria dos momentos magnéticos

individuais esta alinhada com o campo magnético, ocorre por diversos mecanismos. A detecao
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da forma e do tempo de relaxacdo permite a obtencdo de um sinal que é depois processado por
meios informaticos e transformado numa imagem. ¥

Diversos parametros podem ser controlados de modo a obter uma imagem adequada. A
natureza, nimero, tempo de pulso e o nimero de ciclos sdo alguns dos parametros que podem ser
controlados pelo operador do equipamento. De uma maneira geral, a imagem obtida por
ressonancia magnética depende da quantidade de protdes. Quanto maior for a sua quantidade num
determinado tecido mais clara sera a imagem, contrariamente a um tecido com poucos protdes
para o0 qual se obterd uma imagem mais escura. Assim, cada tecido pode ser diferenciado de
acordo com a quantidade de protdes que possui.t38139

Embora a diferenciacdo dos tecidos seja, na maior parte das vezes, obtida pela diferente
guantidade de protdes e sequéncia adequada de pulsos, muitas situaces beneficiam do uso de
agentes que permitem aumentar o contraste entres diversos tecidos, 6rgaos ou outras estruturas
organicas. Estes agentes atuam modificando o tempo de relaxacdo dos protdes na sua vizinhanca
proxima (tempo de relaxago longitudinal, T1, e/ou tempo de relaxacao transverso T,).1% Devido
a sua alta sensibilidade e detetabilidade, diversos quelatos soltveis de gadolinio (Gd**) s&o os
agentes de contraste T1 preferenciais para aplicacGes clinicas de ressonancia magnética.
Atualmente estdo em uso clinico diversas moléculas desta familia como sejam o Gd-DOTA
(Dotarem®), 0 Gd-DTPA (Magnevist®), o Gd-DTPA-BMA (Omniscan®) ou 0 Gd-BOPTA
(Multihance®). A escolha do ligando depende do objetivo da analise, podendo ser utilizados
ligandos mais ou menos polares ou com outra particularidade que condicione a sua
farmacocinética. Em alguns casos a rapida filtragio renal limita a sensibilidade.*°

Zhongtao Li et al.'*! estudaram a possibilidade de incorporar 6xido de gadolinio
(Gd203), material de contraste T1, em nanoparticulas de silica mesoporosa. Esta incorporacéo
em MSNSs, evitou uma libertacdo precoce de Gd**, logo aumentou o tempo em circulacio
sanguinea, permitindo uma melhoria no desempenho da ressonancia magnética.

A figura 6.38A mostra a diferenca no tempo de relaxamento, dependendo este da
concentracdo de gadolinio, denotando-se um aumento significativo quando o gadolinio €
incorporado em nanoparticulas de silica. A figura 6.38B mostra as imagens in vitro usando Gd-
DTPA e Gd203@MSN com gadolinio em diferentes concentracdes. E possivel observar um
aumento significativo de brilho quando este agente é incorporado em nanoparticulas de silica
comparativamente a Gd-DTPA.
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Figura 6.38- Grafico A apresenta a concentracao vs tempo de relaxamento T1 comparando Gd-DTPA e Gd203 incorporado
em nanoparticulas de silica mesoporosa; Imagem B compara o brilho de imagem dado por Gd-DTPA (esquerda)
comparativamente a Gd203 incorporado em nanoparticulas de silica. (adaptado de 41).

Os autores concluiram que a utilizacdo de um nanosistema para incorporar Gd2Os
provocou um aumento de contraste T1 devido a estrutura geométrica das nanoparticulas de
silica que impede a sua libertacdo precoce. Além disso, pode-se obter mais ou menos brilho de
acordo com a concentracdo de gadolinio presente nas nanoparticulas. A capacidade e
viabilidade de incorporagéo de agentes de contraste em nanoparticulas € uma possibilidade para
no futuro se expandir o potencial destas nanoparticulas usando-as para ressonancia
magnética.}*! Além disso, existe a possibilidade de combinar as técnicas de ressonancia
magnética nuclear e a espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS), podendo ser utilizados
para imagens pré-operatorias e intra-operatorias, respetivamente. 142

A combinacdo das técnicas é possivel devido ao uso concomitante de agentes de
contraste baseado em Gd com outros agentes. Neste sentido, Parvesh Sharma et al. 43
elaboraram nanosistemas compostos ndo s6 por Gd*" incorporado em silica, mas ICG
encapsulado no seu interior.

