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Resumo

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar que consiste na otimizagdo das propriedades da
matéria permitindo assim o desenvolvimento de sistemas com um tamanho manométrico. A
aplicacdo da nanotecnologia na medicina surge como um campo de pesquisa que esta a gerar

um grande interesse, principalmente em sistemas de libertagdo controlada de fArmacos.

A nanotecnologia, e a sua aplicacdo na area da nanomedicina, em particular em drug delivery
systems, tem sido alvo de um desenvolvimento acentuado. A administragdo de farmacos ocorre
sobretudo por via oral ou por inje¢do direta no organismo. O percurso destes farmacos desde do
local de entrada no organismo até ao tecido-alvo obriga que estes entrem em contato com os
outros tecidos podendo interagir com eles. Deste modo, esta interacdo quimica pode produzir
efeitos indesejdveis no organismo e reduzir a capacidade de acdo do farmaco. Tem-se
verificado, nas ultimas décadas, um grande desenvolvimento de sistemas que contornam estes
problemas, tais como a quantidade e o periodo de administracdo do farmaco bem como o seu

local de libertacdo e atuacdo especificos.

Este estudo surge com esta necessidade de se desenvolver sistemas de libertagdo controlada de
farmacos. O objetivo destes sistemas inteligentes € controlar a libertagdo de farmacos por um
dado periodo de tempo, a dose, a diminui¢do da toxidade, o aumento da permanéncia em
circulagdo e o aumento da eficacia terapéutica através da libertacdo progressiva e controlada do
farmaco por administragdes menos frequentes. Além de todas estas vantagens, a administragao
destes sistemas possibilita a libertagdo dos farmacos em locais especificos, tais como em

tumores e, assim, minimizar os efeitos colaterais indesejados dos farmacos em outros tecidos.

O presente trabalho visa o desenvolvimento de novos biomateriais utilizando nanoparticulas
mesoporosas de silica (MSN) e nanoparticulas (NPs) metélicas de ouro para a aplicagdo a
sistemas de libertagdo controlada de farmacos. Para isto, estudou-se a libertacdo de
doxorrubicina (DOX) encapsulada em NPs e nanocadpsulas mesoporosas de silica tanto em
solugdo como em superficies como em vidro. Os resultados obtidos mostraram que as NPs
apresentam uma grande capacidade de encapsula¢do com 36 ng DOX/mg particula. O tempo de
libertagdo em superficie (vidro) foi estimado em 50 horas enquanto que em solugdo obteve-se
um periodo inferior a 10 horas. Em relagdo as NPs de ouro pode-se observar como estas

promovem a libertagdo do fairmaco ao serem irradiadas mediante um laser. Deste modo, estas
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NPs podem ser uteis para sistemas de libertagdo controlada de fArmacos e para vérias aplicagdes

na nanomedicina.

Palavras-Chave: Nanotecnologia, nanoparticulas de silica mesoporosas, nanoparticulas
metalicas, drug delivery systems
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Abstract

Nanotechnology is a multidisciplinary science that consists in optimizing the properties of
matter thus allowing the development of systems with a gage size. The application of
nanotechnology in medicine emerges as a field of research that generates a lot of interest,

especially in controlled drug release systems.

Nanotechnology and its application in the field of nanomedicine, particularly in drug delivery
systems, has undergone an exponential development. The administration of drugs occurs
primarily orally or by direct injection into the organism. The route of these drugs from the entry
site in the body to the target tissue requires that they come into contact with other tissues can
interact with them. Thus, these chemical interactions can produce undesirable effects in the
body and reduce the capacity of drug action. There has been in recent decades, a large
development of systems that circumvent these problems, such as the amount and the drug

administration period and their place of release and specific activities.

This study emerges due to this need to develop controlled drug delivery systems. The purpose
of these intelligent systems is to control the release of drugs for a given period of time, the
dosage, decreased toxicity, increased circulation at all times and increased therapeutic efficacy
through the gradual and controlled release of the drug for less frequent administrations. Besides
all these advantages, administrations of these systems allow the release of drugs at specific

locations such as tumors and thereby minimize unwanted side effects of drugs on other tissues.

This research aims to develop new biomaterials using mesoporous silica nanoparticles (MSN)
and nanoparticles (NPs) Metallic gold for the application of controlled drug release systems. For
this, the release of encapsulated doxorubicin was studied in mesoporous silica NPs and
nanocapsules both in solution and on surfaces such as glass. The results showed that NPs have a
great capacity for encapsulating with 36 ng DOX / mg particle. The time-release surface (glass)
was estimated at 50 hours while in solution gave a period less than 10 hours. Concerning the
gold NPs can be observed as these promote the release of drug when being irradiated by a laser.
Thus, these NPs can be useful for controlled release drug systems and for various applications

in Nanomedicine.
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Plano de trabalho

Os materiais derivados de silica sdo considerados como biomateriais inertes e indécuos. O
objetivo do trabalho era desenvolver um sistema de libertacdo controlada de farmacos,

adsorvidas em dispositivos médicos, como por exemplo implantes, chips, adesivos, entre outros.

Assim, no presente projeto pretendeu-se desenvolver NPs de silica através da sintese de NPs
mesoporosas de silica (MSN) e nanocapsulas de silica e para a libertagdo de farmacos.
Adicionalmente, foram sintetizadas NPs de ouro (AuNPs). As AuNPs possuem interessantes
propriedade oOticas, entre as quais a de produzir calor quando irradiadas com um laser. Assim,
formulou-se a hipotese de que a emissdo de calor pelo ouro (sob a forma de AuNPs) poderia
induzir, em NPs vizinhas de silica uma alteragcdo da libertacdo. A ser assim, poderiamos ter um

sistema “inteligente” de libertacdo controlada de farmacos.

Para isso, o projeto foi dividido em vdrias fases. Inicialmente foram sintetizadas NPs que
cumprissem alguns requisitos para a libertagdo de farmacos no organismo. Posteriormente,
estudou-se a libertacdo de um citostatico fluorescente, a doxorrubicina (DOX). A DOX ¢ uma
molécula amplamente usada que tem como vantagem, além de ser antitumoral, poder ser

monitorizada por espectroscopia UV-Vis.

O estudo da libertagdo realizou-se primeiramente em solu¢do de forma a avaliar o seu
comportamento em meio continuo. Dadas as suas peculiaridades e resultados dos ensaios de
difusdo em solugdo, foram rejeitadas para ensaios subsequentes as nanocapsulas de silica.
Posteriormente, imobilizaram-se as MSN numa superficie e procedeu-se de novo a ensaios de
libertagdo do farmaco em solucdo. Conseguiu-se compreender que o método de imobilizagdo
ndo foi eficaz porque foram libertadas NPs da superficie para o meio. Finalmente, desenvolveu-
se um modelo experimental, que tivesse a particularidade de confinar as NPs numa superficie
mas que impedisse o despreendimento das NPs para o meio. Utilizou-se para isso, uma camara
de difusdo vertical (Vertical Diffusion Cell da Copley Scientific). Esta célula de difusdo possui
uma membrana permeavel a separar dois compartimentos. Depositaram-se as MSN em cima da
membrana e, apos avaliacdo da difusdo do farmaco, chegou-se a conclusdo que o sistema era

adequado ao estudo.
Desenvolvido o modelo experimental, procedeu-se a sintese de AuNPs com o intuito de as

irradiar com um laser de forma a que estas pudessem emitir calor. Calor este, que em contacto

com as NPs de silica, poderiam alterar a cinética de libertagdo do farmaco.
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Este trabalho tem quatro capitulos. No capitulo um serd apresentado uma revisao de literatura na
area, comecando-se por descrever resumidamente as NPs utilizadas, as suas aplicagdes e alguns
processos de sintese, assim como, as suas caracteristicas fisico-quimicas. No mesmo capitulo
serdo abordadas vérias técnicas utlizadas, bem como as principais aplicacdes biomédicas. No
capitulo dois descrevem-se os materiais e os métodos usados. No capitulo trés apresentam-se os
principais resultados e discutem-se os resultados obtidos. Por tultimo, no capitulo quatro

apresentam-se as conclusdes e analisam-se perspetivas futuras.
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1. Introducao

1.1. Nanotecnologia

O termo de nanotecnologia foi enunciado inicialmente numa das comunica¢des de Richard
Feynman em 1959, “There s plenty of room at the bottom”. No entanto a nanotecnologia
enquanto ciéncia foi impulsionada a partir de 1974 pelo professor Norio Taniguchi, da
Universidade de Ciéncias de Tokyo, para descrever as tecnologias que permitem a construgdo

de materiais a escala nanométrica (Ali e Tariq, 2014).

