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RESUMO

Com o atual desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e devido ao aparecimento
de alguns efeitos colaterais associados a administracdo convencional de determinados
farmacos, surgiu a necessidade de aperfeigoar novas formas de entrega de farmacos. Criaram-
se assim novos sistemas de entrega de farmacos — sistemas de drug delivery.

Este novo meio de entrega de farmacos contribuiu para um maior controlo a nivel da
taxa, periodo de entrega de farmacos e dos alvos especificos onde estes irdo atuar, dando origem
a uma libertacdo mais controlada e direcionada. Com isto procura-se atuar unicamente em areas
especificas do organismo, ou seja, em células ndo saudaveis.

Os sistemas de entrega de farmacos tém assim o intuito de criar uma melhor terapéutica,
tanto a nivel de tratamento eficaz como na diminuicédo de efeitos indesejaveis associados.

Materiais siliciosos micro e mesoporosos, nomeadamente os zedlitos e silicas
mesoporosas ordenadas, como 0 MCM-41 e SBA-15 possuem diversas caracteristicas texturais,
no que diz respeito ao tamanho do poro, area superficial, porosidade, possibilidade de
funcionalizacdo da superficie, que os tornam compostos promissores na entrega eficaz de
determinados agentes terapéuticos. Estes transportadores destacam-se por ndo apresentarem
toxicidade e terem boa biocompatibilidade, o que os torna Uteis e com elevado potencial em
inumeras areas que englobam a quimica, nanotecnologia e medicina.

Neste ambito, o presente trabalho tem como objetivo principal avaliar os transportadores
de farmacos, nomeadamente materiais micro e mesoporosos, evidenciando diversos estudos
onde se verifica vantagem na incorporagdo de agentes terapéuticos nestes ‘’novos’’ sistemas de
entrega de farmacos, relativamente a administragdo convencional.

Palavras-chave: entrega de farmaco — drug delivery, materiais micro e mesoporosos,
zeolitos, MCM-41, SBA-15, agente terapéutico, adsor¢do, libertacao
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ABSTRACT

With the current development of new therapeutic agents and due to the appearance of
some collateral effects associated with the conventional administration of certain medicines, it
became imperative the development of new ways of delivering specific drugs. New drug
delivery systems involving a drug carrier have been continuously developed aiming to improve
the therapeutic efficiency of the drug.

This new way of drug delivery contributed to a greater control of the rate level, the time
period for the delivery of medicines and of the specific targets, giving rise to a more controlled
and directed release. With this, it is intended to act uniquely in specific areas of our body, that
is, on unhealthy cells.

The systems of drug delivery have, therefore, the purpose of creating better therapeutics
not only in relation with an effective treatment, but also concerning the decrease of unwanted
associated side effects

Siliceous materials micro and mesoporous, namely the zeolites and the mesoporous
silicas ordered like the MCM-41 and SBA-15 have different texture characteristics concerning
the size of the pore, superficial area, porosity, possibility of the surface functionalization, that
transforms them into promising compounds in the effective delivery of certain therapeutic
agents. These carriers stand out because they do not present toxicity and they have a good
biocompatibility, which make them useful and with an increasing potential in several areas that
encompass chemistry, nanotechnology and medicine.

In this context, the aim of this work is to revise drug transporters, namely micro and
mesoporous materials, highlighting the various studies in which there is an advantage in the
integration of therapeutic agents in these new systems of drug delivery, compared to the regular
administration.

Key words: drug delivery, micro and mesoporous materials, zeolites, MCM-41, SBA-15,
therapeutic agent, adsorption, liberation.
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1. INTRODUCAO
1.1. Entrega de farmacos

A entrega de farmacos tem como objetivo administrar uma determinada substancia ativa
in vivo de forma controlada e/ou dirigida, de modo a obter o0 maximo beneficio terapéutico e
minimizando os efeitos adversos.

O desenvolvimento de novos farmacos é um processo moroso e dispendioso, pelo gue,
aumentar a eficicia e a seguranca de farmacos ja conhecidos é uma via bastante interessante do
ponto de vista econdmico e social. Neste contexto, a libertacdo de farmacos a velocidade
controlada, libertacdo lenta ou libertacdo direcionada sdo algumas das alternativas a
administracdo convencional que tém sido intensamente estudadas 1.

Por outro lado, o crescente desenvolvimento de compostos farmacéuticos contribuiu
para a necessidade de se criarem novos sistemas de entrega de farmacos — drug delivery - que
estariam a altura dos desafios impostos pelas novas moléculas a testar. Entre os diversos
métodos mais estudados, estd a encapsulacdo de farmacos em nanoparticulas orgéanicas ou
inorganicas bem como novos sistemas baseados em microtecnologia. Estes novos sistemas,
como seja a microinjeccao, embora ja se encontrem num estado avancado de desenvolvimento,
revelam ainda obstaculos a ultrapassar de modo a alcancar o potencial pretendido e permitir
uma administracdo do farmaco de forma mais eficaz 23, Também o desenvolvimento de novas
moléculas ativas e de possiveis terapéuticas como terapia génica, originou novos
compostos/agentes terapéuticos e contribuiu para o aperfeicoamento das formas de
administracdo desses mesmos compostos [,

Existem determinadas familias de candidatos a medicamentos que incluem um amplo
espetro de moléculas, como grandes biomoléculas - péptidos e proteinas - que podem ter baixa
biodisponibilidade; pequenas moléculas com reduzida solubilidade em &gua e ainda potentes
medicamentos com janelas terapéuticas reduzidas. As propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas destes novos farmacos fazem com que as vias de administracdo oral e
intravenosa ndo sejam as mais adequadas 2.

A avaliagdo de novos farmacos e a otimizagdo da evolucdo dos mesmos, torna-se
limitada, uma vez que nem sempre existem sistemas adequados de entrega de farmacos 2. A
libertacdo controlada e direcionada de farmacos é uma necessidade em diversas areas, tais como
a imunologia, tratamento oncoldgico, terapia genética e administracdo de insulina. Ha ainda a
referir a existéncia de barreiras fisicas no organismo humano como a barreira hematoencefalica,
que separa o0s Orgdos da circulagcdo sanguinea, impedindo uma distribuicdo intravenosa
convencional [?1 e barreiras *’simples’” como a pele.

Atualmente, uma parte da investigacdo na area da entrega de medicamentos tem vindo
acingir-se essencialmente na libertacdo localizada e direcionada de farmacos. Esta area envolve
igualmente o desenvolvimento ao nivel da capacidade de carga dos portadores de farmacos, da
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captacdo celular dos mesmos e ainda na libertacdo sustentada de farmacos no interior de células
alvo. Os estudos sobre estes sistemas baseiam-se na entrega de medicamentos para o citoplasma
da célula alvo sem efeitos toxicos e nocivos para tecidos ou 6rgéos saudaveis 1. No tratamento
de determinadas patologias, ha certos farmacos que devido a falta de especificidade para o
tecido alvo, podem originar efeitos adversos, uma vez que ha uma grande possibilidade de estes
atuarem em células saudaveis, interferindo assim na eficacia do tratamento nas células alvo.
Este problema verifica-se sobretudo em terapias anti tumorais e de forma a ser evitado, houve
a necessidade de criar “’refor¢os’’ nos sistemas de entrega dos farmacos. Estes originam uma
libertacdo direcionada de farmacos, atuando unicamente em células ndo saudaveis e sem causar
quaisquer efeitos indesejaveis (€1,

A maioria dos sistemas de entrega de farmacos permite uma libertacdo controlada dos
mesmos, ou seja, estes sistemas sdo formulagcBes que controlam a taxa e o periodo de
administracdo do farmaco - a dose do farmaco libertado ao longo do tempo - atingindo areas
especificas no organismo [*7]. Esses sistemas devem permitir a carga e o transporte de uma
determinada quantidade efetiva de farmaco causando assim menos efeitos colaterais agudos e
cronicos. Para que se atinja esse objetivo, os sistemas de entrega de farmacos tém de cumprir
certos requisitos, como [l

e haver biocompatibilidade entre o transportador, a substancia ativa e o organismo
humano;

e permitir uma carga elevada, conferindo protecdo a molécula de farmaco;

» evitar a libertagdo do farmaco antes de alcancar o alvo terapéutico (libertagdo prematura
nula);

e originar uma captacdo celular eficiente;

e permitir uma libertacdo endossomal efetiva;

o ter uma taxa de libertacdo controlada até atingir uma concentracao local efetiva;

» ter apossibilidade de dirigir a atuacdo para células e tecidos-alvo.

Nas ultimas décadas, foram desenvolvidas diferentes estratégias com o intuito de
idealizar materiais para sistemas de entrega de farmacos e cumprir 0s requisitos acima
mencionados. Criaram-se transportadores de base organica, tais como lipossomas e varios tipos

(3

de polimeros, incluindo dendrimeros. Estes tém sido usados como sistemas ‘’inteligentes’’
permitindo a libertacdo de agentes terapéuticos em determinadas condicgdes fisiologicas. Além
disso, diversas descobertas baseadas em particulas inorganicas e nanotubos de carbono tém
também aberto novas e interessantes perspetivas nesta area [6l.

A informacéo ao nivel da cinética dos efeitos farmacoldgicos e do seu potencial depende
dataxa de libertacdo e da hora de administracdo do farmaco. A administracdo controlada de um
farmaco tem como objetivo a melhoria e tratamento dos sintomas. Desta forma, antes da fase

de concecdo e desenvolvimento dos sistemas de entrega de farmacos devem ser colocadas e
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respondidas as seguintes questdes [l

1- Quais sdo as caracteristicas necessarias para que, o farmaco ou o dispositivo médico
administrado, seja libertado e atue, exercendo o efeito pretendido?

2- Qual é a taxa de libertagdo, tempo ou alvo terapéutico ideal, de forma a haver
distribuicdo/entrega adequada do farmaco?

3- Qual é o sistema de entrega mais adequado e que esteja em conformidade com o tempo
e as taxas de libertacdo pretendidas, assim como o sitio de ligacdo do farmaco?

As questbes atras mencionadas foram respondidas de forma inversa, isto €, primeiro
determinou-se qual o sistema de entrega de farmacos mais adequado para que haja a
administracdo do novo farmaco. Em segundo, uma vez que ndo foram definidas as
caracteristicas que o sistema deveria cumprir para exercer efeito terapéutico, realizaram-se
estudos farmacoldgicos com o intuito de otimizar um perfil mais adequado de entrega do
farmaco selecionado. Por Gltimo, e consoante o efeito do fArmaco num determinado individuo,
é fundamental monitorizar as fungdes corporais do mesmo bem como controlar a extensao e o
tempo de acdo do farmaco, de forma a prevenir possiveis resisténcias ao mesmo [,

O futuro dos sistemas de entrega de farmacos associa-se assim a capacidade desses
mesmos sistemas conseguirem ou ndo superar os limites estabelecidos pela fisiologia humana,
“’sendo que o processo de desenvolvimento pode ser acelerado com as novas formas de pensar’’
[31.

Os sistemas de entrega de farmacos permitem que candidatos a farmacos com pouca
solubilidade em &gua e que candidatos a farmacos com curto tempo de vida se tornem,
respetivamente, farmacos de formulacdes terapeuticamente eficazes, e em farmacos de
formulac@es de libertacéo sustentavel. De acordo com as propriedades e caracteristicas de cada
farmaco, é importante que haja diferentes sistemas de farmacos e que estes tenham a capacidade
de incorporar e libertar os varios agentes terapéuticos, mantendo as suas caracteristicas e assim
alcancar o efeito desejado [,

Presentemente, a area de investigacao, que envolve o tema da entrega de farmacos, é
muito vasta, incluido diversos topicos que vdo da investigacdo laboratorial pura até as
aplicagdes clinicas, tal como identificado na figura I-1.
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.Figura I-1. Visdo geral do sistema de desenvolvimento de processos de libertagdo controlada de farmacos desde a investigagao basica até
as aplicacdes clinicas 1.

A grande industria farmacéutica tem assim vindo a reconhecer a entrega de farmacos
como uma componente essencial e fundamental para futuras inovagdes e crescimento a nivel
farmacéutico, bem como os sistemas de entrega controlada de farmacos tém revelado ser uma
das aplicacbes mais promissoras a nivel dos cuidados de saide humanos e representam um
campo em constante evolucéo para a ciéncia dos materiais biomédicos [,

Desta forma a nanomedicina arranja solucbes para problemas de origem médica,
visando assim o aumento da biodisponibilidade e reducdo de efeitos adversos causados pelos
farmacos 1014,

1.2. Perspetiva histérica

A entrega de farmacos através de sistemas de drug delivery sofreu um continuo
desenvolvimento nas ultimas seis décadas. Iniciou-se em 1952, ano em que houve a primeira
formulacéo a ser libertada de forma sustentada — a primeira formulacéo de libertacao controlada
foi introduzida por Smith Kline & French em 1952 para uma entrega de 12 horas de
dextroanfetamina (Dexedrine) 1213 - desde entdo, até ao final da década de 1970, a
administracdo controlada de farmacos a nivel de mecanismos de libertacdo de medicamentos
diferentes, incluindo mecanismos de dissolucéo, difusdo, osmose e permuta ionica, tem sido a
mais difundida [°}

A primeira geracdo de entrega de farmacos decorreu entre 1950-1980 e focou-se
sobretudo no desenvolvimento de sistemas de libertacdo sustentada oral e transdérmica e no
estabelecimento de mecanismos adequados na libertacdo de farmacos [3°,

A segunda geracéo ocorreu entre 1980 e 2010 [3°], e baseava-se no desenvolvimento de
sistemas de libertacdo de ordem zero, de sistemas de entrega de farmacos ‘’autorregulados’’,
de formulacGes a longo prazo (long-term depot formulations) e ainda em sistemas de entrega
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de farmacos com base em nanotecnologia. A ultima fase da segunda geracdo teve em atencao
e deveu-se sobretudo ao estudo de formulagGes de nanoparticulas [,

No inicio dos anos 80, a investigacdo centrava-se no desenvolvimento de sistemas de
entrega de ordem zero, pois pensava-se que este tipo de sistemas teriam uma cinética de
libertacdo superior, uma vez que mantinham a concentra¢do constante de f&rmaco no sangue,
como é visivel na figura I-2. Apds uma década de inimeros estudos, verificou-se que a entrega
de ordem zero ndo era fundamental para o desenvolvimento de sistemas de entrega sustentavel
de medicamentos. Isto porque, a libertacdo de ordem zero ndo levava a manutencdo de uma
concentragdo constante do farmaco no sangue, 0 que é essencial para os sistemas de entrega
oral, sobretudo devido as propriedades de absor¢do de farmacos, que diminuem sempre, durante
0 percurso que este faz desde o intestino delgado superior até atingir o intestino grosso. Desta
forma, a concentracdo do farmaco diminui lentamente ap6s se atingir um pico. Em segundo
lugar, a manutencdo da concentracdo constante de farmaco no sangue ndo é realmente
necessaria para a maioria dos medicamentos, porque a eficacia do farmaco continua a ser a
mesma desde que a concentracdo do farmaco esteja acima do nivel minimo eficaz e abaixo da
concentragdo minima toxica. Alids, em alguns farmacos, como nitroglicerina, hormonas da
hipofise e insulina, o nivel sanguineo constante pode ndo ser o ideal e pretendido. Foi necessario
cerca de uma década para que houvesse o esclarecimento desse facto, no entanto, esse permitiu
a existéncia de flexibilidade no design de futuros sistemas de entrega de medicamentos [,

Concentracédo ndo estavel

. Concentracao de equilibrio

M

1 “*n.__
Concentragao
minima eficaz

-~

Concentracéo sanguinea de

farmaco

Figura 1-2. Concentracéo de farmaco vs tempo. Niveis de concentracéo de farmaco néo estavel, de
equilibrio e minima eficaz (adaptado de ).

Durante a segunda geracdo, foram desenvolvidas outras tecnologias de entrega de
medicamentos e os denominados de polimeros e hidrogéis "inteligentes" foram expandidos de
forma a criar sistemas de entrega que eram desencadeados por mudancas de fatores ambientais,
como pH, temperatura ou concentracdo de glicose. Microparticulas biodegradaveis, implantes
solidos e implantes de formacdo de gel in situ foram utilizados para fornecer péptidos e
proteinas durante meses. Zoladex® Depot foi o primeiro implante que foi introduzido em 1989
para entregar acetato de goserelina (andlogo da hormona libertadora de gonadotrofina,
responsavel pela diminuicdo da producao de hormonas sexuais) durante um a trés meses. Desde
entdo, cerca de dez produtos clinicos foram introduzidos para administrar outros péptidos e

15



Materiais micro e mesoporosos na entrega de farmacos

proteinas, o que refletia as dificuldades associadas ao desenvolvimento do produto. A Gltima
década da segunda geracdo dedicou-se ao desenvolvimento de sistemas de entrega de
medicamentos baseados em nanotecnologia.

Os sistemas de entrega de farmacos da terceira geracdo surgiram em 2010, no entanto,
foi preciso ultrapassar algumas barreiras fisico-quimicas e bioldgicas 1, nomeadamente, os
problemas fisico-quimicos que resultavam da fraca solubilidade dos farmacos em meio aquoso,
do elevado peso molecular de farmacos de péptidos e proteinas, e do dificil controlo da cinética
na libertacdo de farmacos. No que diz respeito as barreiras bioldgicas, estas deviam-se
sobretudo a distribuicdo dos sistemas de administracdo de farmacos pelo organismo, o que
limitou a entrega do composto terapéutico a um alvo especifico no organismo 21, Além disso,
a propria reacdo do organismo as formulacGes administradas limitava as suas fungdes in vivo
no individuo, uma vez que poderia levar a degradacdo prematura da substancia ativa 4. Porém,
a terceira geracdo de entrega de farmacos ainda ndo foi definida, sendo que a tabela I-1
evidencia apenas previsdes [,

Na tabela I-1 sdo descritas as trés geragdes de entrega de farmacos.