O verde de indocianina, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1959,
foi inicialmente usado para avaliar a funcdo hepética intraoperatoria e posteriormente para
avaliar a fungdo cardioldgica. Atualmente, é utilizado como agente de contraste 6tico em
angiografia oftalmica, neurocirurgia, para localizar tumores e metastases, para mapeamento
linfatico por administragdo subcutanea ou intradérmica, entre outros. 144

ICG possui baixa toxicidade o que é bastante vantajoso, no entanto, tem varias
limitacbes como o seu curto tempo de semi-vida, baixa estabilidade, facilidade em agregar
devido a sua fécil ligacdo a proteinas. Além disso, a sua estrutura quimica nao possibilita
reacfes de conjugacdo vantajosas com anticorpos e outras moléculas de direcionamento

cruciais para obtencio de uma boa bioimagem. 4
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Para colmatar a sua baixa estabilidade quimica e fotoestabilidade em condigdes aquosas
e bésicas, diversos autores estudaram a possibilidade de os corantes poderem ser encapsulados
para protegé-los contra processos de degradacdo. Para viabilizar esta encapsulacdo, Parvesh
Sharma et al.}** modificaram a estrutura da molécula do corante, através de uma interacio
eletrostatica entre catides de bario divalentes adicionados com os grupos sulfonato existentes
na molécula do corante ICG, figura 6.39. Esta interacdo modifica as propriedades fisico-

quimicas e ajuda na encapsulacdo e viabilizacdo do corante nas nanoparticulas.

Figura 6.39- Molécula do corante verde de indocianina (ICG) 145,

Ao encapsular o corante ICG em nanoparticulas de silica e modificando 0s seus grupos,
verifica-se um aumento da estabilidade e da intensidade da fluorescéncia comparativamente a

um ICG néo incorporado em nanoparticulas, figura 6.40. 14
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Figura 6.40- Comparacdo da intensidade de fluorescéncia entre o corante ICG e o corante ICG incorporado em
nanoparticulas de silica (adaptado de 143).
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Além do uso em NIR, a estratégia de sintese permitiu também o seu uso para imagens
por ressonancia magnetica, através da adicdo de moléculas quelantes a superficie das particulas
e posterior incorporacio de Gd**, tornando-as capacitadas para RM.

Em comparacdo com o0s agentes de contraste disponiveis comercialmente, as
nanoparticulas de silica com ICG encapsulado no seu interior e Gd** no seu revestimento exibiu

relaxividades mais altas, figura 6.41, para 0 mesmo campo magnético de 4,7 T. Superou a baixa

sensibilidade existente em agentes de contraste comerciais, logo ndo € necessaria uma
143

concentracgdo tdo alta dos mesmos para proporcionar 0s mesmos resultados.

Figura 6.41- A) Tempo de relaxamento T1 esquerda (imagens de controlo), direita (ICG encapsulada em NPs com Gd3+
quelado); B) Tempo de relaxamento T2 esquerda(imagens de controlo), direita ICG encapsulada em NPs com Gd3+ quelado)
(adaptado de 143),

6.3.3. Tomografia por emisséo de positroes

Tomografia por emissdo de positrdes (PET) € uma técnica de diagnostico na qual a
imagem se obtém através da distribuicdo de um radiofarmaco no organismo. Esta técnica é (til
para investigacbes clinicas e pré-clinicas de varias patologias devido a sua excelente
sensibilidade. Os radiofarmacos sdao marcados por is6topos radioativos, como halogénios
radioativos (F-18; Br-76, 77; 1-124), carbono -11 e metais radioativos (Ga-68, Cu-64). 146

O radiofarmaco concentra-se em tecidos de acordo com as suas caracteristicas,
libertando positrdes por decaimento do radioisétopo. Estes positrdes quando libertados colidem
imediatamente com eletrGes e a massa de ambos transforma-se em dois fotGes de radiacdo y
que sdo projetados em sentidos opostos. O equipamento deteta externamente estes fotdes e

produz uma imagem.146:147
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A imagem produzida pelo equipamento ndo apresenta uma definicdo anatomica rica em
detalhes. Para produzir uma imagem detalhada, é usual existir uma correlagdo com tomografia
computorizada (CT) para uma interpretagio conjunta (PET-CT).148

Santiago Rojas et al.'* utilizaram o radioisotopo ®F (flior-18), dado que este
radioisétopo tem as caracteristicas necessarias para ser incorporado em nanoparticulas de silica
sem alterar as suas propriedades quimicas, aumentando a sua especificidade. Os autores
funcionalizaram a silica coloidal com 3-aminopropiltrietoxissilano, atraves de ligacédo
covalente entre grupos OH da silica e grupo amino do 3-aminopropiltrietoxisilano.