A nanotecnologia ¢ uma das areas do conhecimento que apresentou um desenvolvimento mais
acelerado, em particular desde o inicio dos anos 90. Apresenta-se de tal forma presente em
vérios aspetos das nossas vidas, que ndo podemos rejeitar esta nova area e tecnologia. E uma
area bastante apelativa, devido a todas as suas potencialidades e aplicagcdes nas mais variadas
ciéncias. Assume-se como uma ciéncia interdisciplinar uma vez que agrega varias areas como a
quimica, fisica, biologia, biotecnologia, medicina e engenharias, integrando assim vérias areas
de interesse. Desta forma, a nanotecnologia tem suscitado um grande interesse na comunidade
cientifica e no publico geral, o que justifica os elevados investimentos na area, contribuindo pra

o seu desenvolvimento (Pyrrho and Schramm 2012).

A nanotecnologia caracteriza-se pela manipulacdo da matéria a uma escala atdmica e molecular.
Ou seja, ¢ a manipulacdo de objetos a escala manométrica de forma a criar estruturas que podem
levar a formagdo de novos produtos ou otimiza¢io de outros ja existentes. E um ramo que
compreende a utilizacdo de NPs pequenas com um tamanho entre 1-100 nm. A nanotecnologia
ainda esta envolvida na sintese, desenho concec¢do, caracterizacdo e aplicagdo de materiais e

dispositivos estruturados, em pelo menos uma dimensdo, numa escala nanométrica (Saini, Saini,

and Sharma 2010; Vélez et al. 2014; Jain et al. 2008).

Em virtude do seu reduzido tamanho os nanomateriais apresentam propriedades fisicas,
quimicas, mecanicas, elétricas, magnéticas e Oticas muito diferentes daquelas que regem o
mundo macroscopico. A medida que o tamanho dos sistemas diminui, os fenomenos fisicos que
regem a matéria alteram-se, uma vez que na escala manométrica sdo os efeitos quanticos que
dominam. Isto é, com a alteracdo do seu tamanho, os nanomateriais alteram as suas
propriedades como a estabilidade e a reatividade entre outros fatores. Algumas das propriedades
que tornam estes materiais interessante deve-se a sua elevada superficie/volume, estrutura bem

organizada e definida (Vélez et al. 2014).



Nanoparticulas hibridas para sistemas de drug delivery inteligentes | 4

De todas as areas de aplicacdo aquela que tem suscitado mais interesse na comunidade cientifica
¢ a biomedicina. A aplicacdo da nanotecnologia na medicina surge como um novo campo de
pesquisa interdisciplinar entre diversas areas da ciéncia, combinando os avangos da medicina
com as engenharias. Tem como principal objetivo o fabrico de nanodipositivos e nanomateriais
para atuacdo bioldgica. E um campo com inimeras aplicagdes e potencialidades em diversas
areas como na nanomedicina (diagnostico e terapia), desenvolvimento de sistemas inteligentes

para entrega e libertacdo controlada de farmacos, nanocosmeética, entre outros (Britto 2012).

Uma das areas mais promissoras da nanotecnologia a nivel da medicina é o desenvolvimento de
sistemas de encapsulamento e libertacdo controlada de farmacos. Estes nanomateriais quando
comparados com as formas farmacéuticas convencionais oferecem inumeras vantagens como: a
melhoria de eficdcia da terapia, diminui¢do ou limitacdo de fendmenos toxicos associados ao
farmaco encapsulado e libertagdo controlada e direcionada do fairmaco encapsulado. Existem
varios tipos de sistemas de nanoencapsulamento e libertagdo de farmacos a serem investigados e
cada um com particularidades que devem ser levadas em consideragdo na sua escolha. Deste
modo os rapidos e significativos avangos na nanotecnologia o desenvolvimento de novas

oportunidades de diagnostico e aplicagdes terapéuticas para varias doencgas (Britto 2012).

1.2. Nanoparticulas

Nos ultimos anos a utilizagdo de NPs aumentou de uma forma exponencial tanto na industria

como na investigacao.

As NPs sdo particulas coloidais definidas como sistemas solidos a base de polimeros (sintéticos,
semissintéticos ou naturais), ou de outros materiais, de natureza biodegradavel ou ndo e que
podem servir de veiculos para fairmacos. Apresentam um tamanho manométrico, ou seja, se
definem como particulas que tém um tamanho compreendido entre 1-100 nm. Na figura 1
comparam-se os tamanhos de diversas NPs com uma molécula e uma célula.

De acordo com o processo de sintese, as NPs podem adquirir tamanhos diferentes e morfologias

distintas.
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Figura 1: Comparagdo do tamanho entre os diferentes tipos de estruturas.(Wich 2015)

A investigagdo em nanotecnologia levou ao aparecimento de diferentes tipos de NPs como por
exemplo: dendrimeros, lipossomas, micelas, NPs de silica, NPs de ouro, NPs de 6xido de ferro e
nanotubos de carbono. As NPs podem-se classificar atendendo a sua natureza organica ou
inorgénica. Assim, as NPs orgénicas podem ser formadas por materiais como polimeros e
bicamadas lipidicas enquanto as NPs inorganicas podem ser formadas por metais e materiais

inertes como o dioxido de titdnio ou por silica (Ran et al. 2013; Llinas e Sanchez-Garcia 2014).

1.3. Nanoparticulas de silica

Na ultima década, as MSNs tém conquistado novas utilizagdes devido as suas diferentes
aplicacdes em diversas dareas cientificas e tecnoldgicas nomeadamente em quimica dos
materiais, biologia, biomedicina entre outras. E precisamente em biomedicina que tem havido
um maior interesse devido a sua morfologia, tamanho, estrutura e propriedades unicas que
apresentam. As dimensdes nanométricas das NPs de silica, a sua elevada razdo area superficial e
volume de poros na sua superficie permitem-lhes uma enorme versatilidade e multiplicidade de
aplicacdes, destacando-se a sua utilizagdo como veiculos para a libertacdo controlada de
farmacos (drug delivery). Além disso, estas NPs podem ser modificadas para melhorar a sua
eficiéncia, por exemplo, mediante a funcionalizacdo e conjugagdo com outras moléculas,
dependendo da sua aplicacdo biomédica: diagnostico ou terapéutica (He e Shi 2011; de Barros

etal. 2015; Z. Li et al. 2012).

1.3.1. Estrutura e propriedades

Ja& foi referido que as MSNs tém atraido uma grande aten¢do na comunidade cientifica. Também
foi referido que esse facto se deve as suas excecionais propriedades fisico-quimicas como a sua

resisténcia mecanica, estabilidade quimica, biocompatibilidade e versatilidade sintética (Quadro
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I). Estas NPs sdo constituidas por uma matriz de silica e sdo caracterizadas pela presenga de
poros com um didmetro compreendido entre os 2-50nm. Destacam-se pelo seu reduzido
tamanho o que as torna adequadas para trabalhar a nivel celular. A sua estrutura rigida e estavel
permite que sejam submetidas a elevadas temperaturas, mudangas de pH e também ao stress
mecanico (Coti et al. 2009; Vivero-Escoto et al. 2010; Cao 2004; II Slowing et al. 2008;
Uskokovi¢ 2013; Wang et al. 2015).