Tabela I-1. Evolugdo dos sistemas de entrega de farmacos a partir do ano de 1950 1,

Year

1950 1980 2010 2040
|
1st Generation 2nd Generation 3rd Generation

Basics of Controlled Release Smart Delivery Systems Modulated Delivery Svstems
Oral Delivery Zero-Order Release

wice-a-day or once-a-day Zerovs first-order release
Transdermal Delivery Smart Polymers & F

Once-a-day, once-a-week Environment-sensitive

Self-Regulated Release

Drug Release Mechanisms

Dissolution, diffusior Peptide & Protein Delivery
osmosis, and ion-exchange Biodegradable depot

Nanoparticles
Tumor-targeted delivery
Gene delivery

1.3. Desafios atuais

Um dos principais problemas dos sistemas de entrega controlada e/ou dirigida de
farmacos é a perda de atividade de varios medicamentos antes de atingirem o tecido alvo,
devido a degradacao prematura da substancia ativa. De modo a reverter este obstaculo, surgiram
sistemas que respondem a estimulos com libertacdo prematura nula; tratamentos a longo prazo
que podem originar aumento ou diminui¢do da taxa de libertacdo do farmaco; sistemas de
implantes que respondem a estimulos externos como campos magnéticos ou alteracdes internas
do pH; sistemas de implantes de administracdo de farmacos que favorecem a libertacéo local
dos mesmos no tecido alvo (como seja o tecido 6sseo). Outra das estratégias para o controlo
efetivo da libertacdo do farmaco é a funcionalizagdo da superficie dos transportadores porosos
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com espécies hidrofobicas. Neste caso, as interacGes entre o farmaco e a superficie ndo sdo
necessariamente aumentadas, mas o transporte de farmaco fora da matriz € impedido, uma vez
que 0 meio aquoso ndo penetra facilmente dentro dos poros [,

Os sistemas de entrega de farmacos de distribuicdo controlada tém que conseguir
adaptar-se ao ambiente fisiologico durante a ingestdo ou administracdo/implantacdo. Neste tipo
de situacOes, exige-se auséncia de toxicidade, em que apds a administracdo/implantacdo do
sistema de entrega de farmaco, este tem de conseguir incorporar-se no organismo durante um
certo periodo de tempo, bem como restaurar, aumentar ou substituir determinadas funcdes de
tecidos vivos ou 6rgio. E ainda de salientar que a funcdo do material implantado é restringida
pela sua biocompatibilidade a longo prazo, uma vez que depende dos efeitos do hospedeiro no
material e dos efeitos do material no hospedeiro, o que origina um processo dinamico e
bidirecional. Desta forma, qualquer material implantado depende de determinados parametros,
nomeadamente da forma, do tamanho e da composi¢do quimica de material usado no implante
em causa 4141,

Os materiais implantados ou sistemas de entrega de farmaco implantaveis pretendem e
tentam criar um equilibrio adequado entre a resposta bioldgica que se idealiza e a libertagdo do
farmaco de forma a atuar na inflamacdo ou processo de encapsulacdo %1, Esta encapsulagéo
resulta de uma resposta imunoldgica por parte das células, de modo a proteger o organismo. Ha
assim encapsulagdo do corpo estranho (implante) numa cépsula fibrosa. Esta capsula pode ser
considerada uma barreira, pois impede a difusdo e libertagdo do farmaco, o que dificulta o efeito
terapéutico. Um exemplo disso, é quando o sistema implantado com o farmaco é exposto a
corrente sanguinea, nessa situagdo o sistema contacta com a corrente sanguinea, ocorre rapida
adsorcdo de proteinas junto a superficie do mesmo, seguindo-se de adesdo plaquetéria,
inserindo o sistema numa capsula fibrosa. Este processo € assim um mecanismo de prote¢édo do
organismo, por parte de células imunoldgicas e inflamatérias 4191,

Estes sistemas de entrega de farmaco implantaveis sdo criados de forma a armazenar
e entregar doses pequenas e precisas de farmaco na corrente sanguinea ou em locais especificos
de tecido, substituindo assim a administracdo diaria de farmaco fundamental no tratamento de
inlmeras patologias 141,

1.4. Nanoparticulas na entrega de farmacos

H& mais de uma década que as nanoparticulas - moléculas com um tamanho entre 1 e
100 nm [ - t&m sido um tema muito estudado no campo da investigacdo da entrega de
farmacos. Dentro das nanoparticulas, é importante destacar as nanoparticulas porosas com
elevada &rea superficial. Este tipo de transportadores foi identificado como sendo algo
revolucionério nos sistemas de entrega de farmacos. Inicialmente, embora ndo houvesse
evidéncia de que as nanoparticulas fossem materiais adequados na utilizacdo dos sistemas de
entrega de farmacos, estes apresentavam propriedades “’diferentes’’ , como uma grande area
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superficial, um elevado volume poroso, a possibilidade de controlo do tamanho da particula e
uma boa biodisponibilidade [®16], tornando-os assim potencialmente interessantes.

As nanoparticulas com elevada area superficial podem ser Uteis para determinadas
aplicagdes, como por exemplo, para 0 aumento da taxa de dissolu¢do de farmacos pouco
soltveis. O desenvolvimento da nanotecnologia envolvendo materiais ao nivel da nanoescala
tem-se revelado fundamental em inumeras aplicacbes médicas, nomeadamente, na
administracdo de farmacos e no diagnostico de diversas patologias 161, Desta forma, surgiu a
necessidade de saber se os sistemas de entrega de farmacos baseados em nanoparticulas,
alcangariam uma entrega de farmacos direcionada. Diversos estudos na area da oncologia tém
mostrado que existem sistemas de nanoparticulas que permitem acumular mais farmaco no
local do tumor quando comparados com outras formulacdes [°.

Foram feitos avancos significativos relativamente a manipulacdo das propriedades de
nanoparticulas, uma vez que estas podem ser administradas diretamente na corrente sanguinea
com o intuito de entregar a maior parte da substancia para o sitio alvo. Salienta-se ainda que o
sucesso do tratamento tumoral e da terapia genética, entre outros, depende da capacidade que
os sistemas de entrega de farmacos tém para atingir os objetivos pretendidos. Desta forma, o
objetivo do estudo do uso de nanoparticulas em sistemas de entrega de farmacos é produzir
formulagGes com capacidade para exercer efeito terapéutico nas diversas patologias [,

As propriedades fisico-quimicas e bioldgicos de um farmaco sdo responsaveis pela
escolha do sistema de entrega do farmaco [3l. Por norma, a administragéo oral é a via mais
utilizada na administracdo de farmacos. Poréem farmacos com baixa solubilidade em &gua ou
com permeabilidade muito fraca nas células, dificultam o desenvolvimento de formulacdes
orais 31,

A producdo de nanoparticulas, assim como a modificagdo das propriedades fisico-
quimicas e superficiais das mesmas, contribui para a formagdo de nanoparticulas
“’inteligentes’’, permitindo desta forma uma entrega direcionada do farmaco. Os estudos
relativos a este tema, centram-se sobretudo na administragdo e entrega direcionada de farmacos
anti tumorais [, visto que estas nanoparticulas possuem determinadas propriedades que
originam um melhor direcionamento do farmaco para o tecido tumoral, e consequentemente,
menores efeitos adversos e toxicidade. Estas propriedades devem-se sobretudo a
farmacocinética, farmacodinamica e entrega intracelular ativa [,

As nanoparticulas de silica nanoporosa, apresentam determinadas caracteristicas a nivel
da porosidade e do tamanho de particula, o que tem suscitado interesse por parte da comunidade
cientifica, tornando-as excelentes materiais para a entrega de farmacos. Elas possuem
mesoporos internos bem ordenados, com valores entre 2 a 6 nm, elevado volume de poros,
normalmente de 0,6 a 1000 m?/g, uma area de superficie entre 700 a 1000 m?/g, um tamanho
ajustavel, forma robusta e ainda uma superficie facil de modificar, o que as torna ideais no
desenvolvimento de nanossistemas multifuncionais 171,
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O estudo destas nanoparticulas é importante, ja que apresentam inimeras vantagens na
entrega de farmacos, tais como 71

e ter uma boa capacidade de interagdo com sistemas Vvivos;

e Ter uma similaridade em termos de tamanho, & escala micrométrica, com uma
grande variedade de células;

e apresentar um bom controle do perfil farmacocinético do agente terapéutico
incorporado, conseguindo manter uma concentragdo ideal e constante de
farmaco por longos periodos de tempo, o que evita oscilagdes de concentracdo
de farmaco na corrente sanguinea, diminuindo os possiveis efeitos adversos;

e conferir protecdo aos agentes terapéuticos durante 0 Seu percurso no organismo
até atingir o alvo terapéutico pretendido, de forma a evitar qualquer degradacao
de farmaco incorporado;

e possuir boa capacidade para transportar mais do que um farmaco, o que permite
atuar em terapias combinadas e combater tumores multirresistentes;

e integrar determinados agentes de contraste, que permitem acompanhar a
evolucdo do tratamento em tempo real;

e responder a determinados estimulos, o que confere um maior controlo na
libertacdo do farmaco, evitando assim a libertagdo prematura do agente
terapéutico.

1.5. Objetivos do trabalho

A investigacdo na rea da entrega de fArmacos é bastante vasta devido, por um lado,
ao elevado nimero e natureza de transportadores que podem ser considerados e, por outro, a
elevada diversidade de agentes terapéuticos, candidatos a farmacos, e de aplicacdes médicas a
estudar. Envolve necessariamente areas diversas, embora relacionadas, como sejam a quimica,
a ciéncia dos materiais, as ciéncias farmacéuticas e a medicina.

Tendo em aten¢do, que é impossivel abranger toda a bibliografia, j& que esta é uma
area tdo vasta, optou-se, devido a sua importancia ao nivel da investigacdo bem como as
potencialidades de aplicagdo clinica, por se centrar apenas na analise bibliografica desta
monografia na entrega de farmacos, usando como transportadores materiais siliciosos micro e
mesoporosos, tais como zedlitos e silicas mesoporosas ordenadas do tipo MCM-41 e SBA-15.
Seré assim apresentada a bibliografia mais relevante no que diz respeito as diversas etapas dos
estudos de entrega de farmacos envolvendo estes materiais.
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Il. SILICAS MESOPOROSAS ORDENADAS E MATERIAIS ZEOLITICOS

Ao longo dos anos, os estudos que envolvem silica mesoporosa e zedlitos tém vindo
a sofrer um crescimento evidente. Estes materiais tém sido testados como base para diversas
aplicagdes biomédicas e usados como suporte na imobilizacdo enzimatica, em sensores 6ticos
e eletroquimicos, na catalise heterogénica e na separacéo biomolecular [1118-22],

No entanto, s6 em 2000, é que houve um crescimento relativamente ao uso de
materiais derivados de silica para fins biomédicos [?%. Os materiais comecaram a ser estudados
como sistemas de entrega de farmacos, uma vez que foi demonstrada a sua biocompatibilidade
com os sistemas celulares durante este processo de entrega dos agentes terapéuticos [423-261,
Este tipo de sistemas permite, em determinadas condigdes, uma libertagdo controlada de
farmacos. Neste contexto tém sido testados materiais como 0 MCM-41, SBA-15 e MCM-48,
que apresentam determinadas caracteristicas importantes para a entrega de farmacos, quer em
sistemas de entrega sistémica, quer em dispositivos de entrega local sob a forma de implantes
[4],

Este tipo de sistemas meso-estruturados foi classificado como sendo sistemas de
entrega potencialmente eficazes 2, devido as suas caracteristicas estruturais como a elevada
area superficial, o volume de poro e porosidade, que proporcionavam um maior controlo a nivel
da libertacdo controlada e sustentivel de diferentes substancias farmacologicamente ativas
[22,27—34].

A biocompatibilidade de um sistema de entrega de farmacos é essencial de modo a
garantir a seguranca e eficdcia da substancia ativa e também a adsorcdo e incorporacdo da
mesma no sistema, evitando uma possivel libertacdo do agente terapéutico antes de se atingir o
tecido ou célula alvo. Como j& foi referido, o uso destes sistemas tinha como objetivo a
libertacdo controlada e sustentada das moléculas terapéuticas, cumprindo uma taxa de
libertacdo ideal de modo a ser atingida a atividade terapéutica pretendida e com o menor nimero
de efeitos adversos [22:35-39],

A dosagem e a taxa de libertacdo de um determinado fa&rmaco pode ser controlada de
forma eficaz, a partir da modificagdo de um ou mais parametros como a estrutura e Composicao
da matriz (044 o tamanho do poro [#21[#3 3 entrada do poro [*4#% e da interagdo quimica entre
0 hospedeiro [*€1,

2.1. Materiais do tipo MCM-41 e SBA-15
2.1.1. Caracteristicas estruturais
Silicas mesoporosas ordenadas sao silicas que a escala atdmica sao amorfas, mas, que
devido ao processo de preparacdo, apresentam um sistema ordenado de canais cujo diametro

pode atingir mais de 100 A. Os materiais mais representativos desta familia sio o MCM-41(com
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diametro de poro tipicamente de ca. 30 A) e 0 SBA-15 (com didmetro de poro entre 50 e 100
A). Na sua preparacdo sdo usados surfatantes (MCM-41) ou polimeros de blocos anfifilicos
(SBA-15), que nas condicdes de sintese formam um sistema micelar, o qual serve de molde a
condensacéo da silica. Este sistema micelar, depois de removido por extragdo com solventes
apropriados ou calcinagdo resulta no sistema poroso final (figura I1-1). Dependendo das
condicdes de sintese e dos aditivos adicionais, podem ser preparados materiais com diametro
de poro e de particula variaveis.

. Matriz hexagonal
Micela de Bastao : J

surfactante micelar

ey
Oa s

Silicato @

Figura 11-1. Mecanismo da estruturacio do MCM-41 ¥71,

(b)

Figura 11-2. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) de MCM-41 (a) e SBA-15 (b) (adaptado de [*?]).

Este tipo de materiais tem revelado um elevado potencial de aplicacdo em diversas areas
em que se incluem a quimica, a nanotecnologia e a medicina. A estrutura porosa que
apresentam, com o sistema ordenado de canais de grandes dimensdes, da origem a uma area
superficial que pode ultrapassar os 1000 m?/g. Estas caracteristicas, associadas a flexibilidade
de funcionalizacdo da superficie, e devido a presenca de grupos OH terminais, justificam o
interesse no seu uso como suporte de catalisadores em que funcionam como nanorreactores e
em sistemas de entrega de farmacos 4952,

2.1.2. Funcionalizacéo

As silicas mesoporosas ordenadas, nomeadamente MCM-41 e SBA-15, apresentam
propriedades texturais excecionais que potenciam o seu uso em areas que incluem a catélise,
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suportes para cromatografia, libertacdo controlada de farmacos ou agroquimicos e
desenvolvimento de implantes médicos. Para a utilizacdo deste tipo de materiais nestas
aplicacOes é necessario ndo sé o controlo das suas propriedades texturais, mas também efetuar
e controlar a funcionalizacdo da superficie com moléculas organicas. De uma maneira geral, 0s
grupos funcionais organicos podem ser imobilizados na superficie da silica através de
interacOes covalentes ou ndo covalentes, sendo que as ligacGes covalentes sdo na maioria dos
casos as preferidas [3,

Uma das vantagens destes materiais é a existéncia de duas superficies diferentes, a
superficie exterior das particulas e a superficie interna dos canais. A estrutura mesoporosa
oferece um efeito de confinamento cujo microambiente permite um encapsulamento de
moléculas organicas protegidas do ambiente exterior.

A funcionalizacdo deve ser decidida em funcdo das caracteristicas da superficie
requeridas para determinada aplicacdo no que diz respeito as interacbes com o meio
circundante. Por exemplo, pode ser considerada a imobilizacdo de moléculas pequenas,
péptidos ou anticorpos de modo a conseguir interacOes especificas com células e tecidos. A
composicao global tem um elevado impacto na farmacocinética das particulas num ambiente
fisioldgico.

De uma maneira geral a funcionalizagdo pode ser feita por dois processos: co-
condensacdo e modificacdo pds-sintese, visivel na figura 11-3.

¥ g TS R I

SV 'l Si{OR)s % % Extracdo

A = —_— @* — " Co-condensagdo
= g%

Si{OR)s l -

Calcinagdo =

0E) wt
o c Extracdo 1 Si(OR)s
K '

- Modificacdo pés-sintese

Figura 11-1. Funcionalizag&o da silica mesoporosa pelos métodos da co-condensagéo e modificacao pos-sintese (adaptado de
[144])_,

No método de co-condensacdo, um precursor com o grupo funcional desejado é
adicionado & mistura que contém os componentes para a sintese da silica mesoporosa. Deste
modo, o produto final contem grupos organicos ancorados covalentemente as paredes dos poros
de uma forma homogénea. Na maior parte dos casos, sdo usados organosilanos do tipo R-
Si(OR’)3 como precursores. A razdo para esta escolha é que estes compostos formam ligagdes
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Si-C com alguma facilidade, facilitando a incorporacdo de uma grande variedade de grupos
funcionais. Deve ser ainda notado que como a funcionalizacdo é efetuada durante a sintese ndo
ocorre geralmente o bloqueio dos poros. No entanto, esta abordagem tem como limitacdo a
quantidade de organoalkoxisilano que pode ser incorporada, uma vez que estes podem ter um
efeito significativo sobre as propriedades texturais do material mesoporoso. No processo de
funcionalizacdo por este método, a remocdo do estruturante tem que ser obrigatoriamente
efetuada através da extracdo com solventes.