As nanoparticulas de silica mesoporosa funcionalizadas com grupos amino tornaram-se
capazes de reagir com N-succinimidil 4-[*®F]fluorobenzoato marcado isotopicamente com éF-

SFB, figura 6.42, permitindo identificar a biodistribuicdo destes nanosistemas.
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Figura 6.42- Funcionalizacdo da silica mesoporosa, primeiramente com 3-aminoproprieltrietoxissilano a fim de ancorar
posteriormente o is6topo 18F. 149

Os autores avaliaram a distribuicdo farmacocinética destes nanosistemas e concluiram
gue as nanoparticulas acumulam-se nos 6rgédos do sistema reticuloendotelial por fagocitose, na
rede capilar dos pulmdes por aprisionamento vascular e sdo excretadas na bilis e na urina.
Devido a esse acimulo, a biodisponibilidade plasmética é baixa.

Comparativamente com metodologias anteriores, 0s autores conseguiram uma
funcionalizacdo mais eficaz e facilitada, visto que as metodologias anteriores exigiam
condicdes mais drésticas para funcionalizar diretamente a silica com o is6topo 8F. 149

Existem inimeros radiofarmacos, no entanto, alguns ndo podem ser utilizados para
diagndstico clinico como por exemplo o sddio-22 (?Na). O sodio-22 ¢ um is6topo artificial
com tempo de meia-vida de 2,6 anos, sendo por isso inutil por si s6 para aplicacdes biomédicas.
Para viabilizar a sua utilizacdo em aplicagdes pré-clinicas, foi incorporado em nanosistemas
biocompativeis de modo a otimizar a sua biodistribuicdo e eliminagéo, controlando o tamanho,

revestimento de superficie e carga destes nanosistemas. *°
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Achraf Al Faraj et al.® testaram a viabilidade e efetividade de nanoparticulas de silica
mesoporosa com o isétopo incorporado. Apds injecdo intravenosa obtiveram-se imagens PET

n&o invasivas, permitindo comparar ?2Na livre com ??Na em nanoparticulas (figura 6.43).
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Figura 6.43- A) Nanoparticulas de silica mesoporosa com ??Na incorporado comparativamente a B) ??Na livre. (adaptado de
150 )

Os nanosistemas com 22Na foram detetados no figado e em menor extensdo no bago,
rim e pulm&o. A quantificagdo do teor de silica na urina e nas fezes revelou que os SiNPs
acumulados nos érgdos foram eliminados do corpo num periodo de 2 semanas e completamente
em 1 més, contrariamente ao s6dio-22 livre (sem estar incorporado em nanoparticulas, b)). As
avaliacOes de biocompatibilidade feitas pelos autores tinham como objetivo avaliar se existia
dano no ADN ou indugdo de stress oxidativo, sendo que oS nanosistemas demonstraram
seguranca para aplicac@es pré-clinicas.

A medicina de diagnostico dispde de numerosas técnicas de imagem passiveis de serem
combinadas. A combinacdo de PET e RMN, junta as mais-valias de cada uma das técnicas,
sendo que a imagiologia PET possui alta sensibilidade, porém tem baixa resolucdo espacial, ja
a RMN fornece imagens com alta resolugdo espacial, apresentando, no entanto, baixa
sensibilidade. !

Elham Sattarzadeh et al.*! entre outros autores *2, combinaram PET e RM a fim de
obter um diagnéstico exato com alta sensibilidade e resolucdo. Para tal, revestiram as
nanoparticulas de silica com um agente quelante que se liga simultaneamente a nanoparticula e

ao radioisétopo.
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6.3.4. Ultrassonografia

A ultrassonografia ou ecografia, € uma técnica de imagem que utiliza ultrassons para
avaliar as estruturas anatémicas do nosso organismo. Esta técnica é amplamente utilizada no
diagndstico do cancro da mama e para localiza¢do intraoperat6ria em tempo real de tumores
localizados na mama. %3

A ultrassonografia € uma técnica bastante utilizada devido a sua seguranca e baixo custo.
Além disso, destaca-se de outras técnicas devido a capacidade de obtencdo de imagem em
tempo real. 1