Quadro 1: Principais caracteristicas das MSNs

Elevada éarea superficial (> 1000 rnz.g'l) 0 que permite acumular uma grande

quantidade de carga (35%);
Elevado volume de poro (> 1 cm™g™); grande porosidade;

Tamanho do poro pode ser modificado e com uma distribuicdo estreita (2-10nm),
permitindo que sejam suscitdveis a serem usadas em drug delivery de destintas

moléculas;

Boa estabilidade quimica e térmica;

Baixa toxicidade e biocompatibilidade com o organismo humano;

Duas superficies funcionalizaveis (interna e externa);

Mesoestrutura estavel,;

Féceis de modificar morfologicamente (controlo do tamanho, poros e forma)

Faceis de sintetizar

Adaptado de: (Y. Zhang et al. 2010; Wang et al. 2015)

A sua elevada razdo area superficial/volume e elevada porosidade permite que estas sejam
utilizadas em conjunto com uma elevada gama de componentes, tais como farmacos, proteinas
ou sensores. Além disso, as moléculas hospedadas dentro dos poros vao ser protegidas de uma
possivel degradagdo em ambientes hostis, como por exemplo o intestino e estdmago. Estas
propriedades tornam estas NPs interessantes em nanomedicina, em particular em dareas
relacionadas com o drug delivery (Llinas and Sanchez-garcia 2014; Kwon et al. 2013; F. Tang,

Li, and Chen 2012).
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1.3.2. Sintese de nanoparticulas mesoporosas de silica

As NPs de silica podem ser preparadas por diversos métodos dos quais se destacam o processo

sol-gel e o processo de microemulsdo inversa (V. Valtchev 2013).

Kolbe no ano de 1956 foi o primeiro a observar e a descobrir a formagdo de particulas esféricas
de silica (SiO;) através da hidrolise e condensacdo do tetraetilortossilicato (TEOS), numa
solucdo de agua/dlcool e utilizando o hidroxido de amonio como sistema catalisador (D.
Cornejo-Monroy, J. F. Sanchez-Ramirez, J. A. Pescador Rojas 2009).

O processo sol-gel, também conhecido por método de Stober, em 1968, desenvolveu a mais
conhecida sintese de particulas de silica altamente esféricas e monodispersas, sob condigdes de
crescimento controlado a uma escala nanométrica. Esta sintese também consiste na hidrolise
controlada e condensagdo de um percursor de silica (alcoxido de silicio) numa solucdo

agua/etanol usando o amoniaco como catalisador (Wu, Mou, e Lin 2013).

Este método tem sido o mais simples e eficaz a gerar esferas monodispersas de SiO,. No
entanto, existem alguns problemas a ser resolvidos relativamente na fase da hidrolise, de forma
a haver um maior controle na distribui¢cdo de tamanho médio, didmetro e morfologia das NPs

(D. Cornejo-Monroy, J. F. Sdnchez-Ramirez*, J. A. Pescador Rojas 2009; Brinker 1988).

Assim, em 1992 investigadores da Mobil Company apresentaram um novo método para a
sintese de MSN. A sua metodologia de sintese tem como base a condensacdo de percursores de
silica na presenca de surfactantes catidonicos em condi¢des alcalinas. Este processo trata-se
assim, de uma adaptagdo ao método descrito por Stéber para a obtencdo de NPs de silica. A
incorporacdo de um tensioativo catidnico permite a obten¢do de estruturas ordenadas e
monodispersas mediante a formagado de micelas que atuam como molde a formagao de poros. O
procedimento padrdo consiste em misturar um percursor de silicato, geralmente TEOS, com um
surfactante cationico sendo o mais utlizado o brometo hexadeciltrimetilamoénio (CTAB) a uma
temperatura compreendida entre os 30 e 70°C em meio alcalino (pH=11). As NPs formam-se
mediante o processo sol-gel catalisado em meio basico e de acordo com duas reagdes chave:
hidrélise e condensagdo como observado na figura 2 (Dennis Douroumis e al. 2012; Llinas e

Sanchez-garcia 2014).

K
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Figura 2: Mecanismo de polimerizagdo de TEOS (Llinas e Sanchez-Garcia 2014).
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A primeira etapa do processo consiste na hidrolise do alcoxido de silicio. Nesta etapa, obtém-se
uma suspensdo coloidal contendo particulas de tamanho inferior a 100 nm onde sdo formados
grupos silanol (Si-OH) enquanto o alcool correspondente ¢ libertado. De seguida, os grupos de
silanol polimerizam-se por condensag@o, dando origem a estruturas tridimensionais unidas por
ligacdes de siloxano (Si-O-Si) ocorrendo a eliminagdo concomitante de agua e alcool. A
segunda etapa corresponde a condensagdo onde se forma um gel, mais ou menos compacto e
denso. Nesta fase, a presenga de micelas formadas pelo tensioativo € critica, uma vez que atuam
como molde dando origem a formacao de poros (Llinas e Sanchez-Garcia 2014).

Deste modo, o agente tensioativo catidnico atrai as espécies de silica que estdo carregadas
negativamente e que estdo concentradas a volta das micelas formando uma estrutura de silica

tubular (Figura 3).

Figura 3: Representacdo esquematica de uma MSN (Wu, Mou, e Lin 2013).

A morfologia das particulas, tamanho e porosidade podem ser modificados por variagdo das
condi¢des de reagdo nomeadamente tipo/concentracdo do percursor de silica, tipo/concentracao
de agente tensioativo, pH, solvente, temperatura e tempo de reagdo. De todos os fatores
determinou-se aqueles que afetam mais o tamanho das NPs é a propor¢@o de base em relagdo a
quantidade de TEOS, e em seguida a temperatura (Llinas e Sanchez-Garcia 2014; Correa-

Duarte 2011; Wu, Mou, e Lin 2013).

Por ultimo, o surfactante deve ser removido do interior dos poros. Para isto, pode-se utilizar
dois métodos: extragdo com um solvente ou através de calcinagdo a temperaturas de 500-600°C.
Estes métodos permitem a rutura electroestatica entre os grupos de cabega do agente tensioativo
cationico e dos silicatos anionicos, facilitando assim a remocdo do agente tensioativo nos

mesoporos ¢ a formagao final das NPs (Llinas e Sanchez-Garcia 2014; Correa-Duarte 2011).

Outro processo de producdo de MSNs, ¢ o método da microemulsdo inversa. Goticulas de agua
de dimensdes nanométricas sdo rodeadas por moléculas de um agente tensioativo presentes
numa fase organica, originando uma microemulsdo. O percursor de silica sofre hidrdlise/

condensacdo dentro das goticulas que atuam como nanoreatores regulando, assim, a cinética das
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reacdes de nucleacdo e crescimento de particulas. Este método permite um maior controle do
tamanho de particula e distribuicdo de tamanhos relativamente ao processo sol-gel,

especialmente para as particulas com dimensdes inferiores a 100nm (V. Valtchev, 2013).

1.4. Nanoparticulas metalicas

As NPs metalicas, em especial as NPs de ouro (AuNPs) tém sido alvo de intensa investigacao
em diversas areas devido, sobretudo as suas propriedades oOticas, cataliticas, eletronicas,
fototérmicas e magnéticas, que lhes conferem uma elevada versatilidade de usos em diversas
areas. Desta forma, a sua aplicacdio na medicina parece ser das mais promissoras,
nomeadamente na preveng¢do, no diagnostico e no tratamento de diferentes patologias como no
cancro ou na terapia genética. A semelhanca das MSNs, estas NPs também se podem definir
como sistemas transportadores, uma vez que permitem controlar a libertagdo de farmacos. A
libertagcdo dos farmacos, pode ser controlada mediante estimulos internos, como a variacdo de
concentracdo, ou por estimulos externos como o uso de um laser) (Huang e El-Sayed 2010;

Santos et al. 2014; Cai et al. 2008; Duncan, Kim, and Rotello 2010; Wang et al. 2015).