A modificacdo pos-sintese é efetuada apds a remocao do agente estruturante, baseia-se
na reagdo de condensagdo de um determinado organosilano como RSi(OR’)s3, RSICls, ou
HN(SiR3 ) e um silanol livre (= Si-OH) ou geminal (=Si(OH)2 ) da superficie, num solvente
apolar como o benzeno ou tolueno. Embora uma grande variedade de grupos funcionais possa
ser introduzida, verifica-se que ocorre com frequéncia alguma heterogeneidade na distribuicéo
destas moléculas. Este comportamento tem sido atribuido a limitagdes difusionais associadas a
estrutura porosa. Tendo em atencdo que os silandis localizados na superficie externa e abertura
de poros sdo cineticamente mais acessiveis, a maioria dos grupos funcionais sdo incorporados
na superficie externa das particulas e nas aberturas dos poros, o que pode levar ao bloqueio dos
poros 34

Existem ainda diversas variantes de funcionalizagdo, quer por co-condensagdo quer
por modificacdo pds-sintese, que permitem obter materiais com caracteristicas diferenciadas e
que podem envolver, por exemplo, a formacéo de uma cobertura polimérica das particulas [5561,

2.2. Zeblitos
2.2.1 Caracteristicas estruturais

Zeolitos, termo introduzido pela primeira vez pelo mineralogista Axel Fredrik 7], sdo
compostos caracterizados por serem materiais microporosos, aluminossilicatos (minerais
compostos por aluminio, silicio e oxigénio) cristalinos que possuem uma estrutura com uma
rede tridimensional bem definida 81591 [601 (611 A sya estrutura é constituida por tetraedros (TO4)
de SiO4 e AlO4, que se ligam entre si pelos vértices. Os tetraedros de Si e Al estdo dispostos
por diversos arranjos tridimensionais, 0 que origina um sistema de poros com um tamanho entre
4al12 A, canais e cavidades, com uma elevada éarea superficial interna. Quando o Al se encontra
presente na estrutura tetraédrica, a presenca de catifes no interior dos poros e canais torna-se
um requisito essencial uma vez que as cargas negativas dos tetraedros de AlO4™ tém de ser
compensadas [58][60]. Esses catides de compensacdo, sdo por norma metais leves como Na*,
K*, Ca?*, Mg?* e protdes H*. Os poros dos zedlitos podem ainda ter no seu interior outras
espécies, como grupos hidroxilo e espécies de aluminio extra-rede [8l,

Os zedlitos apresentam uma grande variedade estrutural, sendo classificados de acordo
com as dimensdes dos seus poros. Existem ze6litos de poros pequenos, médios e constituidos
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por anéis de 8,10 ou 12 aomos T [6%. A figura 11-4 ilustra algumas das estruturas mais
representativas da familia dos zedlitos.

AlQy4/, tetraédrico
requer um balanco de
cargas: catides extra-
rede Zéolitos A, X, Y
Sodalite

-—

R @

,o,@ﬁ.,(%i

sodalite zeolite A zeoliteS' X, Y

Figura I1-2. Estruturas dos zéolitos ,A Xe e Y (adaptado de 41).

Os zedlitos ndo apresentam toxicidade e tém boa biocompatibilidade, o que os torna
uteis em aplicacOes biomédicas. A sua estrutura microporosa, ordenada e com uma elevada area
superficial, faz com que sejam potenciais sistemas de entrega de farmacos, uma vez que quando
comparados com materiais ndo porosos, permitem uma elevada incorporacdo de farmaco nos
canais microporosos. Também a variedade de grupos funcionais que podem ser incorporados
nestes compostos favorece uma melhor interagcdo com o farmaco (normalmente por ligacGes de
hidrogénio), o que possibilita uma melhor controlo da incorporacéo e libertacdo do farmaco [621,

A familia dos zedlitos ndo consiste apenas em zedlitos convencionais com Si e Al, uma
vez que a substituicdo isomorfica destes atomos origina outras estruturas. Existem assim
analogos dos zedlitos, com outras composicOes e designados por zedtipos. Destes zeotipos
destaca-se uma nova classe de aluminofosfatos (ALPOSs). Esta foi descoberta nos anos oitenta
e é formada por tetraedros de AlO4 e POs, em que muitas das estruturas sdo andlogos de ze6litos
ja conhecidos. A proporcao entre aluminio e fosforo é muito proxima de um, o que indica que
estas estruturas sdo eletro-neutras e ndo precisam de catides de compensag¢do. Quando uma
parte dos atomos de P ou Al e P é substituido por &tomos de Si, origina-se uma outra classe
denominada de SAPOs - silico-aluminofosfatos. Neste caso sdo necessarios catides de
compensacao, que sendo protdes originam sitios acidos 581601

Comparando as estruturas ALPO com os ze6litos, as ALPOs tém uma menor robustez,
0 que dificulta o tratamento térmico e/ou hidrotérmico, no entanto, tém uma maior facilidade
na introducéo de ides de metais de transigdo (Mn, Fe, Co) na rede cristalina, 0 que origina
vantagens significativas na catalise de oxidagao [0,
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Os zeolitos possuem propriedades Unicas, como a presenca de centros acidos, de grandes
areas superficiais (300-600 m?/g), alta capacidade para permuta idnica, alta estabilidade térmica
e a existéncia de sistemas poros regulares que possibilitam a realizacdo de reacdes cataliticas.
A acidez da superficie tem-se revelado como uma das propriedades mais importantes destes
compostos. Os tetraedros AlO4™ conferem uma carga negativa, carga essa que tem de ser
compensada pela existéncia de um catido metalico ou por um protao, o que origina um centro
de Lewis ou um centro acido de Bronsted, respetivamente. Nas pontes de oxigénio entre o
atomo de aluminio e silicio, estdo localizados os protdes hidroxilicos. O reajuste da densidade
eletrénica torna as ligagdes Al-O e Si-O praticamente idénticas e no caso dos zeotipos, a
interacdo forte entre o Al-O enfraquece a ligacdo O-H, tornando o protdo num acido forte.

2.2.2. Sintese e modificacéo

Relativamente a sua sintese, os zedlitos sdo sintetizados em condic¢Ges hidrotérmicas,
onde um gel de silico-alumina, de elevado pH, contendo fontes de Si, Al e catibes adequados,
é sujeito a temperaturas entre 80 e 200°C e pressdo moderadas, sofrendo um processo de
cristalizacdo lenta. Muitas vezes, usa-se um agente estruturante organico, como sal de amonio
quaternario, de forma a direcionar a estrutura resultante do processo de cristalizacdo numa
estrutura com a arquitetura especifica pretendida. Apds a sintese, 0 zedlito é lavado e calcinado
a temperaturas entre os 300 e 500°C, o que permite a eliminacdo de &gua, do agente estruturante
e de outras moléculas existentes nos poros [5810591,

Algumas das caracteristicas dos zeélitos podem ser, dentro de determinados limites,
estabelecidas durante o processo de sintese. Entre estas caracteristicas esta a razdo Si/Al que
condiciona a acidez final, que em termos de nimero de centros acidos que na natureza desses
centros &cidos. No entanto, para uma parte significativa das aplicaces sdo necessarias também
modificacfes pds-sintese. A mais simples e mais comum € a permuta i6nica em que 0s catides
de compensagdo sdo substituidos pelos mais adequados a funcdo a que se destinam. Outras
modificagdes mais severas e que podem implicar modificagdes estruturais sdo a remocao de
atomos de Si ou Al da estrutura cristalina e que podem ou ndo ser substituidos por outros
atomos.

A saida do silicio (dessilicacao) ou do aluminio (desaluminacao) da estrutura do ze6lito
vai originar mesoporosidade. No entanto, hd que ter em atencdo que estas remogGes podem
danificar a estrutura do zedlito. Na figura 11-5 e 11-6 séo visiveis os processos de dessilicacdo e
desaluminagéo [,

25



Materiais micro e mesoporosos na entrega de farmacos

Zedlito Microporoso

Tratamento alcalino Tratamento dcido
NaOH HNO,

Dessilicacdo Desaluminacao
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Figura 11-3. Método de dessilicagdo e desaluminagdo (adapatado de %),
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Figura 11-4. Método de dessilicagdo ( adapatado de ).

A dessilicacdo é um processo que ocorre em meio alcalino e consiste na perda de atomos
de silicio presente no zedlito. Este processo gera uma porosidade secundaria no zeolito. Obtém-
se assim um sistema secundario com mesoporos, mantendo-se 0 seu carater microporoso e
propriedades acidas. A introducdo deste sistema adicional de poros vai interferir nas
propriedades estruturais e acidas do material obtido, e por sua vez, essas novas propriedades
afetam simultaneamente a atividade, seletividade e vida Gtil dos ze6litos usados no processo de

catalise B9,

A desaluminacdo € um método de pds-sintese que consiste na perda de atomos de
aluminio contido na estrutura do ze6lito, para isso sdo precisos agentes quimicos ou pode ser
feito por tratamento hidrotérmico. Sempre que ocorre perda ou saida dos atomos de aluminio,
ha rutura parcial da estrutura do ze6lito, com formagdo de lacunas. Essas originam uma

26



Materiais micro e mesoporosos na entrega de farmacos

porosidade adicional, sobretudo na estrutura microporosa do zeélito. Porém é de notar que a

remocao dos atomos de aluminio pode originar alteracGes nas propriedades acidas do zedlito
[59]

1. SILICAS MESOPOROSAS ORDENADAS NA ENTREGA DE FARMACOS
3.1. Importancia das caracteristicas estruturais

As matrizes mesoporosas tém demonstrado um elevado potencial para serem usadas
como transportadores de farmacos. Estes transportadores sdo caracterizados por possuirem [“:

e uma rede de poros ordenada, de tamanho homogéneo, o que permite um controlo
cinético do encapsulamento e libertagdo do farmaco;

e um volume de poros consideravel, com o intuito de suportar a quantidade necessaria do
farmaco;

e uma area superficial elevada, imprescindivel a adsorcao de farmacos;

e uma superficie com silanol que pode ser funcionalizada, permitindo assim um melhor
controlo a nivel da carga e libertacdo de farmacos.

Ao colocar-se a questdo “Como ¢ que os medicamentos devem ser incorporados numa
matriz mesoporosa?” 4, chega-se a resposta que a partir da <’imersdo’’ da matriz mesoporosa
numa solucédo de farmaco altamente concentrada, ha adsorcao do farmaco no sistema, o que
sugere a incorporacao de uma determinada substancia ativa no sistema mesoporoso, baseando-
se sobretudo nas propriedades de adsorcdo dos materiais mesoporosos [,

Desta forma, as caracteristicas atrds mencionadas tornam assim o0s materiais
mesoporosos excelentes candidatos a sistemas controlados de entrega de farmacos.

3.1.1. Tamanho dos poros

O tamanho dos poros dos materiais mesoporosos influencia e determina o tamanho da
molécula que pode ser adsorvida nos mesoporos, deste modo, a adsor¢ao de moléculas na matriz
mesoporosa € influenciada pela seletividade relativa do tamanho dos mesmos.

Poros com diametros ligeiramente maiores que as dimensdes das molécula do

didmetro do poro

farmaco, numa razdo de > 1, permitem a adsorcdo de farmacos no

tamanho da molécula de F
interior dos poros. Uma das caracteristicas mais importantes dos materiais mesoporosos é o

facto de o diametro dos mesoporos poderem ser ajustados a partir de 1,5 nm até varias dezenas
de nanémetros, podendo ser conseguido através da alteracdo do comprimento da cadeia do
surfactante [63,64]. O processo de sintese destes materiais permite uma adaptacdo da estrutura
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porosa, o que contribui para um melhor controlo da incorporacéo e da libertacdo de pequenas
moléculas de farmaco nas mesmas ou até de macromoléculas, como proteinas. Isto acontece, ja
que a superficie pode ser facilmente modificada, o que origina a entrega controlada e
direcionada de farmaco, contribuindo para uma melhor eficacia terapéutica com a diminuicao
de toxicidade [4161,

As propriedades e peneiro molecular das silicas mesoporosas e a polaridade do solvente
sdo fatores fundamentais para a incorporacdo de farmacos. No entanto, quando os materiais
mesoporosos sdo usados como sistemas de entrega de farmacos, o tamanho dos poros ndo
exerce apenas uma funcao de peneiracdo molecular, mas também controla a taxa de libertacdo
do farmaco.

Assim sendo, a importancia do tamanho de poro foi evidenciada em varios estudos ao
longo dos ultimos anos. Quando o0 MCM-41 foi testado pela primeira vez como sistema de
entrega do farmaco ibuprofeno % usou-se C12TAB - brometo de dodeciltrimetilaménio- e
C16TAB - hexadeciltrimetilamédnio, como agentes estruturantes da matriz. Este Gltimo
originou uma matriz mesoporosa com um diametro superior a do produto preparado com
C12TAB.

No primeiro caso, houve libertacdo de 55% de farmaco apds um periodo de 24 horas,
no segundo caso, libertou-se apenas 68% do farmaco também no mesmo periodo de tempo.
Estes resultados confirmam assim a importancia do tamanho dos poros no controlo da entrega
e libertacdo de medicamentos 12, como € visivel na figura I11-1, em que o maior tamanho dos
poros, permite uma maior taxa de libertacdo do farmaco, neste caso do ibuprofeno .
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Figura 111-1. Percentagem de libertagéo do ibuprofeno a partir do sistema de entrega de farmacos MCM-41 ap6s 24
horas de administragdo, de acordo com o didmetro do poro (adaptado de ).

Estudou-se também a incorporacao de ibuprofeno numa estrutura mesoporosa MCM-
48, que é uma estrutura cubica com formato 3D. Foram usadas duas silicas com tamanho de
poro de 3,6 nm e 5,7 nm 61, Incorporou-se o ibuprofeno nestas duas estruturas e verificou-se
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que a libertacdo do farmaco foi mais rapida na que apresenta maior poro, o que indica que o
tamanho do poro neste tipo de simetria também influencia a libertagédo [671.

A estabilidade da estrutura dos poros varia de acordo com o tratamento térmico efetuado
para a remogdo do agente estruturante. Este processo pode alterar a estrutura de poros e
consequentemente a cinética de libertacdo do farmaco [l. Embora o didmetro e a forma dos
poros influenciem fortemente a cinética de administracdo do farmaco, a quantidade adsorvida
depende na maior parte dos casos da area superficial disponivel para a essa adsor¢do e com as
interacdes que sdo estabelecidas com a superficie.

Ladan Rashidi et. al. [%8] prepararam silicas mesoporosas do tipo MCM-41 com tamanho
de poro variavel nas quais adsorveram 4acido galico, um composto com propriedades
antioxidantes e de importancia farmacoldgica, nomeadamente potencial citotoxico, antifungico,
antiviral e anti-inflamatorio e sem causar efeitos adversos nas células saudaveis. Neste caso, 0s
resultados mostraram que a capacidade de adsor¢do depende do tamanho do poro e da quimica
da superficie.

Avaliou-se o0 potencial de nanoparticulas de silica mesoporosa como
nanotransportadores de moléculas de farmaco, ao nivel de adsorcao e libertacdo do mesmo e
ainda a capacidade antioxidante do acido galico. Sintetizou-se nanoparticulas de silica com
diferentes tamanhos de poro. Em seguida, simulou-se diferentes fluidos - fluido gastrico
simulado (SGF) com um valor de pH de 1,2; fluido intestinal simulado (SIF) com um pH entre
6,8 e 7,4; fluido corporal simulado (SBF) com pH a 7,4 e fluido do trato gastrointestinal
simulado (SGTIF) - e verificou-se a capacidade de adsor¢do das nanoparticulas nos mesmos.

Tabela 111-1. Parametros texturais das diversas amostras preparadas (MSN, MSN-GA, PI-MSN, P1-MSN-GA, P2-MSN E P2-MSN-GA
(adaptado de 1),

Amostra Area de Volume de Diametro do Area de
superficie BET adsorcédo do poro (nm) adsorc¢ao do
(m’g) poro (cm3g™) poro (m?g™)
MSN 1206.6 0.8321 2.40 1178.9
MSN-GA 896.3 0.697 2.36 857.05
P1-MSN 1011.13 0.8472 2.44 1186.67
P1-MSN-GA 745.8 0.664 2.24 820.45
P2-MSN 992.4 1.037 3.44 1251.2
P2-MSN-GA 669.6 0.628 3.12 759.8

Na tabela I11-1, foram preparadas amostras com diferentes didmetros de poros e area
superficial. Verificou-se que a area superficial e o volume poroso sdo menores nas
nanoparticulas de silica com &cido galico incorporado. Esta incorporacédo indica que houve uma
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reacdo que modificou a superficie com consequente preenchimento dos poros das
nanoparticulas por &cido gélico.

OH

H OH

COOH

Figura I11-2. Estrutura quimica do &cido galico '8,

O espetro de FTIR das MSN [8] possui bandas de absorcéo caracteristicas, que resultam
da frequéncia vibracional de elongacdo dos grupos silanol existentes nas MSN [68l-

A figura I11-2 evidencia a estrutura quimica do acido galico, que é composto por trés
grupos hidroxilicos e um grupo carboxilico. Este composto associa-se as nanoparticulas de
silica mesoporosa a partir dos atomos de silicio. Assim sendo, a ligagdo das moléculas de acido
galico a superficie de silica diminuem o numero de grupos silanol livres, reduzindo a
intensidade das bandas de absor¢do das MSN, como € visivel na figura 111-3.
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Figura 111-3. Espetro de FTIR da MSN, MSN-GA e GA. Nesta figura sdo visiveis quatro bandas caracteristicas, uma banda a 1628, 970 e
460 cm'* que se devem a vibrago resultante da flexdo entre Si-OH e uma banda a 804 cm* que se associa ao elongamento simétrico de Si-
OH. Nas MSN-GA verifica-se uma diminuigio da intensidade das bandas. !

Na figura 1ll-4, constatou-se que a libertacdo de &cido galico aumenta
proporcionalmente com o aumento do diametro do poro (MSN-GA < P1-MSN-GA < P2-MSN-
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GA). Avaliou-se a libertacdo de acido galico num fluido gastrointestinal simulado (SGITF),
cujos resultados estdo na tabela 111-2. Desta forma, a medida que o tamanho de poro aumenta,
maior vai ser a quantidade de farmaco libertado. O acido galico encontra-se na sua forma
aniénica em valores de pH entre 5-8 [, Fazendo ainda uma contextualizacéo a nivel dos fluidos
simulados, sabe-se que a um pH superior a 7, vai haver desprotonagdo dos grupos hidroxilo e
produzem-se todas as formas iénicas do acido galico %% Os grupos silanol das nanoparticulas
ficam desprotonados, originando uma forte repulsao eletrostatica entre o agente terapéutico e a
superficie de nanoparticulas de silica o que leva a uma maior libertacdo de composto
terapéutico. Por outro lado, em meios com pH inferior a 5, como no caso de um fluido gastrico
(pH = 1,2), apenas o grupo carboxilico do acido galico se encontra negativamente carregado
[79] ocorrendo interacéo idnica entre o grupo carboxilico e os grupos OH da superficie de silica
e desta forma ha menor libertacdo de farmaco.