Também neste caso, para melhorar a resolucdo das imagens de ultrassons existe a
possibilidade de utilizar agentes de contraste. ** Um dos agentes passiveis de serem utilizados
sdo microbolhas de gas encapsuladas em proteinas ou transportadores lipossomais, no entanto,
embora possam melhorar a razdo sinal-ruido das imagens obtidas, possuem fraca estabilidade
e apresentam uma grande dimens@o, 0 que restringe a circulacdo e consequentemente o
direcionamento para o tecido alvo. **®

Sabendo que o tamanho micrométrico seria uma grande desvantagem, uma estratégia
apresentada por diversos autores incluindo Jean-Marie Gorce et al. ™ seria produzir
nanobolhas. No entanto, o resultado foi ainda pior, demonstrando um tempo de semi-vida
menor e uma menor capacidade de contraste 0 que ndo contribui para a ecogenicidade em
frequéncias de ultrassom.

Para ultrapassar estes constrangimentos, foi necessario o desenvolvimento de
precursores de bolhas em nanoescala com capacidade de conversdo em microbolhas in situ
aquando da exposicio a um estimulo. Assim, Qiaofeng Jin et al.*®" estudaram a possibilidade
de se modificar a hidrofobicidade de diversas nanoparticulas de silica mesoporosa para este
efeito. Foi possivel concluir que as nanoparticulas superhidrofébicas e porosas (F-MSN) sdo o
agente de contraste mais favoravel para obtengdo de imagens por ultrassom, comparativamente
a nanoparticulas superhidrofébicas sem porosidade (F-SS) ou nanoparticulas mesoporosas
hidrofobicas sem a capacidade de superhidrofobicidade (MSN) (figura 6.44). Com F-MSN
obteve-se um maior contraste, bem como um tempo de semi-vida de 30 minutos, sendo bastante
relevante comparativamente a microbolhas que possuem um tempo de semi-vida de 5 minutos.
Assim, a estimulagdo por ultrassons em nanoparticulas de silica mesoporosa superhidrofébicas

pode resultar num agente de contraste promissor.
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Figura 6.44- Comparacéo da intensidade das imagens capturadas usando um sistema de ultrassom Philips CX50, sendo F-
MSN (silica mesoporosa superhidrofébica), F-SS (silica superhidrofébica ndo porosa), MSN (silica mesoporosa), (adaptado
de 157).

Atualmente, os agentes de contraste em fase gasosa sdo ideais para realce de contraste
em sistemas dindmicos, como fluxo cardiovascular, e as nanoparticulas de silica mesoporosa
podem ser mais eficazes em sistemas estaticos, como ambientes tumorais locais. Alexander
Liberman et al.’>® mostraram que as nanoparticulas de silica com boro incorporado e preenchida
com gas tém uma vida Util relativamente longa in vivo e podem ser injetadas até 24 h antes da
ressecacao para orientacdo intraoperatdria, permitindo maior flexibilidade durante a cirurgia.

Além da capacidade da silica mesoporosa para obtencdo de imagens por ultrassons, esta
pode ser usada para terandstica, visto que pode concomitantemente incorporar um farmaco (por
exemplo um anticorpo monoclonal, trastuzumab,) e isotiocianato de fluoresceina (o corante
mais utilizado na marcacdo por conjugacdo de anticorpos). O seu uso para terandstica foi
comprovado por Andrew Milgroom et al.*> através de ensaios in vivo, os quais demonstraram

que a ligacéo foi bem-sucedida entre MSN-Herceptina e as células cancerigenas HER?*.
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7. Toxicidade das nanoparticulas

Foi no século XVII, que um farmaco foi proscrito pela primeira vez devido a sua
toxicidade. O aumento do conhecimento e dos ensaios toxicologicos tem vindo ao encontro do
que Paracelso afirmava “Todas as substancias sdo toxicas. Nao ha nenhuma que néo seja toxica.
A dose estabelece a diferenga entre um toxico e um medicamento”. O medicamento pode ter o
seu efeito alterado dependendo do individuo que o toma, da dose administrada e das interacdes
concomitantes, 160161

Nos Ultimos anos, a possibilidade de as nanoparticulas poderem carregar e entregar
farmacos tem despertado bastante interesse. Como referido em capitulos precedentes, este
carregamento possibilita uma maior eficacia, bem como uma reducéo da toxicidade do farmaco
incorporado. Todavia, aquando da avaliacdo toxicoldgica, todo o nanosistema devera ser
investigado pelo que, para se determinar a toxicidade das nanoparticulas, é necessaria uma
avaliagio n&o s6 do farmaco, mas também da nanoparticula. 162163

Todas as nanoparticulas podem provocar efeitos toxicolégicos semelhantes as particulas
“tradicionais” de maior dimensdo como por exemplo, inflamagdo, cancro do pulméo, entre
outros. No entanto, devido as suas dimensdes, os efeitos podem ser mais exacerbados pois
possuem uma maior area de superficie. Estes efeitos incluem entre outros, danos mitocondriais

e danos cardiovasculares.®?