Apesar da sua redescoberta recente os egipcios e chineses no seculo V A.C, foram os primeiros
a sintetizar AuNPs e, desde entdo, sdo varios os exemplos da sua utilizacdo a nivel decorativo e
medicinal. Um exemplo no uso de ouro nanocristalino para fins decorativos e que se tornou
famoso na ciéncia dos nanomateriais ¢ o calice de Lycurgus que se encontra em exposi¢do no
British Museum em Londres como se pode observar na figura 4. Trata-se de um célice datado no
periodo romano (século IV, D.C) fabricado em matriz vitrea e cuja cor depende do angulo de
incidéncia da luz visivel sobre a sua superficie. A cor verde resulta da reflexdo da luz pela
superficie do célice, enquanto a luz transmitida através do vidro origina uma cor vermelha. Este
efeito Otico deve-se a existéncia de NPs metédlicas, nomeadamente de ouro e prata, que se

encontram dispersas no vidro do calice, originando um vidro dicroico (Freestone e al. 2007;

Martins e Trindade 2012).
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Figura 4: Fotografias do calice de Lycurgus em exposi¢do no British Museum em Londres. O vidro apresenta uma
cor verde em condi¢ées normais de iluminag¢do, mas apresenta uma cor vermelha quando o cdlice é iluminado a

partir do interior (Freestone e al. 2007).

1.4.1 Estrutura e propriedades das nanoparticulas metalicas

As AuNPs s3o NPs esféricas e estdveis em solucdo coloidal. Dependendo do seu tamanho, a
razdo superficie/volume vao ser alteradas bem como as suas propriedades 6ticas. A cor da
solucdo coloidal depende do tamanho médio das NPs que as compdem. As AuNPs de menores
dimensdes apresentam uma cor vermelha intensa e 8 medida que o tamanho médio das NPs vai
aumentando a sua cor vai mudando para azul, como se pode observar na figura 6. Este
fenomeno deve-se a oscilacdo coletiva de eletrdes condutores, designado por ressonancia
plasmonica superficial (Duncan, Kim, e Rotello 2010; Huang e El-Sayed 2010; Martins e
Trindade 2012).
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.

Figura 5: Solucoes com AuNPs com distintos tamanhos da esquerda para a direita 5,18,25,60 e 90nm).

Além das propriedades oticas referidas anteriormente, estas NPs apresentam uma baixa
toxicidade, elevada estabilidade e biocompatibilidade e uma sintese relativamente simples. Esta
baixa toxicidade foi defendida por Connor e colaboradores (2005) que demonstraram que o0s
nucleos de ouro das NPs sdo inertes e ndo toxicos. Por serem substancialmente inertes em
fluidos biologicos tornam-se atrativas para aplicagdes em nanodiagnostico. Possuem uma
grande area superficial sendo por isso capazes de adsorver biomoléculas sem afetar a sua
atividade biologica. Sdo constituidas por um nucleo metalico, ou seja, estdo revestidas por uma
camada organica a qual ¢ fundamental para modular o tipo de interagdes com o ambiente
circulante. Esta camada determina a sua estabilidade e a reatividade. A absor¢do por ressonancia
plasmonica de superficie (SPR) de NPs metélicas pode ser seguida de uma rapida conversdo da
luz absorvida em calor. Esta propriedade pode ser utilizada para eliminar células cancerigenas
ou para entrega de moléculas dentro das células em um conceito designado por fototermia.
Assim, as propriedades quimicas e fisicas dependem de fatores como o tamanho, a composigao,
a forma, razdo area de superficie/volume e a natureza da sua superficie. Deste modo, estas NPs
apresentam um enorme potencial de aplicacdo em 4areas tais como nanoimunologia,
nanobiotecnologia e na nanomedicina, uma vez que as suas propriedades podem ser facilmente
ajustadas na sintese controlando fatores como o tamanho e forma. Além disso, devido a sua
escala de tamanho, estas NPs podem ser utilizadas para aplica¢des em drug delivery (Connor et

al. 2005; Martins e Trindade 2012; Cancino e al. 2014).
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1.4.2. Propriedades dticas das nanoparticulas metalicas

Como referido, as NPs metélicas apresentam propriedades oOticas, eletronicas e cataliticas
diferenciadas dependendo do seu tamanho manométrico. A intensa coloragdo de certos metais
de tamanho manométrico Au, Ag, Cu e metais alcalinos, deve-se a SPR, cuja frequéncia de

ressonancia coincide com a regido do visivel do espectro eletromagnético (Collin R, 1990).

Quando as AuNPs sdo irradiadas por luz, ocorre uma oscilagdo coletiva de eletrdes livres na
superficie da particula, absorvendo parte da luz visivel como se observa na figura 6. Como
resultado verifica-se uma forte banda de absor¢do numa zona do espectro eletromagnético que

depende do tamanho da NPs, da forma e do seu material (Kelly et al. 2003; Glomm 2005).

Nuvem electronica

Figura 6: Representacdo esquemdtica da intera¢do de NPs de ouro e a luz, o que leva a oscilagdo dos eletrées

condutores na superficie das NPs (Kelly e al. 2003).

A forma e o tamanho das AuNPs, afeta 0 modo como estas interagem com a luz. Diferentes
tamanhos e formas significam diferentes modos de dispersar e absorver a luz, o que se traduz
em diferentes propriedades oticas (Martins e Trindade 2012; Huang e El-Sayed 2010).

As AuNPs com um diametro de 3-50 nm apresentam uma cor rubi caracteristica dado que a
posicdo na banda plasmoénica situa-se em torno dos 510-530 nm. Como se pode observar na
figura 7 quanto maior o tamanho das particulas, maior serd a seu comprimento de onda

(Cancino et al. 2014).

O comprimento de onda ¢ o maximo de intensidade da absorvéincia ndo depende apenas do
tamanho das NPs, mas também da temperatura e do solvente. De qualquer forma, o espectro que
se obtém pode-se utilizar para calcular/estimar a concentragdo e o tamanho das particulas em

solugdo.
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Figura 7: Espectro de AuNPs em fungdo do seu tamanho (Duncan, Kim, e Rotello 2010).

A resposta otica de AuNPs depende também de outros pardmetros, tais como a func¢do dielétrica
do meio circundante e a distancia entre NPs vizinhas, que por sua vez, determina o acoplamento
plasmonico entre particulas. A variagdo concertada destes pardmetros permite o ajuste das
propriedades opticas nos nanomateriais de ouro (Martins e Trindade 2012; Ehrenhaft ¢ Lorenz

1908; Glomm 2005).

Devido as peculiaridades das propriedades oticas das AuNPs, estas podem emitir luz (Mie
Scaterring) mas também podem absorve-la e transforma-la rapidamente em calor.
Relativamente a produgdo de calor, emitem um calor intenso quando estimuladas com uma
frequéncia adequada de luz (laser) ou através de outra fonte de calor (Ehrenhaft e Lorenz 1908;

Duncan, Kim, e Rotello 2010).

Por todas as caracteristicas mencionadas, neste trabalho, além de outras, foram sintetizadas
AuNPs com o objetivo de serem irradiadas por um laser para que a libertagdo do fdrmaco

ocorresse apenas apos esse estimulo.