SGITF, pH 74
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Figura 111-4. Perfis de libertagdo de MSN-GA, P1-MSN-GA e P2-MSN-GA num fluido gastrointestinal simulado (adaptado de ]).

Tabela 111-2. Valores de libertacdo de acido galico contidos no MSN-GA, P1-MSN-GA e P2-MSN-GA, nos diferentes fluidos simulados

Amostra Fluido gastrico Fluido intestinal Colon simulado, pH
simulado, pH=1,2;  simulado, pH=6,8— =7,4; ap0ds 48 horas
apos 2 horas (%) 7,4; ap0s 5 horas (%0) (%)
MSN-GA 47,3 62 75,6
P1-MSN-GA 55,6 82,2 96,2
P2-MSN-GA 62 90 99,7
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Na figura 111-5 avalia-se o poder antioxidante do composto terapéutico e é visivel que
este aumenta com o aumento do tamanho dos poros e com 0 aumento gradual da concentragao
de acido galico.

mMSN-GA uP1-MSN-GA m P2-MSN-GA

Atividade antioxidante (%)

Tempo (h)

Figura 111-5. Atividade antioxidante do acido galico libertado num fluido gastrointestinal simulado (adaptado de ).

A. Martin et. al. 122 estudou a incorporacéo de sucinato de metilprednisolona sodica -
composto com propriedades imunossupressores e anti-inflamatdrias - em diversos materiais de
silica mesoporosa e como o tamanho do poro influenciaria a adsor¢do no mesmo.

De forma a compreender a capacidade de adsor¢do de farmacos, neste caso de
corticoides, estudou-se o comportamento de diversos materiais de silica mesoporosa,
nomeadamente a relagdo entre as propriedades texturais e a capacidade de adsor¢do. O didmetro
dos poros do material de silica influencia o acesso do farmaco aos sitios de adsor¢do. A partir
da tabela 111-3 e da figura 111-6 conclui-se que valores de poros com maior diametro, como
presente nos sistemas LP-SBA-15, ULP-SBA-15 e amostras de MCF, conseguem incorporar
maior carga de farmaco enquanto que sistemas com menor diametro de poro, como SBA-3,
MCM-41, SBA-16 e materiais de silica MH, tém uma capacidade reduzida de incorporacéo,
porém este Ultimo, ao ter uma morfologia helicoidal e alongado, é uma excecao, visto que tem
um tamanho de poro reduzido, no entanto, consegue suster uma consideravel quantidade de
farmaco [?2,
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Tabela 111-3. Quantidade de farmaco adsorvida em materiais de silica mesoporosa (adaptado de 22).

Material Dp (A) Farmaco adsorvido Farmaco adsorvido/
(mg.g™) Seet(Mg.g™)

SBA-3 18 59 0,041
MCM-41 28 70 0,066
MH 22 116 0,154
SBA-16 65 61 0,071
LP-FDU-12 123 95 0,219
SBA-15 83 109 0,147
PHTS 63 110 0,184
LP-SBA15 130 156 0,214
MCF 264 140 0,219
ULP-SBA15 300 122 0,314

Comparando materiais de silica de estrutura hexagonal 2D (SBA-15 e LP-SBA-15) e
estrutura cibica 3D (SBA-16 e LP-FDU-12), observa-se que o0 material de silica 2D tem melhor
capacidade de adsorver moléculas de farmaco. Porém a divisdo da quantidade de
metilprednisolona que € adsorvida pela area superficial (farmaco adsorvido/ superficie BET),
refere que adsorcdo depende unicamente do tamanho do poro do sistema de silica mesoporo e
ndo do tipo de estrutura. A figura I11-6 relaciona a quantidade de farmaco adsorvido por unidade
de area de superficie BET e o tamanho dos poros de um determinado sistema mesoporoso.
Como é visivel na mesma figura, materiais com um tamanho inferior, como o SBA-3 e MCM-
41, tém impedimentos estéreos a nivel da penetracdo das moléculas de farmaco nos poros, tendo
menor adsor¢ao. Em materiais de silicacom tamanho de poro intermédio como SBA-15e PHTS
ndo sao visiveis impedimentos estéreo quimicos. Relativamente ao material SBA-16, embora
possua um elevado valor de tamanho de poro, a difusdo de farmaco encontra-se comprometida,
logo ndo é possivel adsorver grandes quantidades de moléculas de farmaco. Por fim, materiais
com tamanho de poro elevado como LP-FDU-12, LP-SBA-15, MCF, ULPSBA-15, possuem
uma mesoporosidade que permite a entrada e a difusdo de moléculas de farmaco,
independentemente da sua mesoestrutura [22].
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Figura 111-6. Quantidade de farmaco adsorvido por unidade de &rea de superficie BET vs o tamanho dos
poros de um determinado sistema (adaptado de ?21).

Num estudo feito por Qu et al. [l foram sintetizados trés sistemas de entrega - MCM-
4116 , MCM-4112 e SBA-15, que se associavam a trés surfactantes diferentes C16TAB,
C12TAB, e EO20PO70EO20, respetivamente, e verificou-se uma vez mais, que o tamanho dos
poros influencia a adsorcdo de compostos farmacoldgicos, neste caso do catopril - inibidor da
enzina de conversdo de angiotensina (IECA) - usado no tratamento de hipertensdo arterial e
insuficiéncia cardiaca.

Embora os sistemas MCM-4112 e SBA-15 apresentem um tamanho de poro diferente,
2,01 nm e 9,37 nm, respetivamente, conseguem incorporar uma quantidade de farmaco
semelhante, como verificado na figura I11-7 e em trinta minutos conseguem atingir a carga
maxima de farmaco. Ainda que o MCM-4116 e SBA-15, revelem uma morfologia semelhante,
a quantidade de farmaco incorporada € distinta, ja que 0 MCM-4116 possui um tamanho de poro
menor, necessitando duas horas para atingir a carga maxima. Desta forma é possivel afirmar
que a incorporacdo rapida de farmaco pode ser alcancada a partir do aumento do tamanho de
poro, como no caso do sistema SBA-15, ou a partir do tamanho reduzido das particulas de
farmaco, como demonstrado no sistema MCM-4112.
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Figura 111-7. Quantidade de captopril incorporado nas diferentes amostras de silica mesoporosa.
a) SBA-15, b) MCM-41,4, ¢) MCM-41,,, em funcdo do tempo (adaptado de ['4).

A figura I11-8 revela assim a taxa de libertacdo do farmaco da silica mesoporosa num
fluido de estdbmago simulado (pH=1,3). Constata-se que apds trinta minutos, é atingida a carga
méaxima de farmaco (60%) no sistema CapH2/SBA-15, e passadas duas horas, cerca de 78% do
farmaco foi libertado e apds dezasseis horas, tinha ocorrido a libertacdo total do mesmo. No
caso do CapH2/MCM-4116, ao fim de duas horas, houve uma incorpora¢do méxima de farmaco
(47%), porém para se atingir os 78% foram necessarias mais de doze horas, verificando-se uma
libertacdo completa ao fim de 30 horas. Relativamente ao CapH2/MCM-4112, a figura 16 (c)
mostra que o farmaco teve uma répida libertacdo, cerca de 20 horas, e sabendo que apresentava
um tamanho e comprimento de poros inferior ao CapH2/MCM-4116, é possivel afirmar que esta
taxa de libertacdo se devia ao menor comprimento do poro, uma vez que este € mais curto e

permite assim uma mais rapida libertacdo do farmaco.
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Figura 111-8. Taxa de libertagédo do captopril em silica mesoporosa. a) CapH,/SBA-15, b)
CapH,/MCM-41;, ¢) CapH,/MCM-41;, (adaptado de ['Y).

3.1.2. Area superficial

Uma vez que a incorporacdo de farmacos se baseia sobretudo nas propriedades de
adsorcao, a area superficial do material mesoporoso torna-se o fator mais determinante para a
quantidade de composto terapéutico a ser adsorvido. De um modo geral, € necessario incorporar
determinadas quantidades de farmaco ou ter a possibilidade de incorporar farmaco na matriz,
seja em doses altas ou baixas ["l. Assim sendo, sistemas mesoporosos com uma grande area
superficial vdo ter um maior potencial de adsor¢éo e incorporacdo de medicamento no interior
dos mesoporos [161,

A incorporacdo de farmacos pode ser abordada a partir de dois métodos diferentes:

aumentando e/ ou reduzindo a area superficial ou modificando a afinidade entre a area de
superficie e o farmaco a administrar. A primeira abordagem relaciona-se com a superficie
disponivel para as moléculas de farmaco, isto porque, enquanto que o tamanho dos poros
permite que o farmaco seja incorporada na matriz, uma maior superficie contribui para uma
maior adsorcédo de farmaco [, Outra forma de controlar a quantidade de farmaco adsorvido é
através da funcionalizacdo da superficie, que sera discutida num ponto posterior.

Qui et al "I sintetizaram um material mesoporo com estrutura hexagonal 2D — MCM-
41 e SBA-15 - com valores de 1157 e 719 m°g para a area SgeT, respetivamente. Ambas as
matrizes foram carregadas com alendronato nas mesma condicdes e os valores obtidos de
adsorcdo maxima de farmaco foram 139mg/g para 0 MCM-41 e 83 mg/g para o SBA-15 ['2],
Assim sendo, pode-se afirmar que a area superficial da matriz se relaciona com a adsorcao de

farmaco na matriz.

36



Materiais micro e mesoporosos na entrega de farmacos

Tabela I11-4. Exemplos de estrutura e dados quimicos de silica mesoporosa incorporada com captopril (adaptado de ™).

Amostra Morfologia  Parametro Diametro SeeT Volumedo  Captopril

de rede d doporo  (m?g?!) poro(cmig?l)  (wt %)

(nm) (nm)
SBA-15 Rod-like 10,26 9,37 910 1,20 22,57
CapH./SBA-15 Rod-like 10,03 7,39 592 0,98 22,57
MCM-4156 Rod-like 3,98 2,79 1211 1,18 33,99
CapH,/ MCM-414 Rod-like 3,91 2,17 914 0,58 33,99
MCM-41;, Particle-like 3,09 2,01 940 0,82 23,60
CapHz/ MCM-411,  Particle-like 3,09 1,65 580 0,55 23,60

A tabela I11-4 permite comparar os valores do didametro de poro, da area superficial, do
volume de poro e da percentagem de farmaco incorporado nas amostras - SBA-15, MCM-411s,
MCM-4112— com as amostras com o farmaco ja incorporado — CapH2/SBA-15, CapH2/MCM-
4116, CapH2/MCM-4112. Em todos os materiais com a carga de farmaco, os valores do didmetro
de poro, da area de superficie e o volume do poro diminuiram. Esta diminui¢cdo em todos os
parametros avaliados sugere que houve incorporacdo das moléculas de captopril, mantendo-se
sempre a estrutura do mesoporo. Comparando ainda CapH2/SBA-15 e CapH2/MCM-4116 é
visivel que o sistema CapH2/SBA-15 possui um didmetro do poro maior e uma menor area Sget
que o sistema CapH2/MCM-4116. Porém possui menor incorporagédo de farmaco (22,57%), logo
é possivel afirmar que a carga de farmaco depende sobretudo da area de superficie. Desta forma,
o0 sistema CapH2/MCM-4116 € aquele que tem maior carga de farmaco, uma vez que é o0 que
tem maior area de superficie.

3.1.3. Volume de poro

Os materiais de silica mesoporosa apresentam um volume de poro até 1,2 cm? g1 [/,

A interacdo entre o farmaco e os mesoporos é um fendomeno superficial, no entanto,
as fracas interagcbes medicamentosas podem favorecer condi¢des de incorporacao e ainda levar
ao preenchimento dos poros. Neste caso, 0 volume de poros é um fator fundamental na
determinacéo da quantidade de farmaco adsorvida. A existéncia de varias cargas consecutivas
de farmaco em materiais mesoporos ordenados originam um maior preenchimento dos
mesoporos, 0 que se deve sobretudo ao aumento das interacdes intermoleculares de farmacos
com o interior dos poros, pelo que poros de maior volume podem contribuir para uma melhor
adsorcéo e, consequentemente, numa maior carga de farmaco 416731,
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3.2. Funcionalizacéo de sistemas de entrega de farmacos mesoporoso

O desenvolvimento de materiais de silica mesoporosos na libertacdo controlada e
entrega de fa&rmacos baseia-se principalmente na modificagdo ou funcionalizacdo da superficie
através de grupos organicos [#474-761, Este processo origina inimeras possibilidades a nivel do
controlo de adsorcdo e libertacdo de farmacos. A silica mesoporosa revelou ter uma alta
densidade de grupos silanol, que podem ser utilizados para obter superficies com diferentes
caracteristicas através da ligacdo a diversos grupos funcionais. Na figura 111-9 sdo observados
alguns dos grupos funcionais mais comuns e alguns farmacos a eles associados, estudados por
Vallet-Regi M et al. [, em 2007. A libertacdo de farmaco pode ser controlada por diferentes
métodos, sendo que o mais usado se baseia no tipo de interacdo entre o farmaco e a superficie.
Nesta abordagem, a superficie submete-se a uma funcionalizagdo com grupos funcionais, o que
permite a ligacdo das moléculas do farmaco a partir de ligacGes ionicas ou covalentes, como
por exemplo, através de grupos éster [4771,

A introducdo dos grupos amina na superficie de silica, um dos grupos funcionais mais
usuais, pode ocorrer a partir de dois métodos — co-condensagcéo 14678 e pos-sintese [798% — sendo
que 0 acesso aos grupos funcionais introduzidos é maior no segundo método, que resulta da
interacdo de espécies de organosilano com os grupos silanol na superficie de silica, originando
fortes interacBes entre as moléculas de farmaco e as por¢des organosilano introduzidas na
superficie de silica [°1 811 [82] A adsorcdo de moléculas de farmacos a grupos funcionalizados
de amina ocorre essencialmente através de interacdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e
interacOes hidrofilicas — hidrofébicas. Para além da adsorcdo, a incorporagao de grupos amina
também permite controlar a libertacdo de moléculas de farmaco.
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Figura 111-7. Funcionalidade da parede dos poros em materiais mesoporosos de silica e estrutura molecular de
determinados farmacos de usados nesses sistemas (adaptado de “1).
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Vallet-Regi M et al. [*1[83] realizaram um estudo sobre uma amina funcionalizagdo de
materiais baseados em silica mesoporosa como MCM-41 e SBA-15. Ambos os sistemas de
entrega continham alendronato - composto usado para reparacdo e regeneracao 0ssea, que
pertence aos bisfosfonatos, responsdvel pela inibicdo da reabsor¢do Ossea por parte dos
osteoclastos. Os dois sistemas sofreram uma modificacdo amina a nivel da superficie das
paredes dos poros. Ap6s um periodo de 24 horas numa solucdo aquosa de alendronato, 0s
materiais modificados com grupos amino revelaram ter uma carga de farmaco trés vezes
superior a verificada em materiais ndo modificados. Este comportamento pode ser explicado
pelas diferentes interacOes entre os grupos fosfonatos no alendronato com os grupos silanol nos
materiais ndo modificados e com 0s grupos amino que rodeiam a superficie dos mesoporos nos
materiais modificados. Em condi¢des de incorporacdo de farmaco, a pH de 4,8, a interacédo
entre os grupos silanol de um material ndo modificado com o grupo fosfonato do farmaco
adsorvido é mais fraca que a interagdo observada entre os grupos amino do material modificado
e os grupos fosfonato do farmaco. A adsorcdo de alendronato em materiais modificados com
grupos amino foi 22% em SBA-15-NH2z e 37% em MCM-41-NH2. Nos materiais ndo
modificados as cargas de alendronato foram de 8% no SBA-15 e 14% no MCM-41, é assim
possivel afirmar que a carga de farmaco é maior em materiais modificados e que a taxa de
libertacdo de bifosfonato, que é adsorvido pode ser influenciada pela modificacao da superficie
do poro, através de moléculas orgénicas. Porém, a pH fisioldgico (7,4), as diferencas de
polaridade entre a superficie de silica com ou sem amina modificagdo com o bifosfonato,
induzem a uma mais fraca adsor¢do de moléculas de farmaco, que por sua vez sdo também
libertadas mais lentamente [41.

Outra estratégia usada para melhorar o controlo da libertacdo de farmacos foi a
funcionalizacdo da superficie através de espécies hidrofobicas. Neste tipo de situacGes, as
interacOes entre a superficie e o farmaco, ndo sdo necessariamente aumentadas, impedindo a
libertacdo de farmaco para fora da matriz, uma vez que o meio aquoso tem dificuldade em
atingir os mesoporos. Um exemplo disso é a funcionalizacdo da superficie de SBA-15 [#4, com
grupos octil e octadecil de alcoxisilanos, o que origina uma diminui¢do do tamanho dos poros,
assim como a diminui¢do da molhabilidade da superficie por solugdes aquosas. Esta estratégia
permitiu que houvesse libertagdo controlada de determinados fa&rmacos, como por exemplo de
eritromicina. Desta forma, adaptando as propriedades da silica mesoporosa, consegue-se assim
controlar a libertacdo de farmacos.

A. Martin et. al. 221 estudaram a incorporacéo de grupos amino - através do composto
1-[3- (trimexissilil)propil]dietilenotriamina (DT) na superficie de silica. Neste estudo verificou-
se a partir de TEM, que ap6s funcionalizagdo com grupos amina DT, a silica mesoporosa
apresentava uma mesoestrutura clbica e hexagonal bem organizada 221,

A tabela 6 sintetiza as propriedades a nivel estrutural, os valores do potencial zeta e o
teor de nitrogénio em amostras funcionalizadas com grupos amina. Comparando a tabela 111-5
com a tabela I11-6, verifica-se que a incorporacdo de grupos amina influencia as propriedades a
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nivel de textura, devendo-se sobretudo a ligacdo dos grupos amina com o silanol da superficie
de silica. Existe uma diminuicdo acentuada nas amostras SBA-15-10DT, MCM-41-10DT E
MCF-10DT, em que a area superficial diminuiu de 743 para 337 1 m? g%, de 1056 para 433,2
m? g e 640 para 272 m? g%, respetivamente [221. No entanto, é de referir que esta diminuicdo
néo contribuiu para o blogueio dos poros, uma vez que o volume dos mesmos permaneceu
elevado.