7.1. Toxicidade das nanoparticulas de silica

Em 1997, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC) da Organizacéo
Mundial de Saude, apds anos de investigacdo, confirmou a relacdo entre a exposicdo a silica
cristalina através de inalacdo em ambientes ocupacionais e 0 aparecimento de silicose, doenca
pulmonar e cancro do pulmao, ja anteriormente confirmado em animais. 64

Por outro lado, a silica amorfa aprovada pela FDA ¢ geralmente considerada segura
visto que a sua exposicdo através de inalagdo ou ingestdo apresenta um risco minimo para a
salde. Nesta época foi possivel inferir que possivelmente o potencial toxico da silica poderia
advir do facto da mesma se apresentar na forma cristalina.

Mais recentemente, e devido a progressdo continua da nanotecnologia, Francesco Turci
et al. 1% concluiram que as nanoparticulas de silica amorfa podem ser tdo reativas quanto
particulas cristalinas. Os autores verificaram que a toxicidade da silica ndo depende

exclusivamente da sua forma (amorfa ou cristalina) mas sim da interacdo das nanoparticulas de
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silica com biomoléculas e células dentro do sistema respiratdrio, sendo que esta interacdo
depende das caracteristicas fisico-quimicas das particulas.

Como “a dose faz o veneno”, a toxicidade da silica depende da sua dose. Segundo Jeng-
Sheng Chang et al.'% as nanoparticulas de silica sdo toxicas em altas dosagens. Se as células
forem expostas a uma alta dosagem existe, por consequéncia, uma reducdo da proliferagéo
celular e um aumento de lactato desidrogenase (LDH) sendo indicativo de danos na membrana
celular. Porém, os autores também concluiram que a possibilidade de funcionalizacdo das
nanoparticulas de silica por exemplo, alterando a superficie com aminosilanos, permite maior
seguranca e baixa ou nenhuma toxicidade.

Weisheng Lin et al.*®” investigaram a citotoxicidade das nanoparticulas de silica usando
como controlo positivo silica cristalina (Min-U-Sil 5) em células derivadas de carcinoma
broncoalveolar. As nanoparticulas de silica mostraram-se mais citotoxicas que o controlo,

diminuindo a viabilidade celular especialmente em altas dosagens, como indica a figura 7.1.
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Figura 7.1- Viabilidade das células derivadas do carcionoma broncoalveolar humano dependendo da dosagem,
comparativamente & exposicdo a silica cristalina (Min-U-Sil-5) sendo este usado como controlo positivo. (adaptado de 67).

Os autores concluiram que a exposi¢do das células as nanoparticulas de silica aumenta
0 numero de espécies reativas de oxigénio, o que provoca um aumento do stress oxidativo.
Houve ainda uma correlacdo entre o aumento de LDH e a diminuicdo da viabilidade celular,
como consequéncia da rutura da membrana.

O aumento das espécies reativas de oxigénio devido a exposicao a silica é ainda um
mecanismo ndo explicado. Porém, sabe-se que 0 aumento das mesmas provoca stress oxidativo

e consequentemente, apds uma serie de processos provoca cancro, como descrito na figura 7.2.
168
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Figura 7.2- Formag&o de espécies reativas de oxigénio induzida por silica e o seu papel na carcinogénese. (adaptado de 68).

Dependendo dos diferentes métodos para produzir nanoparticulas de silica com
diferentes propriedades fisico-quimicas, também estas possuem diferente capacidade para
provocar efeitos nas células. Relativamente a aptiddo para provocar toxicidade nas células
sanguineas, Lin Feng et al.'® concluiram que as nanoparticulas de silica coloidal induzem o
stress oxidativo o que provoca agregacdo das plaquetas e dano vascular endotelial.