1.4.3. Sintese de nanoparticulas de ouro

As AuNPs podem ser preparadas por diferentes métodos, obtendo-se sistemas coloidais
monodispersos € com um tamanho médio entre 1-150nm. A partir do método de sintese
escolhido pode-se controlar o tamanho, a forma e a dispersao das AuNPs, controlando assim, as

propriedades oOticas, elétricas, cataliticas (Kelly et al. 2003).
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A forma e o tamanho das AuNPs dependem de diversas variaveis de processo, tais como
concentragdes dos reagentes, temperatura, pH, surfactantes, aditivos, entre outros. Varios
autores ja discutiram os efeitos dessas variaveis de processo sobre a cinética de formagao,

tamanho e morfologia de AuNPs (Kelly et al. 2003).

Michael Faraday foi o primeiro cientista a estudar as AuNPs em 1857. Ele foi o primeiro a
demonstrar a formacdo de uma solugdo vermelho escuro de ouro coloidal a partir da redugdo do
acido tetracloroaurico III com fésforo, usando dissulfato de carbono como solvente. Ele
reportou as propriedades oticas de finos filmes secos a partir destas solucdes e observou a

reversivel mudanca de coloragdo sobre compressdo mecanica (Faraday, 1857).

Atualmente, varios métodos podem ser utilizados, variando principalmente o agente redutor € o
meio. Os métodos mais usados sdo de Turkevich reportado em 1971, e de Brust-Schiffrin em

1994.

Turkevich e os seus colaboradores foram os primeiros a demonstrar a possibilidade de controlar
o tamanho das AuNPs pela concentracdo do agente redutor, agitagdo e temperatura da reacdo. O
método consiste na redug@o do acido tetraclorodurico por citrato de sédio em meio aquoso sob
agitagdo e aquecimento controlados, com o intuito de obter NPs estabilizadas. Este método ¢ um
dos mais utilizados devido a sua simplicidade e reprodutibilidade, obtendo-se assim AuNPs com

um tamanho médio de 15 nm (Turkevich, 1985).

Em geral, para a sintese de AuNPs em solugdo aquosa, reduz-se um composto percursor, que
geralmente ¢ o HAuCly na presenca de um agente estabilizante, capaz de interagir com as NPs
metalicas evitando, assim, a sua aglomeragdo. Os agentes de estabilizacdo podem ser PVP
(polivinilpirrolidona), alcanotidis, fosfinas, 6xidos de fosfinas, carboxilatos e diferentes aminas.
Outro modelo de sintese muito utilizado ¢ o método de Brust-Schiffrin. Este método permite
sintetizar AuNPs através de um sistema bifasico, geralmente composto por tolueno/adgua. As
AuNPs obtidas por este método possuem um didmetro de 1-3 nm. Neste método, os ides
metalicos em solugdo aquosa sdo transferidos para uma fase orgénica, no caso, tolueno, usando
um agente de transferéncia de fase. Em seguida sdo reduzidos, na presenca de um alcanotiol que

serve como agente passivante (Xu et al. 2005).

E importante real¢ar que pequenas variagdes no tamanho das AuNPs faz com que sua estrutura
eletronica seja modificada, produzindo assim, uma mudanga de coloracdo na solugdo. As cores
podem variar desde do azul (particulas maiores) até ao castanho (particulas mais pequenas)

como mostra a figura 5 (Kelly et al. 2003).
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Desta forma, o controle do tamanho pode-se observar facilmente através da espectrometria UV-
Vis, uma vez que aparece uma banda caracteristica que oscila entre os 500 e 900 nm
denominada por banda plasmoénica de superficie. As AuNPs com um didmetro entre 4-50 nm
possuem cumprimentos de onda de SPR entre os 510-530, enquanto as particulas maiores
possuem comprimentos de onda 650 a 900 nm (Huang and El-Sayed 2010; Kelly et al. 2003;
Cancino et al. 2014).

1.5. Estabilidade coloidal

Os coloides sdo apresentados como NPs que tém uma gama de tamanho de lnm e sdo

responsaveis pelo aparecimento da cor e turbidez (Junior and Varanda 1999).

Um sistema coloidal pode ser, sélido, liquido ou gasoso. As AuNPs quando se encontram
dispersas em solugdo sdo consideradas um coldide. Os coloides t€ém um sistema com um estado
de energia mais elevada do que os materiais macroscopicos. A estabilidade coloidal ¢
determinada pela energia livre no sistema. O principal parametro ¢ a grande area de superficie
entre a fase dispersa e a fase continua. Uma vez que as particulas coloidais se movem
constantemente, a sua dispersdo de energia ¢ determinada pelo movimento Browniano. A
estabilidade das NPs depende de varias caracteristicas fisicas adquiridas a partir das etapas de
crescimento e de nucleagdo. Basicamente durante a preparacdo dos coloides de ouro as variaveis
sdo por exemplo a temperatura, concentragdo dos agentes estabilizantes, pH, entre outras (Melo

et al. 2012; Junior e Varanda 1999).

1.5.1. Propriedades elétricas

Como mencionado, a principal caracteristica dos coldides/NPs ¢ sua grande relagdo
superficie/volume. Por esta razdo, tendem a associar-se para reduzir a sua area superficial,
fazendo com que os coldides fiquem termodinamicamente instaveis. Assim, ¢ necessario evitar
a sua agregacao através do uso de mecanismos de repulsdo adequados facilitando, deste modo, a
estabilidade cinética. Esta permite que os coldides se mantenham dispersos durante longos

periodos de tempo (Junior e Varanda 1999).

A estabilizacdo eletrostatica baseia-se na adsorcdo de ides ou moléculas que estabilizam as
particulas na fase continua. As particulas coloidais adquirem cargas elétricas na sua superficie,

expostas a solventes polares, atraindo os ides de cargas contrarias criando assim uma
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“atmosfera” difusa. Portanto, forma-se uma dupla camada elétrica (DCE). Esta dupla camada
vai proteger as NPs coloidais da agregacdo, devido a repulsdo de cargas da mesma natureza

(Junior e Varanda 1999).

Virias teorias foram propostas ao longo da historia para estudar a dupla camada elétrica.
Destacando-se entre elas: a teoria Helmholtz-Perrin, Stern e de Gouy-Chapman. A ideia da
DCE foi primeiramente proposta por Helmholtz em 1879. Ele descreve a DCE como uma

camada de ides que se ligam fortemente a superficie das particulas com cargas opostas.

Outro modelo foi proposto por Gouy em 1910 e Chapman em 1913, denominado por modelo de
camada difusa. O modelo Gouy-Chapman considera a influéncia do eletrdlito e do potencial
aplicado na capacitancia da DCE para que ela seja difusa e com um comprimento variavel.
Assim, esta ndo seria compacta como foi descrita por Helmholtz, mas de espessura variavel
estando os ides livres para se movimentarem. Em 1924 Stern combinou os dois modelos
descritos anteriormente, a dupla camada seria formada por uma camada compacta préxima do
elétrodo e uma camada difusa que se estenderia até ao interior da solugdo. Isto é, os ides
estariam dispersos na solu¢do como uma nuvem em desordem térmica (Sten, 1924); (Chapman,

D.L. 1913).

1.5.2. Teoria Derjaguin-Laudau-Verwey-0Overbeck

Em 1941, Derjaguin-Laudau-Verwey-Overbeck (DLVO), propuseram de forma independente e
simultanea a teoria para interpretar o fendmeno da estabilidade de coloides li6fobos. Conhecida
atualmente como a teoria DLVO. Esta teoria baseia-se nas variagdes de energia que sdo

observadas quando as particulas se aproximam uma das outras (Souza 2010).