Para observar o efeito dos grupos amina incorporados na superficie de silica pura,
mediu-se os valores de potencial zeta dos diferentes materiais de silica (silica funcionalizada e
néo funcionalizada com DT) — tabela 111-5 e 111-6 e apurou-se que os valores de potencial zeta
e das cargas da superficie de silica ficavam positivos apos sintese com grupos amina. O
potencial zeta também se tornou mais elevado, o que originou maiores interacGes eletrostaticas
entre as moléculas de farmaco e os materiais de silica modificada. Estes valores confirmam
assim a forte ligacdo covalente entre os grupos silanol e os grupos DT.

Tabela I11-5 — Propriedades a nivel das propriedades estruturais em materiais de silica modificados com amina (adaptado de ?21)

Material Sget (M.g° Vo Dp (A) Potencial Z Conteudo de  Rendimento
") (cm®.gY) (mv) N do contelido
pH=74 (mmolH/gmaT) orgéanico (%)
SBA-3-10DT 371 0,19 11,4 13,9 4,43 98,4
MCM-41-10DT 433 0,41 21,0 13,2 44 97,8
MH-10DT 168 0,16 21,6 10,3 4,00 88,9
SBA-16-10DT 86 0,11 58,1 13,6 4,40 97,8
LP-FDU-12- 110 0,25 82,5 10,3 4,00 88,9
10DT
SBA-15-10DT 371 0,62 70,0 13,3 4,43 97,8
SBA-15-30DT 263 0,50 65,0 15,7 5,50 65,0
PHTS-10DT 112 0,17 55,6 12,8 4,26 94,7
LP-SBA-15- 259 0,68 98,4 13,8 4,48 99,6
10DT
LP-SBA-15- 187 0,50 93,2 14,2 4,90 74,0
30DT
MCF-10DT 272 1,32 207 12,9 4,22 93,8
MCF-30DT 196 0,97 159 13,6 5,21 69,0
ULP-SBA-15- 84 0,30 280 12,9 4,28 95,1
10DT
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Tabela 111-6 — Quantidade de farmaco adsorvida por diferentes materiais de silica mesoporosa n&o funcionalizada (adaptado de ).

Amostra Estrutura  Sger (M2g?)  Vp(cmi.gh) Dp (A) Potencial Z

(mv)
pH=74

SBA-3 2D hexagonal 1422 0,65 18 -10,8
MCM-41 2D hexagonal 1056 0,87 28 -16,1
MH 2D hexagonal 752 0,64 22 -10,3
SBA-16 3D cubica 858 0,66 65 -8,85
LP-FDU-12 3D cubica 433 0,60 123 -15,5
SBA-15 2D hexagonal 743 1,09 83 -15,9
PHTS 2D hexagonal 598 0,62 63 -12,6
LP-SBA-15 2D hexagonal 730 1,22 130 -13,8
MCF 3D cubica 640 2,33 264 -13,9
ULP-SBA-15 2D hexagonal 388 0,78 300 -12,4
Metilprednisolona - - - - -23

Tabela 111-7. Quantidade de farmaco adsorvido ap6s amino-modificagdo de amostras de silica (adaptado de 4.

Amostra Dp (A) Farmaco adsorvido Farmaco adsorvido/
(mg.gh) contetdo de N (mg.mmol
N7)
SBA-3-10DT 11,4 249 56,2
MCM-41-10DT 21,0 421 95,7
MH-10DT 21,6 353 88,2
SBA-16-10DT 58,1 404 91,8
LP-FDU-12-10DT 82,5 474 118,5
SBA-15-10DT 70,0 460 103,8
PHTS-10DT 55,6 450 105,6
LP-SBA-15-10DT 98,4 469 104,7
MCF-10DT 207 500 118,5
ULP-SBA-15- 280 465 108,6
10DT

Analisaram-se materiais de silica mesoporosa com diferentes teores de grupos amina —
10% (SBA-15-10DT E MCF-10DT) e 30% (SBA-15-30DT E MCF-30DT) - e é demonstrado
na tabela I111-5, que materiais de silica com um teor 30% origina uma maior adsorcdo de farmaco
e uma menor libertacdo do mesmo. Os resultados sdo explicados pelas interacbes mais fortes
entre as por¢des de farmaco e a dietiletriamina incorporada nos materiais de silica. Em materiais
de silica com um teor de 10% ndo existem silandis para reagir com os grupos de amino-
organosilanos ou o0 acesso aos de organosilanos é impedido. Esta funcionalizacdo contribui
assim para a formacdo de um maior nimero de sitios de adsor¢do, aumentando a adsor¢édo do
farmaco.

A tabela I11-7 evidencia a quantidade de farmaco que € adsorvido por miligrama de
material de silica funcionalizada e por quantidade de azoto contida nos diferentes materiais de
silica modificada com grupos amina. E assim visivel que os materiais de silica funcionalizada
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apresentam maior carga de farmaco quando comparados com 0s materiais de silica ndo
funcionalizados. Este resultado deveu-se ao facto de as interacGes eletrostaticas entre o farmaco
adsorvido, neste caso a metilprednisolona e as superficies de silica - amina serem mais fortes,
do que as interaces eletrostaticas obtidas entre o farmaco em estudo e o material de silica ndo
funcionalizado.

Sendo que o processo de funcionalizagdo de materiais de silica mesoporosa pode
melhorar a capacidade de adsorcdo e libertacdo de um determinado farmaco, K. Yoncheva et
al. 18] sintetizaram amostras de silica mesoporosa amina ou ndo amina funcionalizada, onde
adicionou carbopol - agente modificador - com capacidade de criar fortes interacdes que
poderiam prolongar a permanéncia do farmaco no tecido ou 6rgao alvo. Neste caso, utilizou-se
budenosida, farmaco com um potente efeito anti-inflamatorio, usado no tratamento da asma, de
rinite ndo infeciosa e de doencas inflamatdrias intestinais, como por exemplo, a doenca de
Crohn. Essa inflamacéo pode afetar o transito intestinal e ainda a absor¢éo do farmaco, quando
administrado por via oral, dai a necessidade de incorporar moléculas de budenosida em
nanoparticulas. Logo, uma terapéutica oral eficiente com este farmaco depende da capacidade
do sistema de entrega para libertar o farmaco e da capacidade de prolongar o seu tempo de
permanéncia no local pretendido 86,

A modificagdo das nanoparticulas de silica com carbopol pretende diminuir a libertacéo
imediata de budenosida e prolongar o seu tempo de permanéncia no tecido inflamado 7,
Contudo, este revestimento do material de silica pelo polimero, s seria benéfico apds
incorporagdo do farmaco, pois se 0 revestimento acontecesse primeiro, os transportadores de
silica ficariam bloqueados, o impedia a incorporacgdo do farmaco. Quantificou-se a quantidade
de budenosida incorporada nos mesoporos das nanoparticulas. O MCM-41 nédo funcionalizado
tinha uma menor capacidade de adsorcdo (40%), contrariamente ao MCM-41-NH2 que teve
uma capacidade de adsorcdo superior (49%) — figura 111-10. (B). Conclui-se que ha maior
incorporagdo de farmaco em silicas amina funcionalizadas, devido as interagdes por pontes de
hidrogénio entre os grupos hidroxilo da budenosida e grupos amina da superficie
funcionalizada.

Simulou-se um meio in vivo do trato gastrointestinal — valores de pH de 1,2 e 6,8 - em
condigdes de revestimento com ou sem carbopol. Por norma, a budenosida é maioritariamente
adsorvida pelos poros dos transportadores amina. A carga de budenosida em MCM-41-NHa-
bud e MCM-41-NH2-budC é muito semelhante (figura I11-10. (B)), porém o perfil de libertacéo
varia, ou seja, enquanto o farmaco incorporado em MCM-41-budC é libertado num periodo de
3 horas, o farmaco carregado em MCM-41-NH2-budC sofre libertacdo em 24 horas, o que
sugere uma maior estabilidade da camada de revestimento devido as ligagdes COO-NHs entre
os grupos carboxilo do carbopol e grupos amina da silica funcionalizada. Conclui-se que o
carbopol influencia essencialmente a taxa de libertacdo do farmaco e ndo a adsorcao.
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Figura 111-10. (A) Perfis termogravimétricos de nanoparticulas amino-funcionalizadas e ndo amino-funcionalizadas carregadas com
budesonida (MCM-41bud e MCM-41NH,bud). (B) Comparagdo da carga de budesonida nas diferentes nanoparticulas (adaptado de ).
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Figura 111-11. Libertag&o in vitro de budesonida a partir de MCM-41budC revestido com carbopol e de MCM-41 amino-funcionalizado com
carbopol MCM-41NH2budC a valores de pH de 6,8 (A) e 1,2 (B) (adaptado de ),

A amina funcionalizacao seguida do revestimento com carbopol também influencia a
citotoxicidade e citoprotecdo. Para comprovar isso, usaram-se células HEPG2 - idénticas aos
hepatocitos normais - para avaliar a citotoxicidade in vitro das nanoparticulas mesoporosas.
Avaliou-se a libertacdo LDH (ensaio lactato desidrogenase) a fim de verificar a integridade da
membrana celular. Primeiramente, observou-se que os transportadores e o farmaco em estudo
ndo interferiam com a integridade da membrana celular. Em seguida, incubaram-se
nanoparticulas de silica amina funcionalizadas com budenosida, com ou sem revestimento, em
células HEPG2 em periodos de 24 e 48 horas. Tal como é visivel na figura 111-12, constata-se
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que em nanoparticulas de MCM-41 e MCM-41-NH2, com incorporacdo de farmaco sem
qualquer revestimento (MCM-41-bud e MCM-41-NH2-bud) houve elevada libertagdo de LDH,
0 que indica mudancas na integridade. Contrariamente, em nanoparticulas onde foi incorporado
o farmaco, seguindo-se do revestimento com carbopol ((MCM-41-budC e MCM-41-NH:-
budC) houve um decréscimo da libertacdo de LDH. Ou seja, 0 revestimento das nanoparticulas
de silica com carbopol contribui para a diminuicdo da toxicidade de um sistema mesoporoso.

COMCM-41bud ~ EEE MCM-41NH,bud [ZZA MCM-41budC  EEH MCM-41NH,budC
Control (EEE Controb+EtOH

150 {
125
100 {-igh— -
75 | NE

Liberta¢do de LDH (%)

25 -

0.2mg/ml 0.5mg/ml 1mg/ml Control 02mg/ml 0.5mg/ml 1 mg/mi

.Figura I11-12.Liberacao de LDH de células HEP G2 tratadas com nanoparticulas de silica mesoporosa carregadas com budesonida: A)
exposicéo de 24 e B) exposicdo de 48 h (A e B, respectivamente) (adaptado de ).

Ainda no ambito da funcionalizacdo quimica de nanoparticulas de silica com grupos
organicos, Yongju He et al. [#l sintetizaram transportadores do cloridrato de doxorrubicina
(DOX) - DOX@MSN-NH:. Estudou-se assim as propriedades, a morfologia e a estrutura do
MSN- NH: e do DOX incorporado no MSN-NH2 (DOX@MSN-NH2) e como estas influenciam
a incorporagdo e libertacdo de farmacos anticancerigenos.

Na tabela 111-8 ha uma diminui¢éo do tamanho e volume dos poros, da area de superficie
e a alteracdo do potencial zeta, de negativo para positivo, 0 que evidencia 0 sucesso da
incorporagéo dos grupos amina na superficie de silica mesoporosa. Por sua vez, a diminuigéo

de valores de MSN-NH: para MSN-NH2-DOX o que confirma a carga da molécula de farmaco
NOS Mesoporos.
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Tabela I11-8. Parametros e caracteristicas dos poros de MSN, MSN-NH, e DOX @ MSN-NH, (adaptado de &)

Amostra Area Volume de Tamanho de Tamanho Potencial zeta
superficial  poro (cm®/g) poro (nm) (nm) (mV)
(m?/g)
MSN 956,22 0,76 3,05 210,8 +/-2,6  -23,12 +/- 0,37
MSN-NH: 647,57 0,49 2,42 2222 +/-4,2 22,78 +/- 0,32
DOX@ MSN-NH; 596,15 0,47 1,92 235,7+/-2,2 24,26 +/- 0,14

Tendo o sistema de MSN-NH2um valor de pH elevado (9,3) e superior ao valor de pka
da doxorrubicina (8,3) [, origina assim a diminuicido da repulsdo eletrostatica entre as
moléculas de DOX, o que facilita a adsorgéo das mesmas pelos mesoporos das MSN-NH; [,

Verificou-se que a funcionalizacdo das superficies de silica permitiu uma maior fixacao
de doxorrubicina, uma vez que a interacdo entre 0s grupos amina e a doxorrubicina era mais
forte que a interacdo entre os grupos hidroxilo e a doxorrubicina, deste modo confirma-se a
influéncia do efeito da densidade de grupos amino no carregamento do farmaco. Ainda
relativamente ao efeito da densidade de grupos amina, constata-se que quanto maior é a
densidade de grupos amina, maior sera a eficiéncia na retencdo de DOX, tal como € observavel
na tabela 111-9.

Tabela 111-9 — Valores da eficiéncia da retencdo de doxurrobicina em MSN e MSN-NH2 com diferentes densidades de grupos amina.
(adaptado de 1),

MSN/APTES Amina densidade Eficiéncia (%)
(mg/mL) (mmol/g)

MSN - 0 83,72 +/- 0,050
MSN-NH> 6000 0.23 88.95 +/- 0.023
MSN-NH> 275 1.69 94.37 +/- 0.049
MSN-NH> 250 1.85 96.48 +/- 0.071
MSN-NH: 100 2.33 98.93 +/- 0.039

APTES: 3-aminopropiltrietoxissilano

A partir da interpretacdo da tabela I11.10, conclui-se que quanto menor é a razdo MSN-
NH2/DOX, maior vai ser a quantidade de farmaco carregado no MSN-NH: e houve ainda um
aumento consideravel ao nivel da incorporagdo de farmaco no sistema, de 0,82% para 39,56%.
Porém, relativamente a eficiéncia de fixacao, esta manteve-se constante, ndo dependendo desta
razdo. Desta forma verificou-se que a densidade de grupos amina e a razdo MSN-NH2/ DOX
influenciavam a incorporagéo da doxurrobicina no sistema de nanoparticulas mesoporosas.
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Tabela 111-10 — Valores de carga de DOX e da eficiéncia de DOX @MSN-NH2 (adaptado de ).

MSN-NH2/DOX (relagéo Conteudo incorporado (%)

massa)
10 0.82 +/- 0.022
8 11.08 +/- 0.035
4 19,72 +/- 0.056
3 22.50 +/- 0.054
15 39.56 +/- 0.029

Eficiéncia (%)

98.54 +/- 0.048
99.67 +/- 0.090
98.31 +/- 0.064
98.17 +/- 0.035

98.93 +/- 0.039

Para melhor compreender o comportamento in vitro do DOX @ MSN-NH:2 enquanto
sistema de entrega de farmaco, estudou-se o perfil de libertacdo do mesmo em trés tampdes
simulados com diferentes valores de pH (7,4; 6,5 e 5,5). A partir da figura 111-13 é visivel que
a libertacdo da doxorrubicina aumenta a medida que o valor de pH diminui. Em meio &cido ha
aumento da protonacdo de grupos amina presentes na superficie de silica funcionalizada e do
DOX absorvido, o que origina repulsdo eletrostatica com consequente dissociacdo entre o

sistema MSN-NH2 e o farmaco e libertacdo do DOX para o meio.
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Figura 111-13. Perfis de libertagdo de DOX do DOX @ MSN-NH2. MSN-NH2. (adaptado de [#1),

Nesse mesmo estudo avaliou-se a citotoxicidade celular in vitro dos compostos MSN-
NH2, DOX@MSN-NH: e DOX livre relativamente as células A549 (human non-small-cell lung

cancer cells).

Na figura I11-14 é percetivel que as nanoparticulas de silica amina funcionalizadas sem
doxorrubicina e com diferentes concentracées, ndo apresentam qualquer tipo de citotoxicidade
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ao longo do tempo, evidenciando uma viabilidade celular sempre superior a 80-90%.
Contrariamente, na figura 111-15, verifica-se que a DOX livre e DOX@MSN-NH2 possuem
citotoxicidade a medida que o tempo de incubacéo e concentracdo de farmaco aumentava, sendo
que a toxicidade era superior na doxorrubicina livre. Também é visivel que o ICso (concentracao
de fa&rmaco necesséaria para reduzir o crescimento das células em 50%) é menor em periodos de
incubagdo maior, ou seja, apds 72 horas, o valor de ICso era consideravelmente menor que o
valor de 1Cso ap0s 48 horas e 24 horas de incubagdo. Estes valores indicam que quanto maior o
tempo de incubacéo, maior a citotoxicidade do farmaco. O valor de citotoxicidade ap6s 72 horas
é consideravelmente maior e quase idéntico ao valor de toxicidade da doxorrubicina na sua
forma livre.

Embora a DOX-livre apresente maior valor de citotoxicidade in vitro do que o
DOX@MSN-NHg, a sua falta de especificidade para células anti-cancerigenas, origina um
elevado nimero de efeitos adversos. Assim sendo, 0 uso de DOX@MSN-NH2 demonstrou ser
mais benéfico, ja que revelou citotoxicidade e especificidade em relacdo a células A549,
podendo ser assim classificado como um potente transportador de farmacos citotoxicos, uma
vez que consegue libertar farmacos com atividade tumoral de forma sustentada e controlada e
com menores efeitos adversos associados, 0 que proporciona uma maior eficacia terapéutica e
atividade anti tumoral de longa duracéo.