A disfuncdo endotelial é um tipo de doenca arterial coronariana ndo obstrutiva, que
aparece devido a alteracBes do endotélio, e dos vasos sanguineos. Esta disfuncdo endotelial
resulta na secrecdo de moléculas de adesdo o que pode causar trombose vascular e aterosclerose.
170

Como demonstrado na figura 7.3, as células endoteliais vasculares mostraram danos
graves com o aumento da concentracdo de SiNPs. Acima de uma concentracao de 5,4 mg/kg os
resultados da analise mostraram uma vacuolizacédo local das células endoteliais. Relativamente
a morfologia do arco aortico, a exposi¢ao a uma concentracdo de 5,4 mg/kg apresenta células

inflamaté6rias bem como edema.®®
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Figura 7.3- AlteracBes histopatoldgicas e ultraestruturais do endotélio vascular exposto a SiNPs. A) grupo controlo. B)
exposicdo a uma concentragdo 1,8 mg/kg. C) exposi¢do a uma concentracdo 5,4 m/kg. D) exposi¢do a uma concentragdo de
16,2 m/kg. E) F) G) H) Morfologia do arco adrtico no grupo de controlo, no grupo exposto a 1,8 mg/kg, 5,4 mg/kg, 16,2
mg/kg, respetivamente. (adaptado de 169).

Através deste estudo, foi também percetivel a capacidade de as nanoparticulas de silica
causarem hemdlise sendo que depende do tamanho, da carga e da porosidade das mesmas.1®°
Tian Yu et al.'"* estudaram a capacidade de hemolise de diferentes nanoparticulas de silicas
sintetizadas a partir de diversos métodos.

A hemolise é a destruicdo prematura das hemécias, podendo ser provocado por
nanoparticulas de silica dotadas de certas caracteristicas. 1"

Tal como mostra a figura 7.4, os eritrocitos apresentaram um inicio rapido de hemdlise,
17% de hemolise quando expostos a uma concentracao de 250 pg/ml de nanoparticulas de silica
sintetizadas pelo método de Stober. No entanto, com o aumento da concentragdo houve uma
ligeira inversdo da percentagem de hemolise. Isto pode dever-se ao facto de as nanoparticulas
de silica sintetizadas pelo método de Stober apresentarem carga negativa, impedindo a interacao
com os eritrocitos quando estas se apresentam em alta concentragéo.

O impacto da geometria das nanoparticulas tornou-se mais pronunciado a medida que a
concentracdo aumentava. As areas de superficie externa de nanoparticulas de silica ndo porosa
(sintetizadas por o método de Stdber) e nanoparticulas de silica mesoporosa (Meso S) foram 24
e 109 m?/g, respetivamente. Sabendo-se que as dimensdes das nanoparticulas e a sua geometria
possuem um impacto na interagdo com os eritrdcitos, 0s autores pretenderam comparar 0S seus
resultados com resultados obtidos em trabalhos anteriores os quais justificavam o aumento da
dimensdo com a percentagem de hemolise. No entanto, os autores depreenderam que Meso S
ndo levou a uma taxa hemolitica mais alta do que Stober até que a concentracdo ultrapassasse
0s 190 pg/mL. 1"
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Foi percetivel que ndo s6 a dimensdo contribui para a percentagem de hemolise, mas
também ¢é importante a densidade de grupos silanol em cada nanoparticula exposta aos
eritrocitos. Acima de um limite, sendo o limite no caso de Meso S 190 g/ ml, as nanoparticulas

provocam hemolise nos eritrocitos. 17*
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Figura 7.4- Ensaio de hemo6lise com nanoparticulas de silica puras. (A) Percentagem de hemolise em eritrocitos humanos apos
incubacdo com suspensdo de nanoparticulas obtido por diferentes métodos (stdber, nanoparticulas mesoporosas, e ainda
diferentes propor¢des (AR2;Ar4;Ar8)). A presenca de hemoglobina no sobrenadante (vermelho) foi observada em (B)
suspensdo Stober (nanoparticulas de silica ndo porosa (115 nm diametro)), (C) suspensdo Meso S (nanoparticulas de silicas
mesoporosa (120 nm diametro)), (D) suspensdo AR2 (nanoparticulas de silica mesoporosa (80-200 nm diametro)), (E)
suspensdo AR4 (nanoparticulas de silica mesoporosa (150-600 nm diametro)) e (F) suspensdo AR8 (nanoparticulas de silica
mesoporosa (130-1000 nm diametro)). Os tubos sdo alinhados (da esquerda para a direita) como controlo negativo (PBS),
controlo positivo (dgua), suspensdo de 10 pg/mL, suspensdo de 50 ng/mL, suspensdo de 100 pg/mL, suspensdo de 250 pg/mL
e 500 Suspensio pg/mL. (adaptado de 7%).

Como descrito anteriormente, a funcionalizacdo das nanoparticulas torna-as capacitadas
para diversas funcionalidades. Assim, 0s autores pretenderam também estudar a capacidade de
nanoparticulas de silica funcionalizadas com grupos amina provocarem hemolise.