Pela teoria DLVO, as dispersdes coloidais podem ser descritas em termos de balangos de forcas
atrativas de van der Waals e por forcas repulsivas de Coulumb, ou seja, as interagdes atrativas
de curto alcance de van der Waals induzem a agregacdo do sistema a medida que as superficies
das particulas se aproximam umas das outras. Essas for¢as de curto alcance sdo as mesmas
provenientes da polarizacdo de 4tomos e moléculas (dipolos) constituintes dos s6lidos dispersos
no meio polar que separa as particulas. De acordo com esta teoria, a energia total de interacdo
entre duas particulas (V1) € dado pela soma da repulsdo eletrostatica de Columb (Vy) e a atragdo
de van der Waals (Vypw). Esta pode ser representada por uma curva de energia de potencial

como se observa na figura 8 (Junior and Varanda 1999; Araujo et al. 2010).
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Vr=Vr+Vyvpw

A curva mostra que pequenas e grandes distancias entre particulas favorecem a atracdo,
enquanto distancias intermédias favorecem a repulsdo. A concentracdo de eletrolitos no meio
afeta o ponto méximo da curva, de forma que as concentragdes mais altas diminuem o potencial
maximo, favorecendo a deposi¢cdo, devido a adesdo entre particulas. Esta deposi¢do acontece se
as superficies apresentarem cargas eletricamente opostas e podera apresentar carater reversivel,
caso a deposi¢do ocorra em distincias situadas no ponto minimo secundario da curva, ou carater

irreversivel, caso a deposi¢do ocorra na regido do ponto minimo primario (Fardim 2002).

Forga de repulsdo da dupla
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Figura 8: Energia potencial (V) de interagdo particula-particula em fungdo da distdncia (d) de separagdo entre duas

moléculas coloidais (Junior e Varanda 1999).

1.5.3. Técnica Layer-by-Layer

O conceito Layer-by-Layer (camada apds camada) foi introduzido por Decher Hong e pelos

seus colegas de trabalho em 1992 (Y. Li, Wang, e Sun 2012).

A técnica layer-by-layer, tornou-se a principal escolha para producdo de filmes ultrafinos
devido a fabricagdo dos mesmos acontecer de uma maneira simples e de uma forma mais barata

em relagdo as outras técnicas disponiveis (Popiolski et al. 2011).

Esta técnica foi aplicada pela primeira vez para montar polieletrolitos de cargas opostas, sendo
rapidamente alargada a outros sistemas, tais como nanocristais poliméricos, NPs e dendrimeros.
Também se utiliza este método de automontagem para imobilizar componentes biologicos tais

como proteinas, enzimas, ADN, virus ¢ membranas celulares. Os filmes automontados tém sido
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sugeridos para vérias aplicagdes tais como na Otica, eletroquimica e em drug delivery (Crespilho

et al. 2006; Z. Tang et al. 20006).

Fundamentalmente esta técnica baseia-se na adsor¢do fisica devido a interagdes eletrostaticas
entre espécies apresentando cargas opostas (policatido e polianido). Consiste em imergir um
substrato so6lido com um determinado polieletrolito (policatido ou polianido) por um periodo de
tempo (geralmente s6 alguns minutos). Em seguida, o substrato s6lido é lavado numa solucao
com um pH préximo da solucdo polimérica, o objetivo ¢ remover as moléculas que ndo foram
adsorvidas. Por exemplo, um substrato sélido carregado positivamente, ¢ imerso numa solugdo
anidnica, para formar uma camada do polianido. Apds a lavagem, o substrato mais a
monocamada é novamente imerso numa solucdo com um polieletrélito de carga oposta a
solugdo inicial, o que permite a formagdo da segunda monocamada. Novamente acontece um
processo de lavagem para retirar as moléculas que nio foram adsorvidas e posteriormente se faz
uma secagem em fluxo com N, ou ao ar. No final deste processo ¢ obtida a primeira bicamada.
Repetindo-se este procedimento pode-se obter o nimero de bicamadas desejadas (Michel et al.
2012). A figura 9 esquematiza a formacdo de filmes finos a partir da técnica Layer-by-Layer,

evidenciando a utilizagdo de polieletrolitos.

substrate

ﬂ’— Hm%

1 2

™y

4

Figura 9: Fabricacdo esquematica de uma camada/ filme pelo método LbL. Um substrato solido, por exemplo com
cargas positivas é inicialmente imerso numa solucdo polianionica. No passo (a) o excesso de moléculas pode ser
removido por imersdo do substrato na solugdo de lavagem (2) o substrato contendo a camada anionica é imerso na
solugcdo com o policatido (3). No passo 4 ocorre a ultima lavagem onde as moléculas ndo adsorvidas sdo removidas

(Crespilho et al. 20006).

A técnica LbL é uma técnica que possui uma grande versatilidade devido ao seu enorme leque
de possibilidades com respeito a sua utilizagdo de materiais, quer sejam substratos, vidros
hidrofébicos, metais, polimeros e NPs, quer sejam polieletrélitos organicos, inorganicos ou

contendo componentes biolégicos imobilizados como proteinas e ADN (Z. Tang et al. 2006).
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Além disso, a técnica LbL permite a obtengdo de filmes auto-organizados com alto controle de
espessura, rugosidade e porosidade. Este método também ¢ util pois permite controlar o

crescimento do filme numa escala nanométrica (Crespilho et al. 2006).
1.6 Aplicacoes biomédicas
1.6.1. Libertacao controlada de farmacos

O controlo de libertacdo de farmacos em sitios de agdo especificos, através de vetores ou
nanocarregadores tem sido uma das areas que tem sido alvo de uma intensa pesquisa nos
ultimos anos. Dentro dos vetores podem incluir-se as NPs. As NPs tém atraido uma maior
atencdo dos investigadores devido as suas potencialidades como por exemplo possuirem uma

maior estabilidade nos fluidos bioldégicos.

E importante para o desenho de sistemas de libertagdo inteligente de farmacos ter em conta a
eficiente capacidade de carga e que o farmaco seja libertado na regido apropriada de forma
controlada. A ideia ¢ tentar ultrapassar as desvantagens dos sistemas atuais como: o desconforto
de dosagens frequentes, de tentar manter os niveis do farmaco a concentracdes constantes e
evitar intoxicagdes por excesso de fidrmaco. Estes sistemas surgem com a finalidade de

ultrapassar estas desvantagens (Rezende et al. 2003).

Neste contexto, as MSNs apresentam-se como uma boa alternativa em relacdo aos veiculos
atuais e convencionais (por exemplo lipossomas e polimeros biodegradaveis) uma vez que ¢
possivel incorporar elevadas quantidades de carga nos seus mesoporos (figuralQ). Porém, as
NPs metalicas (NPs de ouro) também té€m atraido bastante ateng¢do neste campo devido as suas

propriedades oticas (Igor I. Slowing, Trewyn, e Lin 2007; Llinas e Sanchez-garcia 2014).

MNP cargada Liberacion carga

Figura 10: Libertagdo de carga controlada (Llinas e Sanchez-garcia 2014).
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Uma forma de atingir este objetivo ¢ desenho e desenvolvimento nanocarregadores/veiculos
inteligentes que se abram em resposta a um estimulo. Principalmente usam-se dois tipos de
estimulo: os estimulos internos como a mudang¢a de pH, meios redutores e atividade enzimatica,
que dependem da homeostasia da célula, e os estimulos externos como a luz e os campos
magnéticos, que podem ser aplicados da maneira pretendida. Além disto, os fatores externos
tém uma grande vantagem em relacdo aos internos, uma vez que se pode controlar a sua

localizacdo e o tempo (Llinas e Sanchez-Garcia 2014).

1.6.2. Aplicac¢oes biomédicas das nanoparticulas mesoporosas

O uso de NPs como transportadores de fairmacos surge com o intuito de resolver problemas
existentes com os veiculos utilizados até ao momento. Para que o veiculo seja eficiente deve ser
biocompativel, que permita uma elevada encapsulagdo de fArmaco, que seja estavel para evitar a
sua degradacdo e sobretudo que a libertagdo do farmaco seja de forma controlada no tempo (II

Slowing et al. 2007; Z. Li et al. 2012; Llinas e Sanchez-Garcia 2014).