50 . 241
B 48h
B 2n

Viabilidade celular (%)
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Figura I11-14 - Viabilidade celular de células A549 expostas a diferentes concentragdes de MSN-NH2. (adaptado de 1),
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Figura 111-15. Viabilidade celular de células A549 expostas a diferentes concentragdes de DOX @ MSN-NH2 e DOX livre ap6s 24 horas de
incubacdo (a), 48 horas de incubacao (b) e 72 horas de incubagéo (c) (adaptado de 1),

Muitos outros estudos sobre entrega de farmacos envolvendo silicas mesoporosas
funcionalizadas podem ser encontrados na literatura (por exemplo, os descritos nas referéncias
(451 e [91) pem como os exemplos atras apresentados, permitem facilmente concluir a
importancia e flexibilidade da funcionalizagcdo, provocando ndao sé um controlo do tipo e
quantidade de farmaco adsorvido, mas também da cinética de libertacdo e, consequentemente,
efeito terapéutico. Por vezes, pode ainda verificar-se a diminuicao de efeitos secundarios devido
a protecdo do farmaco no ambiente confinado dos canais do transportador.

3.3 Dosagem em Materiais Mesoporosos

Uma das questdes que se deve ter em conta durante o desenvolvimento de sistemas de
entrega de fArmacos ¢ ’Qual a dosagem mais adequada de farmaco que deve alcangar 0 Sitio
alvo?”” [4l, As caracteristicas do paciente, a biodisponibilidade, no caso de entrega por via oral,
e duracdo do tratamento sdo alguns dos fatores que influenciam a dosagem de farmaco a ser
administrado. Para sistemas de entrega de farmacos orais, é necessario desenvolver formulagdes
com matrizes "once-daily”. Supondo que todo o farmaco é libertado de acordo com uma cinética
de ordem zero, é fundamental indicar a dose diaria recomendada [, uma vez que essa dose, ja
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tem em conta a biodisponibilidade do medicamento administrado. Por exemplo, o captopril é
um farmaco que inibe a conversdo da angiotensina e é usado para o tratamento de hipertensédo
e insuficiéncia cardiaca. A dose recomendada varia entre 50 a 100 mg por dia e sabendo que
até 32% deste farmaco pode ser incorporado num sistema com MCM-41, é possivel afirmar
que um comprimido de 300 mg de captopril pode conter a dose maxima recomendada, sendo
assim libertada num periodo de 24 horas pelo fluido estomacal.

Os sistemas de entrega de farmacos mesoporosos podem libertar o seu contetdo
terapéutico ao longo de varios dias ou semanas para alcancar a dose efetiva de farmaco no
tecido alvo, no entanto, isto so se verifica quando ha uma libertacdo com cinética adequada,
uma vez que a “’vida Util”> de um sistema depende ndo apenas da quantidade de farmaco
incorporado, mas também da sua taxa de libertagéo [,

Na figura I11-16 s&o visiveis os diversos perfis de libertagdo em materiais mesoporosos.
O perfil a é observado para matrizes ndo funcionalizadas, que inicialmente tém um efeito de
explosdo seguido por uma libertacdo de farmaco muito lenta %31 | este tipo de perfil pode ser
atil quando é necessaria uma dose alta imediata, por exemplo, para infecGes agudas ou
inflamac@es. O perfil b descreve processos de difusdo ou dissolugdo, um exemplo disso € o
caso do sistema MCM-41 com incorporagdo de alendronato, onde a libertacdo do farmaco é
proporcional a &rea superficial. O perfil ¢ aplica-se a um processo de libertacdo de cinética de
ordem zero, ou seja, que depende unicamente do tempo. Este tipo de perfil é o mais razoavel
para sistemas de entrega de farmacos de administragdo prolongada. O perfil d representa um
sistema em que a entrega do farmaco ocorre devido a um estimulo, tais como alteragdes do
valor de pH, temperatura, campo magnético, o que contribui para o desenvolvimento de
sistemas de entrega “’inteligentes’” 4, estimulos esses que serdo abordados no ponto 3.4.
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Figura 111-16. Perfil de entrega de farmacos de materiais mesoporosos (adaptado de ).
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3.4. Libertacdo estimulada do farmaco

Contrariamente aos sistemas mesoporosos convencionais, onde a libertacdo de farmaco
adsorvido segue uma cinética sustentada, que ocorre de acordo com o farmaco que é adsorvido
ao longo dos canais mesoporosos e que depende das caracteristicas da molécula e da matriz de
silica, verifica-se ainda que ha certas moléculas de farmacos adsorvidas que precisam de
determinados estimulos ambientais, ja referidos anteriormente, para sofrerem libertacdo e
exercerem efeito terapéutico. Este tipo de sistemas possui grupos funcionais com capacidade
para responder a estimulos, o que influencia e modifica a adsorcédo e libertagdo de farmaco.
Existem também sistemas seletivos de entrega de farmacos onde as moléculas de farmaco séo
apenas libertadas quando estdo em contacto com as células ou tecidos alvos - sistemas de ‘zero
premature release’’.

Apos atingida a corrente sanguinea, 0s nanossistemas tornam-se aptos para ficarem
no tecido tumoral 2] sendo este composto por diversas células (cancerigenas, células
imunitarias, entre outras) [*4l. Desta forma, para que haja eliminacéo das células cancerigenas é
necessario recorrer ao uso de nanossistemas com capacidade de distinguir células tumorais de
células saudaveis.

Existem duas estratégias capazes de aumentar a seletividade para o tecido tumoral,
uma delas consiste na adi¢do de moléculas a superficie das nanoparticulas de silica e a outra,
na introducdo de ligandos ‘’targeting’’. A primeira pretende interagir seletivamente com
recetores especificos e sob expressos na membrana das células tumorais e a segunda, aumentar
a afinidade do sistema para 0s vasos sanguineos que irrigam o tecido tumoral, tendo como
objetivo “’interromper’’ o suprimento de nutrientes e oxigénio as células tumorais, destruindo-
as. E ainda possivel adicionar dois agentes “’targeting’’ para 0 mesmo transportador, com a
finalidade de aumentar ainda mais a seletividade para essa célula.

Uma das restri¢cdes do uso de transportadores, € o facto de estes terem pouca capacidade
para invadir a “’massa’’ tumoral, uma vez que a matriz extracelular de células tumorais € rica
em colagénio - composto que dificulta a introducdo dos transportadores. Surge assim a
necessidade de se criarem alternativas para aumentar o grau de penetragédo em zonas tumorais.
O primeiro método consiste na sintese e incorporacao de nanocapsulas de colagenase sensiveis
ao pH, na superficie de nanoparticulas %, uma vez que a colagenase é uma enzima proteolitica
com capacidade para digerir a matriz extracelular, o que aumenta a penetra¢do do nanossistemas
e favorece o efeito terapéutico. Em pH &cido, hé rutura das nanocépsulas com posterior
libertacdo da colagenase, degradacao da matriz extracelular e incorporagéo de sistemas de silica
mesoporosa. A segunda estratégia baseia-se no uso de células mesentéricas humanas com
capacidade de se difundirem através no tecido tumoral [°®1 e de serem bons transportadores de
silica mesaporosa, alcancando as regides mais profundas dos tecidos tumorais 7.

Em sistemas com caracteristicas ‘’zero premature release’’, 0 Uso de “gatekeepers” é
responsavel por bloquear a superficie dos poros, porém na presenca de um estimulo, seja interno
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ou externo (figura 111-17), ocorre clivagem de “gatekeepers”, com consequente libertacdo do
farmaco. Exemplos de estimulos sdo o pH, o potencial redox, sub-expressdo de determinadas
enzimas, 0 campo magnético e a luz.

Estimulos internos - tipicos do tratamento da patologia
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Figura 111-17 - Estimulos internos ou externos que estimulam os sistemas de entrega de farmaco de nanoparticulas mesoporosas de silica,
(adaptado de [71)

O conhecimento de processos bioguimicos e metabolicos associados a uma determinada
patologia, favoreceu o desenvolvimento de nanossistemas ‘’inteligentes’” de drug de delivery
sensiveis a estimulos endégenos [98-1001, Este tipo de sistemas consegue incorporar um ligante
sensivel e /Jou um agente de capping. Na presenca de estimulos, o ligante é responsavel pela
clivagem, degradacdo ou alteracdo da conformacéo do sistema nanoparticulado, por sua vez o
agente de capping — nanoparticulas inorgénicas, polimeros ou macromoléculas - permite
bloquear a entrada dos mesoporos, dificultando a libertagdo prematura do farmaco. Ainda se
podem usar determinados revestimentos de origem inorganica ou organica capazes de bloquear
0s poros e que sofrem clivagem aquando a presenca de estimulos, havendo esvaziamento dos
poros e posterior libertacdo das moléculas de farmaco (figura 111-18).
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Figura 111-18. Entrega de fArmacos sensiveis a estimulos internos. A) nanossistema sensivel ao pH baseado em MSNs
revestidos por polimeros; B) nanossistema sensivel ao potencial redox, com base em MSNs funcionalizados com ligag6es
dissulfito e com nanoparticulas inorganicas; C) nanossistema sensivel a enzimas, com base em MSNs revestidos com um

polimero degradavel (adaptado de 7).
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Figura 111-19 - Entrega de farmacos sensiveis/responsivos a estimulos externos, através de A) campos magnéticos alternativos (AM Field),
B) ultrassons e C) luz visivel (adaptado de *7).

Na figura I11-19 séo visiveis nanoparticulas de silica mesoporosas sensiveis a estimulos
externos, Como campos magnéticos, ultrassons e luz.

O uso de campos magnéticos tem vindo a revelar-se benéfico, uma vez que estes
exercem diferentes efeitos sobre os nanossistemas, conseguindo direcionar permanentemente
as nanoparticulas [*1. As nanoparticulas de éxidos de ferro superparamagnéticos (SPIONSs) séo
as mais usadas e tém a capacidade de converter a energia magnética em calor. A maioria das
estratégias usadas recorre ao encapsulamento de (SPIONs) em nanoparticulas de silica,

originando 0 aumento de temperatura. As MSNs também podem incorporar ‘’moléculas’
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sensiveis a temperatura e que funcionam com gatekeepers, capazes de responder a mudancas
fisico-quimicas, o que induz a libertacdo do farmaco.

Na figura 111-19 é percetivel a incorporacdo de farmaco no MSN magnético. Este é
revestido por uma cadeia de DNA simples, que atua como um agente de capping, uma vez que
sofre hibridacdo com nanoparticulas de 6xidos de ferro superparamagnéticas funcionalizadas
com a cadeia de DNA complementar. Desta forma, quando sujeitas a um campo magnético
alternado, o calor origina a desbridacdo do DNA, levando a libertagéo de farmaco 103,

Maria Vallet-Regi et al ¥l também estudaram a presenca de um agente de capping -
particulas de magnetite (FesO4) - na superficie dos poros. Neste caso, a silica mesoporosa é
funcionalizada por co-condensagdo com moléculas que contém grupos SH e posteriormente
com uma molécula contendo uma ligacao dissufureto. A silica funcionalizada é colocada numa
solucdo aquosa contendo o agente de capping e o farmaco, cujas particulas de magnetite sdo
responsaveis pelo blogueio dos poros. Quando o sistema é sujeito a um campo magnético, as
particulas de magnetite sdo removidas, libertando assim o farmaco. O controlo da libertacdo é
baseado na quebra das ligacGes dissulfureto entre a silica e as particulas de magnetite por
agentes redutores.

Também os ultrassons podem ser usados como estimulo para promover a libertagdo de
farmacos. Neste caso verificou-se ser possivel controlar o local de libertacdo do farmaco bem
como do momento de libertacdo. Este método evita possiveis efeitos colaterais em células
saudaveis, ndo € invasivo, ndo integra radiagdes ionizantes e permite uma fécil incorporagao no
tecido através de ajustes ultrassonicos, nomeadamente, a frequéncia, ciclos e tempos de
exposicao [ 11921 As ondas ultrassénicas tém ainda a capacidade de desencadear a libertacdo
de farmaco através do efeito térmico. Os ‘’mechanophores’’ sdo liga¢bes quimicas que sdo
clivadas pela agéo de ultrassons e sdo usadas na criacdo de nanoparticulas sensiveis a radiacoes
ultrassénicas. Exemplo disso é o 2-tetrahidropiranil-metacrilato, que € um mondmero
hidrofobico sensivel a radiagGes ultrassonicas, consegue transformar-se em &cido metacrilico
hidrofilico [1931[104] ¢ ser usado na sintese de MSN sensiveis a esse estimulo.

As MSN sensiveis a luz solar permitem a libertacdo de farmacos sob iluminagdo a um
comprimento de onda especifico (UV, visivel, UV-vis, IV) #1111 O yso deste tipo de MSN
mostrou ser benéfico, visto que o uso de luz € de facil aplicacdo, de baixa toxicidade e consegue
ser direcionada para o local pretendido. Porém, a sua baixa capacidade de penetracdo nos
tecidos, faz com que este sistema apresente algumas limitagdes (1961091 A Juz UV tem sido a
mais usada para desencadear a libertacdo de farmacos [41%I pois tem uma elevada capacidade
para quebrar as ligacOes existentes. Contudo devido as suas limitacfes, como a sua toxicidade
e baixa penetracdo nos tecidos 196199 tem vindo a ser substituida pela radiacdo visivel, uma
vez que esta evidencia ter uma maior taxa de penetragdo e menos prejudicial. Também na figura
111-19 é evidenciado um sistema de entrega de farmaco de MSNs sensiveis a luz visivel [119;
neste exemplo, as MSN estdo revestidas por nanocaps de porfirina através de ligaces que
podem ser clivadas por espécies reativas de oxigénio. Desta forma, na presenca de um estimulo
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de luz visivel, os nanocaps de porfirina facilitam a formacao de moléculas de oxigénio singleto
(espécies reativas de oxigénio molecular) que quebram o ligante sensivel e originam a abertura
de mesoporos, com consequente libertacdo do farmaco.

Um exemplo interessante de libertacdo estimulada foi apresentado por Xiao et al. [,
Neste caso, o farmaco utilizado foi a vancomicina. A superficie da silica mesoporosa, SBA-15,
sofreu funcionalizacdo com &cidos carboxilicos de cadeia longa. A pH elevado, as moléculas
de vancomicina estdo envolvidas por policatives PDDA — (poli-(cloreto de
dimetildialquilamonio) - que por sua vez estabelecem ligacBes i6nicas com 0s grupos
carboxilato da superficie SBA-15 modificada.

Os policatides funcionam como uma barreira, que impede a saida de farmaco,
armazenando-0 nos poros da matriz. Apds uma diminuicdo de pH, os &cidos carboxilicos
ionizados séo protonados, os policatides sofrem modificacdo e ha libertagdo das moléculas de
farmacos, como visivel na figura 111-20.

Armazenamento

—Q= Si/{\/?f\coo-
= 8

Policatido PDDA
- §; s'/[\/fs\cow

Vancomicina

Figura 111-20. Sistema de entrega de farmacos sensivel ao pH, a partir de uma interacdo entre policatides PDDA e as particulas de silica
modificadas com acido carboxilico negativamente carregado (adaptado de ).

IV. MATERIAIS ZEOLITICOS

4.1. Estudo e potencial desenvolvimento

Os zeolitos sdo compostos considerados promissores em diversas areas. Um zeo6lito
enquanto sistema de entrega de farmacos é, tal como ja apresentado para a silicas mesoporosas,
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um sistema que pretende melhorar a biodisponibilidade do farmaco, prevenir a sua degradacao
prematura e potencializar o seu efeito [112, mantendo as concentragdes do farmaco dentro da
sua janela terapéutica e tendo o méaximo controlo a nivel das taxas de libertacdo e do
direcionamento do farmaco para o tecido afetado [31:113],

Estes materiais, devido as suas caracteristicas estruturais, conseguem incorporar
determinados compostos terapéuticos. Possuem ainda outras potencialidades tais como proteger
os farmacos incorporados do meio envolvente; exercer efeito terapéutico em animais,
melhorando o seu estado nutricional e imunogenicidade, e funcionar como biomarcadores de
forma a identificar determinadas patologias 5711141,

Ao longo deste tdpico abordar-se-a alguns dos estudos com determinados compostos
terapéuticos incorporados em compostos zeoliticos.

4.1.1 Efeitos antioxidantes, anti-apoptdticos e anti-inflamatorios dos zeélitos

Os zeolitos revelam uma atividade antioxidante significativa com aplicagdes Uteis na
area da medicina. O composto clinoptilolite quando introduzido nos hepatdcitos de ratos por
hepatectomia parcial, revelou ter efeitos antioxidantes 71, que foram comprovados pela
diminuicdo do nivel de malondialdeido, marcador caracteristico do stress oxidativo presente no
tecido hepatico, e pelo aumento significativo de outras moléculas antioxidantes como
superdxido dismutase e glutationa 1151, Além da acdo antioxidante, o zedlito clinoptilolite
quando incorporava o farmaco doxorrubicina, também mostrava ter propriedades anti-
inflamatorias e anti-apoptéticas, pois o0 seu uso favorecia a redugdo acentuada da producédo de
citocinas inflamatorias e da apoptose em hepatdcitos, facto que conferia protecdo a estas
células.

Os zeolitos chabazite, phillipsite e anélcime contribuiram para o aumento dos niveis
sanguineos de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase, superoxido dismutase e glutationa
redutase) e reduziram ainda a peroxidacéo lipidica 6], Qutros zedlitos como faujasite (NaY)
e ferrierite, em condic@es in vitro, limitaram o efeito das espécies reativas de oxigénio, devido
a conversdo dessas mesmas espécies reativas em moléculas de dgua dentro dos ze6litos (1171,

Estas propriedades antioxidantes podem ainda ser benéficas no tratamento da doenca de
Alzheimer. Fizeram-se estudos, in vitro, em células neuronais SH-SY5Y bem como, in vivo,
em ratinhos transgénicos APPswePS1dE9, modelo animal de neurorregeneragdo relacionado
com o envelhecimento. O estudo identificou que zedlitos clinoptilolite micronizada
incorporados na dieta, diminuiam a producdo de espécies reativas de oxigénio de mitocdndrias,
0 que favorecia a atividade do superdxido dismutase com a consequente reducdo dos niveis da
proteina beta-amiloide e da placa beta-amildide, no cérebro dos ratinhos 18], evitando assim a
morte neuronal.