Neste caso, a funcionalizacdo foi o fator mais importante para a percentagem de
hemolise, sendo que a geometria e 0 método de sintese ndo mostraram um efeito significativo.

Como apresentado na figura 7.5, a atividade hemolitica foi dependente da carga e
concentragdo de superficie. A medida que a concentragio aumentou, houve um rapido inicio de
hemolise em todos os tipos de nanoparticulas. Comparando as nanoparticulas de silica
sintetizadas pelo método de Stober funcionalizadas com grupo amina (SA) com as restantes
nanoparticulas verificou-se que estas apresentam uma menor capacidade de percentagem de
hemolise. Isto deve-se ao facto das nanoparticulas SA apresentarem uma menor carga de

superficie. 1"
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Figura 7.5- Ensaio de hemdlise com nanoparticulas de silica funcionalizadas com grupo amino. (A) Percentagem de hemdlise
em eritrocitos humanos ap06s incubacdo com suspensdo de nanoparticulas em diferentes concentragbes. A presenca de
hemoglobina no sobrenadante (vermelho) foi observada em (B) suspensdo Stéber (nanoparticulas de silica ndo porosa (115 nm
diametro)), (C) suspensdo Meso S (nanoparticulas de silicas mesoporosa (120 nm diametro)), (D) suspensdo AR2
(nanoparticulas de silica mesoporosa (80-200 nm diametro)), (E) suspensdo AR4 (nanoparticulas de silica mesoporosa (150-
600 nm didmetro)) e (F) suspensdo ARS8 (nanoparticulas de silica mesoporosa (130-1000 nm didmetro)). Os tubos séo alinhados
(da esquerda para a direita) como controlo negativo (PBS), controlo positivo (dgua), suspensao de 10 pg/mL, suspensao de 50
pg/mL, suspensdo de 100 pg/mL, suspensdo de 250 pg/mL e 500 Suspensio pg/mL. (adaptado de *%).

Relativamente a toxicidade causada pelas nanoparticulas de silica, estas afetam os
principais 6rgdos do sistema reticuloendotelial, como o figado e o bago. Poucos estudos até a
atualidade relataram lesdo no rim, sendo que é o principal 6rgéo responsavel por excretar as
nanoparticulas de silica.

Atualmente, sabe-se que essa possivel nefrotoxicidade induzida por nanoparticulas de
silica mesoporosa existe. Xi Chen et al.1’? injetaram ratos Balb/c com concentragdes crescentes
de nanoparticulas de silica mesoporosa com o objetivo de perceber a relacdo entre a toxicidade
renal e a inflamacdo. Para tal, foi testada a hipotese a fim de compreender se o fator nuclear
kappa B (NF-kB) esta associado a lesdo renal e fibrose intersticial renal.

Como apresentado na figura 7.6, o tratamento com nanoparticulas de silica mesoporosa
altera a homeostase endotelial, aumenta a expressao de fibronectina (FN), moléculas de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1), fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-B), e FN-kB, bem
como aumenta as fibras de colagénio. Todos estes parametros aumentados, induzem lesao renal
e fibrose.

Comparando a presenca destas proteinas apos 2 dias de exposicdo e 12 dias de
exposicao, os autores concluiram que a sua expressao aumenta de acordo com a concentragao
das nanoparticulas e o tempo. Os autores depreenderam ainda que as células tubulares renais
mostram capacidade de regeneracdo bem como significativa recuperacdo da funcdo renal apos
convalescencga. A fibrose tubular intersticial mostrou-se igualmente desenvolvida. Assim, apds

12 dias de exposicao a nefrotoxicidade ndo possui capacidade de resolugéo.
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Figura 7.6- Método Western Blott usado para detetar proteinas indicadoras de fibrose, inflamag¢do e por consequéncia
problemas renais, apds 2 e 12 dias de exposicdo a nanoparticulas de silica. Fibronectina(FN), moléculas de adesao intercelular-
1 (ICAM-1), fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-f), fator nuclear kappa B (FN-kB). a- tubulina é a proteina
usada como controlo. (adaptado de 172).

Aguando da exposicao apos um determinado tempo ou uma determinada concentracao
de nanoparticulas de silica mesoporosa, existe ativacdo da via inflamatoria do NF-kB. 12 NF-
kB é um fator de transcri¢do associado a inflamacéo, sendo que a sua ativacdo pode aumentar
os mediadores pro-inflamatérios/ inflamatdrios resultando no desenvolvimento de inflamagé&o.
Além disso, esta ativacdo pode aumentar a expressao de TGF-B, aumentando ainda mais a
ativacio do fator de transcricdo NF-kB e promovendo o processo de fibrose.'”