Na hora de desenhar sistemas de libertacdo de fArmacos hé que ter em conta fatores que afetam
principalmente a velocidade de libertagdo e a de encapsulacdo do farmaco. Um destes fatores
determinantes ¢ o método usado para carregar as NPs (Correa-Duarte, 2011).

Neste sentido, as MSNs tém sido sugeridas como veiculos para a libertagdo de farmacos devido
as suas propriedades uUnicas tais como tamanho unico, morfologia, tamanho do poro
modificdvel, elevada area superficie/volume e por possuirem uma funcionalizagdo de superficie
facil e propriedades fisico-quimicas estdveis em comparagdo com os veiculos organicos atuais
como lipossomas, micelas, capsulas (Igor I. Slowing, Trewyn, e Lin 2007; Y. Zhang et al.

2010).

Muitos farmacos hidrofébicos tém aplicacdes limitadas devido a sua fraca solubilidade em 4gua,
o que resulta numa diminuida absor¢do no trato gastrointestinal. Recentemente Zhang e
colaboaradores descobriram que as NPs mesoporosas de silica melhoram a velocidade de
dissolucdo e biodisponibilidade de telmisartan hidrofébico (TEL), apds a administragdo oral. Os
resultados demonstraram que a taxa de dissolug¢do do TEL carregado dentro das MSNs
melhorou drasticamente em comparacdo com TEL bruto. Os resultados de permeabilidade
sugeriram que a taxa de permeabilidade aumentou significativamente, enquanto a taxa de efluxo

do farmaco diminui, melhorando assim, a sua absorc¢ao oral (Wang et al. 2015).
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As MSNs carregadas com moléculas fluorescentes tém vindo a ser cada vez mais utilizadas
como marcadores para sinalizacdo em células nomeadamente através do recurso a microscopia

de fluorescéncia entre outras técnicas (D Douroumis et al. 2013).

1.6.3. Aplicacoes biomédicas das nanoparticulas de ouro

As AuNPs, devido as suas propriedades oOticas, tém sido amplamente exploradas e estudadas
para diversas aplicagdes na medicina como biossensores, diagnostico de doengas, veiculo para a
entrega de moléculas dentro de células, vacinas, terapia genética, imagiologia, fototermia e no

tratamento do cancro (Duncan, Kim e Rotello 2010; Connor et al. 2005).

Atualmente, uma das areas mais populares na nanomedicina ¢ a terapia fototérmica e a
implementacdo de AuNP para diagndstico de cancro. Nos ultimos anos o uso de AuNPs na
pesquisa do cancro tem crescido bastante por causa da sua facilidade de sintese, modificacdo de

superficie e das suas propriedades 6ticas ajustaveis (Kelly et al. 2003).

Para tratar um tumor, estas AuNPs sdo administradas sistemicamente, atingindo o tumor de uma
forma ativa ou passiva. Em seguida, estas NPs s@o sujeitas a uma fonte de energia, como um
laser infravermelho proximo. Estas NPs possuem a capacidade de absorver energia e converté-la
em calor, causando uma ablacdo das células tumorais, com a respetiva destruicdo das
membranas celulares. O uso de AuNPs combinado com radioterapia e terapias fototérmicas
pode ser mais eficaz na reducdo da incidéncia do cancro e assim deste modo se reduz a dosagem
e a exposi¢ao de raios-X que € necessdria para a destrui¢cdo do tumor com muito menos danos

para o tecido circundante (X. Zhang 2015; Huang e El-Sayed 2010).

As AuNPs sdo uteis ndo s6 para a produgdo de imagens, mas também por exemplo, para o
tratamento do cancro da mama. O uso destas NPs pode ser benéfico tanto para a terapia na fase
precoce da doenca como nos estados mais avangados, uma vez que a maioria dos cancros da
mama ocorrem relativamente perto da superficie da pele onde eles podem ser facilmente
acedidos. Devido as razdes estéticas e para diminuir dissec¢des, hd uma grande procura e
necessidade de procedimentos minimamente invasivos para o tratamento deste cancro. A
hipertermia baseada em AuNPs, ainda experimental, pode-se revelar altamente eficaz no

tratamento deste cancro (X. Zhang 2015).

A utilizagdo de AuNPs como veiculos de libertacdo de farmacos também ¢ uma abordagem

promissora, principalmente a nivel de farmacos quimioterapeuticos. Os principais problemas



Nanoparticulas hibridas para sistemas de drug delivery inteligentes | 22

associados a estes farmacos sdo a sua resisténcia celular e a sua nio especificidade. Com o uso
destas NPs como veiculos de fArmaco ¢ possivel resolver este problema (X. Zhang 2015).

As AuNPs sdo também ideais para a detecdo de doencas através de imagiologia, numa fase
inicial, pois tém a capacidade de interagir e de se ligarem especificamente a biomoléculas
localizadas quer na superficie da célula ou no interior do citoplasma das células e organelos

celulares (Liu et al. 2015).

1.7.Desafios futuros na investigaciao com nanoparticulas

A preparagdo de NPs para aplicagdes biomédicas como nanotransportadores t€ém que seguir uma
ampla gama de propriedades, fatores e condi¢des de carater quimico, fisico e bioldgico. Estas
NPs devem ser biocompativeis, biodegradaveis, devem permitir uma elevada carga de agentes
ativos, devem apresentar um mecanismo de entrega da carga num sitio especifico, devem
apresentar um mecanismo de libertagdo controlado para proporcionar um tratamento eficaz

(Llinas e Sanchez-Garcia 2014).

Embora grande parte destes requisitos tenham sido observados, as interagdes das NPs num
organismo estdo ainda em fase de otimizacdo. A dificuldade de otimizacdo e avaliacdo de
nanoplataformas para aplicagdes clinicas. Ainda assim grandes progressos foram alcancados na
ultima década (Ishii et al. 2015).

Sem duvida, uma questdo fundamental acerca do uso das NPs é a sua toxicidade. Esta
dependera sempre dos substituintes e dos agentes ativos que se encontram ancorados nas NPs.
Por isso, em cada caso, se devera estudar a toxicidade das NPs funcionalizadas. Deste modo, os
materiais utlizados nestes sistemas de libertagdo de farmacos devem ser submetidos a uma
rigorosa avaliagdo pré-clinica para assegurar o seu bom desenvolvimento. Os farmacos
convencionais apresentam efeitos adversos e estes sistemas de entrega também ndo sdo excecao.
Sao efetuados testes de citoxicidade in vitro para assim se obter uma primeira indicagdo do risco
de utilizagdo de um determinado material para uma aplicacdo em particular. Deste modo, para
cada nanossistema ¢ essencial assegurar muitos testes e ensaios. A duragdo e o tempo de ensaios
deve ter em consideragdo a farmacocinética do material que esta a ser usado. E preciso realizar
varios estudos em linhas celulares para compreensdo da toxicidade e dos efeitos secundarios e
assim, responder a questdes relacionadas com a seguranga e componentes do nanossistema e dos
metabolitos que podem ser produzidos apds a sua degradac¢do no organismo (D Douroumis et al.