O uso de zeolitos também revelou ser importante na protecdo da pele contra radiagdes
ultravioletas, exemplo disso, é o zedlito NaY, que conseguiu diminuir a atividade fotocatalitica
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do TiO2 (componente presente em alguns protetores solares). Este zedlito conseguiu prevenir
possiveis lesdes nos fibroblastos da pele causados por espécies reativas de oxigénio
provenientes do Tioz presente na radiacdo no UV [ Desta forma, comegou-se a usar
compostos zeoliticos para desenvolvimento de novos protetores solares.

Em ensaios de clinoptilolite usado no tratamento da dislipidémia, verificou-se a partir
das concentracdes de colesterol total, colesterol LDL e HDL, que o uso deste mineral melhorava
significativamente o perfil lipidico no sangue de pacientes dislipidémicos (120,

4.1.2. Efeito dos zedlitos na hemostase/ zedblitos hemostaticos

Os zedlitos como tém uma boa capacidade de adsorgdo, podem ser usados como
potentes hemostaticos. Eles conseguem reter exotermicamente um volume consideravel de dgua
no interior dos poros e ainda reter fatores de coagulagéo e plaquetas durante uma hemorragia
(1211 Exemplo disso, é o zeolito hemostatico QuickClot®, que tem a capacidade de acelerar a
coagulacdo do sangue e diminuir o tempo de formacdo do coagulo [*?2. No entanto, o efeito
hemostatico dos zeolitos associa-se a uma reacdo exotérmica responsavel pelo aumento da
temperatura dos zedlitos (até 90°C), o que leva a efeitos adversos, como queimaduras nos
tecidos adjacentes. Para reverter este problema, recorreu-se a pré-hidratacdo de zeélitos, de
modo a conseguirem absorver agua. Outra forma que permitiu diminuir a reagdo exotérmica e
assim reduzir a temperatura do local da hemorragia foi a introdugdo do mineral bentonite no
zeolito, originando uma conformagéo denominada de CoolClot®. Esta ultima seria responsavel
pela diminui¢do do tempo de coagulacdo e de hemorragia em amostras de sangue humano in
vitro [23] e favorecia a cicatrizacdo de feridas em ratos in vivo, sem que houvesse aumento da
temperatura na mesma 1241,

4.2. Potenciacao do 5-fluorouracilo encapsulado em zedlitos no tratamento do
carcinoma colon-retal

O 5-fluorouracilo (5-FU) é um anti metabolito, andlogo da pirimidina, com um espetro
de acdo com atividade contra o cancro da mama, cancro colon-retal, cancro do figado e do
cérebro, podendo ser usado isoladamente ou em associagao a outros agentes quimioterapéuticos
[125-127]  Este tem uma estrutura que interfere no metabolismo dos nucleosideos e pode ser
incorporado no RNA e DNA, o que origina citotoxicidade e morte celular [*?1, Porém, o 5-FU
apresenta algumas limitacGes, nomeadamente absorcdo gastointestinal variavel e rapida
degradacéo, o que compromete o seu tempo de semi vida, originando resisténcias e problemas
de citotoxicidade para células saudaveis [126-128. Ha assim necessidade de criar terapéuticas
menos prejudiciais, como o encapsulamento do 5-FU em sistemas de entrega de farmaco.
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Como referido anteriormente, no ponto 2.2.1., as caracteristicas estruturais dos zeolitos
permitem que este tipo de sistemas tenha uma libertacdo controlada de farmaco no tecido alvo,
evitando a degradacdo do mesmo [129-131],

Natélia Vilaca et al. [*32] estudaram a encapsulacdo de 5-FU em dois zedlitos diferentes
—zedlito L e zedlito Y — como propriedades texturais diferentes. Por um lado, o zedlito L é um
aluminossilicato com canais paralelos unidimensionais com aberturas de poros com 0,71 nm de
didmetro e com capacidade para integrar uma elevada variedade de pequenas moléculas [13]
por outro lado, o zedlito Y consiste em super cavidades com um didmetro de 1,18 nm e com
uma abertura de 0,74 nm [134 capaz de incorporar compostos de maiores dimensdes [134-137]-

Para verificar o efeito do agente quimioterapéutico (5-FU) nos zedlitos, escolheram-se
as células HCT-15 e RKO, como modelo do carcinoma colon-retal e prepararam-se assim trés
sistemas de entrega de farmaco - NaY (estrutura 3D, com um tamanho de particula de 700 nm),
nanoNaY (com um tamanho de particula de 150 nm) e LTL (estrutura D1, com um tamanho de
particula de 80 nm). Em todos os sistemas foi encapsulada a mesma quantidade de 5-FU e a
partir da tabela V-1 é visivel que o sistema NaY tinha maior capacidade de encapsulamento,
seguindo-se do nanoNaY e LTL, com valores de encapsulacdo semelhante (55%). Estes
resultados sugeriam que o NaY apresentava um maior volume de microporo, tendo assim uma
maior capacidade de carga.

A libertagdo rédpida do composto 5-FU depende do tamanho do farmaco e das suas
interacbes com o zeolito. Conhecendo as dimensdes do 5-FU (4,936A %5,387A%5,043A9,
sabe-se que é uma molécula de pequenas dimensdes e que se pode difundir facilmente nos
microporos da faujasite e do zedlito L. Estas duas estruturas apresentam um diametro de poro
idéntico, o que leva a uma maior libertagdo de farmaco.

Tabela IV-1. Incorporagéo de 5-FU nos sistemas de entrega de farmaco (adaptado de [*%21),

Sistema de entrega de 5-FU (mmol)? 5-FU (mmol)® Produto (%0)°
farmaco
5-FU@NaY 0,99 0,72 71,3
5-FU@nanoNaY 0,99 0,55 55,6
5-FU@LTL 0,99 0,52 52,5

@ Quantidade inicial de 5-FU na solucéo.
P Carga de 5-FU num zedlito determinado por TGA.
¢ Eficiéncia de encapsulagio de 5-FU nos diferentes zedlitos.

Na figura V-1 e IV-2 s&o apresentados os resultados da viabilidade celular em ambas
as linhagens, tanto para o 5-FU n&o encapsulado como para o 5-FU encapsulado nos sistemas
zeoliticos, tendo em conta a quantidade de fA&rmaco presente nos sistemas de entrega de farmaco.
Se compararmos os controlos (sem zedlito) com os zeolitos em diferentes concentragdes, pode-
-se concluir que estes ndo apresentam qualquer tipo de toxicidade para as células durante o
periodo de incubagdo, uma vez que a viabilidade se aproxima sempre dos 100%. Por outro lado,
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se compararmos com os zeolitos isolados, € visivel uma reducédo da viabilidade celular a medida
que se vai aumentando as concentracdes de 5-FU presente no sistema zeolitico, em ambas as
linhagens.

A linhagem celular HCT-15 (figura 1VV-1) mostra a reducdo evidente da viabilidade
celular, apds a encapsulacéo de 5-FU nos diferentes sistemas zeoliticos, de 64% para 34%, de
66% para 43% e de 67% para 46% nos sistemas NaY, nanonNaY e LTL, respetivamente.
Relativamente as células RKO (figura 1\V-2), a incorporacdo de 5-FU nos sistemas zedlitos
resultou também numa diminuicdo da viabilidade celular, mas mais significativa, de 58% para
27% no 5-FU@NaY, de 80% a 29% no 5-FU@ nanonNaY e de 54% a 28% no 5-FU@LTL.
Isto mostra que o ze6lito sem farmaco néo é tdxico e que a viabilidade celular diminui quando
se incorpora farmaco no zeélito.
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Figura IV-1. Efeito dos ze6litos NaY (a), nanoNaY (b) e LTL (c) e dos sistemas de drug delivery na viabilidade de células HCT-15 do
carcinoma do cdlon. Incubacéo de células HCT-15 com ze6litos e com sistemas de drug delivery a diferentes durante 48 h. Ze6lito sem
farmaco (linha colorida), Sistema de drug delivery (linha preta) (adaptado de [*32),
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Figura IV-2. Efeito dos zeélitos NaY (a), nanoNaY (b) e LTL (c) e dos sistemas de drug delivery na viabilidade de células RKO de
carcinoma do célon. Incubacao de células RKO com ze6litos e com sistemas de drug delivery a diferentes durante 48 h. Zedlito sem
farmaco (linha colorida), Sistema de drug delivery (linha preta) (adaptado de [*32),

A partir da tabela 1\V-2 é possivel afirmar que a diminuicdo da viabilidade celular
depende da dose de 5-FU incorporado, sendo os valores de IC 50 para o 5-FU isolado de 0,61
mM e 0,14nM, para as células da linhagem HCT-15 e RKO, respetivamente. Ainda comparando
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os resultados obtidos com o 5-FU incorporado ou ndo no zeoélito, conclui-se que o farmaco
encapsulado origina uma potencializacdo do efeito do mesmo, visto que ha um aumento na
eficiéncia em ambas as linhagens (de 1,9 a 7,6 para a linhagem HCT-15; 1,6 para 4,3 na
linhagem RKO).

De modo a avaliar a interacdo entre os zeolitos e as celulas caracteristicas do cancro
colon-retal, realizaram-se ensaios de microscopia de fluorescéncia (figura 1V-3). A figura
remete para os resultados do zedlito NaY incorporado com rodamina B, um composto
fluorescente, em células HCT-15 e RKO. A imagem apresenta a intera¢do do sistema NaY com
0 composto de fluorescéncia (rodaminaB@NaY) comprovando-se a integracdo do zeo6lito no
citoplasma celular. Uma vez que os sistemas nanoNaY e LTL apresentam dimensdes ainda mais
reduzidas, deduz-se que este composto de fluorescéncia também ai possa ser inserido.

Ao encapsular o composto quimioterapéutico 5-FU em sistemas zeoliticos, aumenta-se
a eficiéncia, a biodisponibilidade, a facilidade do mesmo entrar nas células e consequentemente
um aumento da poténcia do farmaco.

Tabela IV-2. Valores IC50 de 5-FU, 5-FU @ NaY, 5-FU @ nanoNaY e 5-FU @ LTL para linhagens HCT-15 e RKO, (adaptado de *%21),

HCT-15 RKO
ICs0 (MM) Potencializagéo ICs0 (MM) Potencializacao
5-FU 0,61 - 0,13 -
5-FU@NaY 0,08 7,6 0,03 4,3
5-FU@nanoNaY 0,21 2,9 0,08 1,6
5-FU@QLTL 0,31 19 0,03 4,3

L- |
- |

Figura 1V-3. Localizagéo celular do zedlito NaY carregado com Rodamina B em linhas celulares de carcinoma do colon retal (setas a
vermelho). Linha celular HCT-15: (a) - (d); Linha celular de RKO: (e) - (h); Controle: (a), () e (f); RB @ NaY: (b), (c), (d), (g) e (h)
(adaptado de 1%21),

Ainda para o mesmo agente terapéutico foi feito outro estudo '2, mas usando outras
estruturas de silica mesoporosa, diferentes a nivel de topologia e tamanho de poros, e com
aluminio ou titanio na sua estrutura. Estudaram-se trés zedlitos com uma estrutura 3D e com
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diferentes tamanhos de poros: FAU (NaY) com poros grandes; MFI com poros médios e LTA
(NaA) com poros pequenos 1381, Sintetizou-se também o sistema ETS-10 que tem uma estrutura
3D e poros de titanio de grandes dimensdes 139, e o seu “’progenitor’> (NH4) ZSM5 (MFI), foi
modificado de modo a obter HZSM5 e NaZSM5.

O zeolito NaY foi usado em estudos anteriores e serve de comparacdo com as restantes
estruturas (1321, Relativamente ao tamanho dos poros, subdividem-se em particulas maiores, com
um tamanho de particula superior a 100nm — NaY com 700 nm 132, ZSM5 com 880 nm, NaA
com 2700 nm e ETS-10 com 2600 nm — e particulas menores, com um tamanho de particula
inferior a 100 nm — LTL com 80 nm [132], Também as éreas superficiais foram determinadas
para os diferentes sistemas, chegou-se os valores de 792 m?g, 566 m?g, 395 m?g e 290 m?g para
NaY, LTL, ZSM5 e NaA, respetivamente.

A tabela 1V-3 evidencia a carga de 5-FU nas diversas estruturas de silica onde se
constata que a incorporacdo do farmaco depende da estrutura porosa do sistema, pelo que
estruturas com poros maiores (NaY e ETS-10) tém maior capacidade de carga; estruturas de
poros intermédios (HZSM5 e NaZSM5) possuem uma carga intermédia e NaZSM5 apresenta
carga inferior devido a incorporacdo de sodio (Na) (figura 1V-2), seguindo-se a estrutura NaA,
com menor tamanho de poro e consequentemente, menor incorporacdo de farmaco.

Tabela IV-3. Incorporagéo de 5-FU em sistemas de entrega de farmacos, (adaptado de 12,

Hospedeiro Sistema de drug delivery 5-FU (mmol por ghospedeiro)
NaY 5-FU@ NaY 7,5
HZSM5 5-FU@ HZSM5 7,4
NazZSM5 5-FU@ NaZSM5 6,8
NaA 5-FU@ NaA 58
ETS-10 5-FU@ ETS-10 7,6

Estudou-se o perfil de libertacdo do agente terapéutico 5-FU, num periodo de 360
minutos, em todos os sistemas e em meios de pH diferente de forma a simular o fluxo sanguineo
(pH de 7,4), intestinal (pH de 5,8) e estomacal (pH de 2) [140], Observou-se que a concentracéo
de farmaco permaneceu constante apds 1 hora e que o farmaco era facilmente libertado dos
diferentes sistemas microporosos estudados 132,

A figura IV-4 e IV-5 mostram o perfil de libertacdo a pH 7,4 nos sistemas ETS-10, NaY
e NaA, e nos sistemas ZM5S e NaZMS5 e verifica-se que quase todo o farmaco, que € adsorvido
em todos os sistemas de entrega, sofre libertacdo apds 40 minutos. Comparando os sistemas de
maiores dimensdes, € visivel que a libertacdo a partir de ETS-10 ligeiramente mais rapida.
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Figura 1V-5. Perfil de libertagio de 5-FU@HZSMS5 e de 5-FU@NazSM5 numa solugéo a ph = 7,4 e a 37°C durante 60 minutos %21,

Em seguida, foi também avaliado o efeito do pH para valores de 5,8 e 2,0 na libertacdo
do farmaco. O 5-fluoracilo € um &cido fraco com um pka de 7,94 e em meios mais acidos a
estabilidade do sistema de entrega de farmaco pode ser afetada.

Pela figura IV-6 pode-se confirmar que a molécula de 5-FU ndo sofreu degradacéo, logo
ndo é influenciada pela variacdo dos valores de pH entre 2,0 a 7,4. Sabendo que estruturas
microporosas sdo essenciais para a protecdo do farmaco incorporado, avaliou-se ainda a
estabilidade das mesmas em pH mais acido (2,0). As figura IV-7 a) e b) dizem respeito ao
espetro de FITR de NaY e EST-10, respetivamente, antes e depois do tratamento a pH 2, néo
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se registando por isso alteracdo nas bandas vibracionais a pH 2, ndo alterando a estabilidade
do sistema 1121,
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Figura IV-7. Espetro de FITR de a) NaY e b) EST-10, , antes
e apos tratamento a pH 2 (adaptado de 12),

Avaliou-se a viabilidade celular dos sistemas microporosos de maior poro - NaY e ETS-
10 - em células do cancro colon-retal (HCT-15 e RKO) e em células do cancro da mama (MDA-
MB-468). Pretendeu-se assim verificar a potencializacdo do agente quimioterapéutico 5-FU
quando encapsulado. Na figura 1V-8 observa-se a capacidade de libertacdo de 5-FU em 5-
FU@ETS-10 e 5-FU@NaA e como a viabilidade celular de RKO é influenciada pela a
incorporacdo do farmaco citotoxico, em concentracGes crescentes, provocando assim uma
diminuicéo da viabilidade.

A tabela V-4 evidencia o pardmetro de ICso relativamente a viabilidade em células
RKO e HCT-15, apos tratamento com sistemas microporosos, onde se verificava uma
potenciacdo do efeito do farmaco 5-FU em sistemas microporosos em ambas as linhagens
celulares. Nas células RKO, o valor mais alto é 6,5, sendo observavel nas estruturas
tridimensionais EST-10, NaY e ZSMD5; por outro lado, nas células de HTC-15, o valor é 6,8 e
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verifica-se no sistema ZSM5. Na ultima linhagem eram as estruturas que favoreciam a
potenciacdo, ao contrario do observado em RKO, que se devia a quantidade de carga de

farmaco.
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Figura 1V-8. Efeito de a) ETS-10 e b) NaA e de sistemas de entrega de farmacos em células RKO (adaptado de [*21),
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Tabela 1V-4. Valores de ICs para as linhagens RKO e HCT-15 com o 5-FU livre e incorporado em sistemas de entrega de farmaco
(adaptado de 2,

HCT-15 RKO
ICs0 (MM) Potencializacdo ICs0 (MM) Potencializacdo
5-FU 0,13 - 0,61 -
5-FU@NaY 0,02 6,5 0,10 6,1
5-FU@HZSM5 0,02 6,5 0,09 6,8
5-FU@NazSM5 0.08 1,6 0,20 3,1
5-FU@NaA 0,11 1,2 0.11 55
5-FU@ETS-10 0,02 6,5 0,12 51
5-FU@LTL 0,03 4,3 0,31 1,9

Embora a incorporacdo de 5-FU varie para cada sistema de entrega de farmaco, o
sistema microporoso mais adequado para o tratamento do cancro da mama em celulas MDA-
MB-468 € o EST-10, uma vez que a potencializacdo observada, é quase o dobro guando
comparada com os restantes sistemas zeoliticos (tabela 1V-5).

Por outro lado, particulas de menores dimensdes (LTL, como poros inferiores a 100 nm)
séo mais adequadas na administracao sistémica, como administracédo IV ou inalatoria, enquanto
que particulas de maiores dimensdes, como NaY, EST-10 e ZSM5 tém maior potencial na

administracao topica.
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Tabela 1V-5. Valores de I1Cs para células MDA-MB-468 com o 5-FU livre e incorporado em sistemas de entrega de farmaco (adaptado de
[112]).