Xi Chen et al.1’2 concluiram que a inflamag&o é um dos principais fatores causadores da
toxicidade renal aguda, resultando em fibrose. Além disso, averiguaram gque uma unica injecao
intraperitoneal com uma concentracdo elevada de nanoparticulas de silica levou a uma
toxicidade renal grave e seletiva.

O facto de as nanoparticulas possuirem dimensdes na escala “nano”, apresentando-se
como particulas ultrafinas, proporciona-lhes facilidade para se deslocarem do pulméo para a
circulacdo sistémica, bem como o sistema nervoso central. Esta deslocacgdo, permite-lhes causar
danos a nivel endotelial, ocorréncia de trombos e efeitos a nivel cardiovascular.

Zhongjun Du et al.”* estudaram a toxicidade cardiovascular causada por nanoparticulas
de silicas de diferentes tamanhos e diferentes concentragdes em ratos Wistar através de
instilacdo intratraqueal. As nanoparticulas de silica amorfa aumentaram a resposta inflamatéria
transitoria apos instilacdo intratraqueal, induzindo resposta pré-inflamatoria, aumentaram a
libertacdo de espécies reativas de oxigénio e consequentemente, causam danos
cardiovasculares. Além disso foi percetivel que a libertagdo de ROS bem como de citocinas
pro-inflamatorias foi dose dependente.

Todos estes resultados corroboram com a citagao anteriormente referida “a dose faz o veneno”.
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8. Concluséo e perspetivas futuras

Nas ultimas décadas, a hanotecnologia tornou-se uma das tecnologias lideres. Este ramo
da ciéncia desenvolveu materiais com uma dimensdo na faixa 1 a 100 nm sendo as
nanoparticulas & base de silica candidatas muito promissoras para a sua tendéncia de
crescimento.

As nanoparticulas de silica que devido a composi¢do quimica sdo por natureza
relativamente inertes, possuem ainda assim algumas caracteristicas texturais e de superficie que
as tornam particularmente vocacionadas para serem modificadas através de grupos funcionais
organicos. A incorporagdo destes grupos funcionais tem revelado o enorme potencial de
aplicacdo destes sistemas, uma vez que é possivel a carga e entrega de diversos tipos de
farmacos de forma controlada e com vantagens relativamente a outros tipos de administragéo.

Tendo em conta a continua evolucao nesta area de investigacdo e o elevado nimero de
estudos que € possivel encontrar na literatura cientifica publicada, foram selecionados exemplos
de estudos e aplicacdes que pretendem mostrar a aplicabilidade das particulas de silica, ou em
que a silica € um componente essencial, em diversas areas da medicina. Entre estas contam-se
as aplicacdes terapéuticas, em que beneficiando da capacidade de funcionalizacdo destes
materiais se consegue uma entrega de farmacos mais seletiva e com menos efeitos adversos, as
aplicacdes em diagndstico como é o caso da imagiologia por ultrassons ou ainda aplicagdes em
teranostica em que sdo conciliados a terapéutica e o diagndstico. Embora pudessem ter sido
apresentados muitos mais exemplos envolvendo estas aplicacdes, consideramos que 0S
exemplos apresentados sdo bastante ilustrativos do potencial destes materiais.

Naturalmente que o uso destes materiais ndo € isento de riscos. De facto, alguns estudos
tém demonstrado que existe alguma toxicidade no uso de particulas de silica, sendo que esta
parece estar relacionada com a concentracdo de nanoparticulas, a existéncia ou ndo de
funcionalizacdo e, como seria de esperar, com o0 tempo de exposicdo das células as
nanoparticulas.

Muitos dos estudos apresentados bem como outros que podem ser encontrados na
literatura, evidenciam uma lacuna que seria importante colmatar. A maioria dos estudos sdo
efetuados in vitro e, embora estes estudos sejam de extrema importancia e muitas vezes
permitem a simulacdo de um ambiente in vivo, ndo incorporam todas as barreiras e alteracoes
farmacocinéticas que as particulas podem sofrer num organismo vivo. Assim, espera-se que no
futuro sejam mais frequentemente avaliadas a eficicia da terapia e a toxicidade in vivo, o que

permitird certamente o desenvolvimento de farmacos que possam ser usados na pratica clinica.
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