MDA-MB-468
ICs0 (MM) Potencializacdo
5-FU 3,80 -
5-FU@NaY 0,38 10,0
5-FU@NaA 0,37 10,2
5-FU@ETS-10 0,19 19,9

4.3. Incorporacdao e libertacdo de o6xido nitrico (NO) em sistemas microporosos EST-
10 e analogos com aluminio (ETAS-10) e galio (ETGS-10)

Moises L. Pinto et al. [139 estudaram a administracdo de 6xido nitrico (NO) através de
sistemas microporosos ETAS-10 contendo aluminio e ETGS-19 contendo galio. Estes dois
sistemas foram testados em substituicdo do EST-10 (que apenas contém silicio e titanio), uma
vez que tinham maior capacidade de incorporagao de 95% e 55%, respetivamente. Desta forma,
foi possivel averiguar a influéncia da composicdo quimica no armazenamento e libertacdo de
oxido nitrico.

O o6xido nitrico € uma molécula essencial na regulacéo de sistemas cardiovasculares e
esta envolvida em processos fisiologicos como vasodilatacdo, prevencdo da agregagdo
plaguetaria, formacéo de trombos, neurotransmisséo e cicatrizacdo de feridas 4. Porém, este
composto em concentracBes elevadas revela ser muito toxico, remetendo assim para a
necessidade de haver um controlo na entrega direcionada e nos valores de concentragdo de
modo a superar a toxicidade. O oxido nitrico deve ser libertado durante um determinado periodo
de tempo e a uma taxa de libertagéo constante e de libertacéo lenta, de forma a haver um maior
controlo da concentragdo de farmaco em longos periodos de tempo.

Como visivel na figura 1V-9, todos os compostos titanossilicato apresentam uma boa
capacidade de adsorcdo. O ETS-10 tem uma maior éarea superficial (356 m?g™) e volume
microporoso (0,146 cm3g?), seguindo-se 0 ETAS-10 com 276 m?g de area superficial € 0.117
cmig? de volume do poro e 0 ETGS-10 com 250 m?g? e 0.104 cm3g? de area superficial e
volume do poro, respetivamente.
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Figura 1V-9. Estudo da adsor¢&o de nitrogénio em compostos titanossilicato a -196°C (adaptado de 1%%).

Passadas 72 horas, quando comparados com EST-10, os materiais ETAS-10 e ETGS-
10 apresentam um aumento de adsorc¢do de 6xido nitrico de 95% e 55%, respetivamente, sendo
que a adsorcdo de NO dependia da estrutura quimica da superficie dos sistemas e ndo da
porosidade. Pela observacao da figura 1\V-10, é visivel um perfil de libertacdo de NO semelhante
por parte dos sistemas ETS-10 e ETGS-10, até as 20 horas, e um perfil de libertagdo maior pelo
ETAS-10. Embora ETGS-10 incorpore mais 55% de NO do que EST-10 (figura IVV-11), a figura
38 mostra que a quantidade de NO libertado pelos dois sistemas é idéntica, concluindo-se que
quantidade de farmaco libertado ndo depende da quantidade de NO adsorvido.

ETAS-10 possui um perfil de libertagcdo mais lento, conseguindo libertar maiores
quantidades. Desta forma, este sistema é bastante Gtil em aplicagdes terapéuticas, onde € precisa
uma libertacdo lenta de NO por longos periodos de tempo. Por sua vez, ETS-10 e ETGS-10
revelam ser mais adequados quando se pretende uma libertacdo um pouco mais rapida de
farmaco.
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Figura 1V-10. Perfil cinético da desadsorcédo de NO em microporos titanossilicatos em alto vacuo a 25°C, apds adsorgao a
80 kPa (adaptado de [3%),
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Figura 1V-8. Perfil cinético da adsorcao de NO em microporos titanossilicatos a 80 kPa e a 25°C (adaptado de *39),

A partir de alteracdes espectrais de solu¢des de hemoglobina, quando em contacto com
sistemas microporosos com NO incorporado, foi possivel avaliar a quantidade de NO libertada
na fase liquida, como visivel na figura 1\VV-12. O efeito bioldgico do NO baseou-se na reagdo de
oxihemoglobina com NO de forma a originar metemoglobina e nitrato [*42- Apés uma hora
observam-se alteragdes no espetro UV-Vis da solugdo de oxihemoglobina, indicando que esta
tinha sido consumida e transformada em metemoglobina, originando diminuicao da intensidade
das bandas de absor¢do a 542 e 577 nm. A forma das bandas de 500 e 630 nm indica a formacao
de metemoglobina, o que confirma a reacdo de oxihemoglobina com NO [142, Na mesma figura
Vé-se que a concentracdo de NO na fase liquida, apds uma hora, aumentou para 2,7; 2,1 e 2,8
nM para ETS-10, ETAS-10 e ETGS-10, respetivamente.

Como mostra a figura IV-13, 0 ETAS-10 é aquele que liberta mais rapidamente NO na
fase liquida, atingindo um valor de libertacdo maxima a 0,25h. O ETS-10 é o sistema que liberta
NO de forma mais lenta, uma vez que so0 atinge o seu valor maximo de libertacdo passada 1
hora e 0 ETSG-10 atinge uma libertagcdo maxima apos 0,7 horas. A taxa de libertacdo inicial de
NO é 0,046 min! para ETAS-10 e de 0,011 min para os restantes sistemas. Desta forma, pode-
se concluir que a introducdo de Al na estrutura ETS-10 origina uma libertacdo mais rapida de
NO na fase liquida.
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Figura 1V-9. Espetro UV/vis de uma solu¢éo de oxihemoglobina introduzida em materiais com NO como a) ETS-10, b) ETAS-10 e c)
ETGS-10 (adaptado de [*1)

a A e 4 4 a4 e 4, .
1 - E g EEEEERER
L]
0.8 A
A
s 0.6 1 ® ETS-10
S~
2 W ETAS-10
0.4 A
A ETGS-10
02 4™ 4
2
0 = T T . ,
0 0.5 1 1.5 2

Figura IV-10. Libertacgo de NO vs tempo na fase liquida (adaptado de 191),

4.4. Zeolitos ZSM-5 como sistemas de drug delivery e gentamicina

Atualmente, a administracdo de antibidticos por administracdo oral ou intravenosa é
uma das formas de tratamento de varias patologias, porém a eficacia terapéutica nem sempre €
a pretendida devido ao fraco aporte sanguineo ou a pouca concentracdo de farmaco no sitio alvo
[62143] O zedlito ZSM-5 possui poros de dimensdes moleculares que tem inimeras aplicaces,
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nomeadamente na catalise, na permuta ionica e na adsorgéo [61:62],

A gentamicina é um antibiotico usada na prevencdo de infecdes, apresentando um amplo
espetro com acdo bactericida, boa estabilidade e uma pequena taxa de resisténcia a corpos
estranhos. Porém, a sua administragdo sistémica provoca alguns efeitos secundarios como
nefrotoxicidade e ototoxicidade. Desta forma, fez-se um estudo com o objetivo de verificar a
biocompatibilidade, a propriedade de drug delivery e bactericida do ZSM-5, usando o zedlito
ZSM-5 e particulas de hidroxiapatite (HAPs) como controlo.

Na figura I\VV-14 é visivel a eficiéncia da incorporacdo do farmaco no zeélito e nas HPAs,
baseando-se na quantidade de farmaco incorporado. A figura 1V-14 a) permite afirmar que a
eficiéncia € maior nos zeélitos ZSM-5, tendo um valor de 73%, enquanto que nos HAPs é
visivel apenas 26,6%; verifica-se ainda que a quantidade de farmaco libertado é 2,19 mg/g e
0,798mg/g nos zedlitos ZSM-5 e HAPs, respetivamente. Estes dados comprovam que a
eficiéncia da incorporagéo de farmaco nos zeo6litos ZSM-5 é trés vezes maior que nas HAPS, o
que se deve sobretudo a estrutura microporosa ordenada, a boa area superficial e aos grupos
funcionais que possui.
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Figura I1V-11. a) Eficiéncia da incorporag&o do fArmaco nos zedélitos HAP e ZSM-5, numa solugéo de gentamicina com concentracéo
=,216g/L; b) perfil de libertagio do farmaco in vitro no Gent-HAPs e Gent-ZSM-5 (adaptado de 7).

Figura I1V-12. a) e b) Imagens obtidas a partir do TEM, de zedlitos ZSM-5 em diferentes ampliagdes (adaptado de ©7).

O farmaco usado neste estudo foi a gentamicina e tem como dimens@es 0,43 x 0,91 nm.
Por sua vez, o zeolito ZSM-5 tem um tamanho de poro de 0,55nm (figura 1V.15), logo a
gentamicina tem a capacidade de se inserir nos microporos.
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Estruturalmente este zedlito apresenta uma area superficial de 380 m2/g e um nimero
elevado de grupos hidroxilo e silanol (figura 1\VV-16). Desta forma, a molécula de gentamicina
vai ser adsorvida pelos zeolitos a partir da ligacdo de hidrogénio, uma vez que a gentamicina
possui indmeros grupos funcionais, como sejam grupos amina e hidroxilo.

O ZSM-5 enquanto transportador de farmaco possue uma nanoestrutura de estrutura
microporosa e elevada area de superficie, o que favorece uma incorporacdo adequada de
gentamicina nos canais microporosos bem como uma boa adsorcdo a area de superficie do
zedlito, contrariamente as HAPs que possuem um comprimento de 160 nm e um didametro com
30 nm. Estas ndo apresentam uma estrutura porosa e ordenada e tém ainda uma pequena area
de superficie de 8,1m2/g, o que dificulta a incorporacao de farmacos.
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Figura 1V-16. a) Padrdo de XDR; b) Espetro de FTIR de zedlitos (adaptado de ).

Fez-se um teste onde se verificava a libertacdo do farmaco in vitro, tanto nos Gent-ZSM-
5 como nos Gent-HAPs. A quantidade de farmaco libertada foi analisada a partir de métodos
calorimétricos, onde foi visivel valores de libertacdo de farmacos bastante diferentes, como
descrito na figura IV-16 b). Inicialmente, nos Gent-HAPs havia uma libertacdo imediata do
farmaco, ou seja, mais de 90% do farmaco incorporado era libertado num periodo de 6 horas e,
apos esse tempo, atingia-se uma situacdo de equilibrio na libertacdo. Por sua vez, a libertacao
de farmaco no Gent-ZSM-5 apresentava um percurso lento e sustentado, aquando a libertacdo
do mesmo por um periodo superior a 6 dias, o tempo suficiente para que houvesse um
tratamento profilatico, cujo maximo de libertacdo da gentamicina era 60,2%.

Para avaliar a propriedade anti-infeciosa de Gent-HAPs e Gent-ZSM-5 observaram-se
culturas Staphylococcus epidermidis. As placas de petri 1 e 3 continham a bactéria e o
transportador, ZSM-5 e HAPs, correspondentemente, e como se pode comprovar na figura 1V-
17a), a cor verde fluorescente dessas placas indica a presenca de células viaveis, com
consequente formac&o de biofilmes. Nas restantes placas 2 e 4 estava a bactéria juntamente com
Gent-HAPs ou Gent-ZSM-5. Verificou-se que apés um periodo de 24 horas, as placas
apresentaram uma diminuicdo considerdvel da populacdo bacteriana, sendo esta mais evidente
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nas placas com Gent-ZSM-5. Deste modo, como ¢é visivel na figura I\V-17b) a capacidade anti
bactericida é quatro vezes superior na placa com Gent-ZSM-5, o que indica que este possui
boas propriedades bactericidas, devendo-se as suas caracteristicas enquanto transportador de
farmaco.

Neste caso 0 zedlito, para além de permitir uma melhor incorporacdo e libertagdo
sustentada de farmaco, também possui boas propriedades bactericidas, que favorecem a reducéo
bacteriana.
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Figura 1V-17. a) Imagens representativas do crescimento de bactérias nas HAPs (1), Gent-HAPs (2), ZSM-5 (3) e Gent-ZSM-5 (4),
apds um periodo de 24 horas; b) Eficiéncia antibacteriana contra a culturas Staphylococcus epider- midi (adapatado de [621),
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V. CONCLUSAO

Os sistemas de entrega de farmacos — sistemas de drug delivery — vieram revolucionar
a entrega de agentes terapéuticos. Novos suportes serviram como transportadores de novas
moléculas de farmaco e tém permitido ainda ultrapassar determinadas barreiras sofridas durante
a entrega de farmacos. Estes sistemas originaram uma administracdo efetiva e eficaz, o que
proporcionou a entrega direcionada e controlada do farmaco, sempre com o objetivo de obter o
méaximo de beneficio terapéutico e menor efeitos adversos associados.

Embora o uso de sistemas de drug delivery tenha revelado vantagens relativamente a
administracdo convencional de farmacos, apresentava também algumas desvantagens. Por
vezes, durante a entrega do agente terapéutico, poderia haver perda da atividade por parte do
farmaco e ainda sofrer degradacdo pelo meio circundante ou, até mesmo, atuar em células e
tecidos ndo alvo, devido a falta de especificidade. Desta forma, surgiu a necessidade de se
criarem sistemas com uma libertacdo prematura nula “zero premature realese’’, onde a
libertacdo das moléculas de farmaco ocorria unicamente quando se atingia o tecido alvo;
sistemas que respondem a determinados estimulos (campo magnético, alteracdes de pH);
sistemas de implantes e ainda sistemas onde a superficie sofreu funcionalizacdo com a
finalidade de aumentar a adsorcdo e libertacdo de agentes terapéuticos.

O uso de nanoparticulas revelou-se fundamental a nivel de terapéuticas farmacoldgicas,
uma vez que estas possuem determinadas caracteristicas e propriedades que aumentam a sua
eficacia, diminuem problemas de toxicidade, tornando-as melhor que outras terapéuticas
convencionais. Os estudos realizados em sistemas nanoparticulares revelaram alguns efeitos
adversos, como por exemplo, o facto de os sistemas nem sempre atuarem no organismo humano
como previsto em ensaios clinicos. Dever-se-a assim realizar mais ensaios até que se alcance e
determine quais as caracteristicas ideais das nanoparticulas a nivel do tamanho, do nimero de
ligandos de segmentacdo, da incorporagdo do farmaco, da penetracdo do sistema no tecido
tumoral, entre outras.

As nanoparticulas de silica mesoporosa como MCM-41 e SBA-15 demonstram ter
biocompatibilidade com os sistemas celulares durante a entrega de determinados farmacos, o
que garante a seguranca e eficacia dos mesmos e uma melhor adsorg¢éo e incorporacao do agente
terapéutico, sem que exista libertacdo precoce do farmaco. Os sistemas de silica apresentam
determinadas caracteristicas nomeadamente, uma estrutura mesoporosa que permite a
incorporacdo de farmacos e que os protege do meio exterior, uma elevada area de superficie
que facilita a adsor¢do, um grande volume e tamanho de poro e ainda a capacidade de a
superficie e a entrada de poros poder sofrer funcionaliza¢do por parte de compostos organicos.
Quanto ao processo de funcionalizacdo da superficie, este é ainda responséavel por favorecer a
adsorcdo e a libertacdo controlada de farmacos. A silica mesoporosa tem uma elevada densidade
de grupos silanol, estes permitem a incorporacdo de diferentes grupos funcionais, o que
condiciona a interacdo quimica entre o hospedeiro e o farmaco e que origina a obtencdo de
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superficies com caracteristicas diferentes. Um dos grupos mais introduzidos na superficie de
silica € o grupo amina. Diversos estudos mostraram que a amina funcionalizacdo contribuiu
para uma maior carga de farmaco, uma vez que ap6s funcionalizacdo, a superficie de silica
ficava com cargas positivas e com potencial zeta mais elevado, o que favorecia uma maior
interacdo entre as moléculas de farmaco e os materiais de silica mesoporosa. Para além disso,
outra finalidade da funcionalizacdo era originar uma libertagdo mais longa e controlada de
farmaco. Num estudo feito por Yongju He et al. verificou-se que o uso de sistemas amina
funcionalizados, também originava maior citotoxicidade e especificidade para células alvo,
quando comparado com o farmaco na sua forma livre, o que proporcionava uma eficacia
terapéutica e atividade anti tumoral e com menos efeitos adversos.

Por sua vez, os zeblitos também apresentam uma boa biocompatiblidade, no entanto,
diferem das silicas mesoporosas por serem materiais microporosos, nomeadamente o didmetro
de poro, o que tem algumas implicacGes a nivel da funcionalizacéo.

Relativamente aos zedlitos, os dois estudos realizados para 0 composto o 5-fluoracilo,
permitem referir que quanto maior o volume dos poros, maior a carga de farmaco. Uma maior
dose de farmaco contribuiria assim para uma diminui¢do acentuada da viabilidade celular, e
consequentemente, maior potencializacao do efeito citotdxico. Num outro estudo, envolvendo
zedlitos e NO, verificou-se que os zedlitos podem ser satisfatoriamente utilizados no processo
de incorporacdo e libertacdo de Oxido nitrico embora seja necessario otimizar as suas
caracteristicas para um melhor desempenho.

Numa outra abordagem, usou-se o zedlito ZSM-5 e HAPs e verificou-se que o primeiro
tem uma maior capacidade de carga para a gentamicina, devido a sua estrutura microporosa
ordenada, boa area superficial e aos grupos funcionais que possui. O uso de Gent-ZSM-5
favorecia uma libertacdo lenta e sustentada e revelava uma boa capacidade anti bactericida.

De salientar que o tamanho dos poros poderd revelar alguns inconvenientes
nomeadamente, poros de tamanho inferior, pois podem apresentar alguns impedimentos
estéreos a nivel da penetracdo das moléculas de farmaco nos poros do sistema de entrega de
farmaco, o que influenciara a adsorcéo e libertacao.

Pode-se assim concluir que tanto os sistemas envolvendo silica mesoporosa como 0s
sistemas envolvendo compostos zedliticos, devido as suas caracteristicas estruturais revelam
um enorme potencial no desenvolvimento de vias inovadoras de entrega de farmacos.
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