2013; Ran et al. 2013).
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Outro aspeto critico ¢ a tendéncia das NPs formarem agregados. Qualquer agregagdo que ocorra
na corrente sanguinea pode obstruir os capilares. Os principais 6rgdos onde as NPs se
acumulam, em maior quantidade geralmente sdo no figado e no bago. Acredita-se que uma
grande quantidade de NPs seja eliminada através da urina, ou seja, foram observadas NPs
intactas na urina pelo processo de excrecdo. As NPs que sdo administradas mediante uma
inje¢do por via intravenosa, o tempo de circulacdo no sangue e a sua biodistribuigdo depende
principalmente do didmetro efetivo das NP e das suas propriedades de superficie. Sabe-se que as
NPs de um grande tamanho, superiores a 100 nm de didmetro ou NPs agregadas sdo
rapidamente absorvidas pelo sistema reticulo-endotelial (RES). Por tanto, ¢ importante controlar
o tamanho e modificar adequadamente a superficies das nanoparticulas para superar com éxito

os ensaios clinicos in vivo e in vitro (Llinas e Sdnchez-Garcia 2014).
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Capitulo
MATERIAIS E METODOS



Nanoparticulas hibridas para sistemas de drug delivery inteligentes | 26



Nanoparticulas hibridas para sistemas de drug delivery inteligentes | 27

2. Metodologia

2.1. Reagentes

Neste projeto foram utilizados os seguintes reagentes: Hidroxido de sdédio (NaOH); trihidrato de
acido tetracloroaurico (HAuCl4.3H,0), citrato de sédio (C¢HsO;Na;2H,0); sulfonato de
poliestireno de sodio (PSS); poli (cloridrato de alilamina) (PAH), cloreto de s6dio (NaCl),
etanol, tetraetilortossilicato (TEOS), brometo hexadeciltrimetilaménio (CTAB), e acetato de
etilo, sendo todos adquiridos na Sigma-Aldrich e usados sem purificagdo adicional. Poliestireno
AJ50-Clean (dispersdo purificada com um tamanho médio de 500 nm) foi fornecido pela

Polimeros Ikerlat. Agua MilliQ utilizada (18,2 milliohms / cm).

2.2. Sintese das nanoparticulas

2.2.1. Sintese de nanoparticulas mesoporosas de silica

A sintese de MSNs foi realizada de acordo com o método de Stober. Preparou-se uma solucao
com 50 mL de 4gua MilliQ onde se adicionou 0,1 g de CTAB e seguidamente 350 uL. de NaOH
(2M). Tudo isto a uma temperatura de 30°C. De seguida, ajustou-se a temperatura a 70°C e
quando esta se estabilizou adicionaram-se 500 pL de TEOS e 500 pL de acetato de etilo. A
reacdo foi realizada sob agitagdo vigorosa a temperatura de 70 °C durante 2 h. A dispersao
obtida foi lavada e centrifugada a 8000rpm durante 20 min. Subsequentemente substituiu-se a
agua por etanol, e centrifugou-se com a mesma velocidade e tempo 5x, retirando o sobrenadante
e substituindo de novo com etanol.

Uma vez que as NPs estdo preparadas, estas foram calcinadas para remover o CTAB. Para isto,
introduziram-se em um forno a 600°C durante 4 horas. Posteriormente se diluiram-se em etanol

e secaram-se numa estufa.

2.2.2. Sintese de nanocapsulas mesoporosas de silica

As nanocapsulas de silica mesoporosa foram preparadas de um modo idéntico as MSNs.
Preparou-se uma solugdo com 25 mL de 4gua MilliQ onde se adicionou 0,1g de CTAB e
seguidamente 350 uL de NaOH (2M). Tudo isto a uma temperatura de 30°C. De seguida,
ajustou-se a temperatura a 70 °C e uma vez estabilizada adicionou-se 3mL de poliestireno (10
mg/mL), 500 uL. de TEOS e 500 pL de acetato de etilo. A reacdo foi realizada sob uma agitacao
vigorosa a temperatura de 70 °C durante 2 h. A dispersdo obtida foi lavada e centrifugada a

2000 rpm durante 20 minutos. Posteriormente substituiu-se a 4gua por etanol e centrifugou-se
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2x a 3500, 2x a 5000 e 1x a 7500 rpm sempre durante o mesmo tempo (20 minutos). Foi
retirado o sobrenadante e substituido de novo o etanol.

Uma vez finalizado o processo sintético as nanocapsulas foram calcinadas para eliminar o
CTAB e o poliestireno. Para isto, foram inseridas em um forno a 600 °C durante 4 horas.

Posteriormente diluiram-se em etanol e secaram-se numa estufa.

2.2.3. Sintese de nanoparticulas de ouro de 15 nm

Para a preparagdo das NPs de ouro aplicou-se o método de Turkevich. Para este efeito,
preparou-se 500 mL de uma solucdo aquosa de HAuCly 0,5 mM em agitacdo magnética em
ebulicdo e 25 mL de citrato de soédio foram adicionados a 1 % (em massa). A redugdo manteve-
se em ebulicdo durante 30 min e em seguida protegeu-se da luz até alcancar a temperatura
ambiente. Nos primeiros instantes apos a adicdo do agente redutor, pode-se observar uma
alteracdo repentina na cor da solu¢do de amarelo (caracteristica do sal do ouro) a incolor,
mudando gradualmente para preto. Em poucos minutos a cor muda para um vermelho vinho
caracteristica do ouro coloidal (esférica). Através deste método de sintese se obtém NPs de ouro

esféricas com um tamanho médio de 15 nm.

2.2.4. Microscopia eletronica de Transmissao (TEM)

A microscopia eletrotonica de transmissdo apresenta-se como uma técnica de particular
importancia na caracterizagdo de materiais devido ao seu alto poder de resolucdo. As
observacdes por TEM permitem obter informacdes sobre a estrutura interna do material a
pequena escala, desde dos microns até alguns angstrons. Nestes microscopios eletronicos um
feixe de eletrdes ¢ transmitido através de uma amostra ultrafina do material interagindo com a
mesma. Desta intercecdo dos eletrdes transmitidos através da amostra, obtém-se uma imagem
com alta resolugdo. Neste estudo foi usado um microscopio eletronico de alto contraste JEOL

JEM-1010 operado a 100 kV.

2.2.5 Armazenamento

Foram realizadas véarias sinteses onde obtiveram-se NPs e nanocdpsulas com diferentes
tamanhos. Assim, foi possivel obter stocks de diferentes tamanhos. Foram produzidos lotes de
nanoparticulas com diametros médios de 43nm, 50nm, 58nm, 81nm e 127nm e de nanocépsulas

com um didmetro médio de 521 nm.
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2.3. Carregamento das nanoparticulas com Doxorrubicina

Para os estudos da libertacio ¢ necessario um marcador. Neste caso foi utilizada a
doxorrubicina por ser simultaneamente um farmaco antitumoral e também por ser uma molécula

fluorescente.

2.3.1 Espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A espectroscopia UV-Vis envolve a absor¢do de luz UV-Vis por parte de uma molécula,
promovendo a passagem do eletrdo do estado fundamental para o estado excitado.

Neste projeto, foi utlizado um espectrofotometro do tipo “diode-array” Hewlett Packard
modelo HP8453 e cuvete de quartzo de 1cm. Este método foi utilizado para a caracterizagdo do
tamanho das AuNPs, para a determinacdo da quantidade de DOX absorvida pelas NPs e nos
ensaios de libertacdo de DOX.

Por um lado, a espectroscopia UV-Vis foi utilizada para inferir sobre o diametro das NPs
metalicas, uma vez que, estas apresentam uma banda SPR na regido visivel do espectro a
485nm.

O carregamento e libertacdo da DOX nas NPs foi monitorizado mediante espectroscopia UV-
Vis. A DOX sendo uma molécula fluorescente tem um pico de absor¢cdo maximo de absorvancia
a um comprimento de onda de 485nm. Posteriormente, a libertagdo da DOX foi igualmente
monitorizada por UV-Vis. Brevemente, no caso da monitorizacdo do carregamento e libertacao
com DOX, a absorvancia da solu¢do foi medida no inicio e no final do processo. O diferencial
de concentragdo na solugdo corresponde ao valor de concentragcdo absorvido ou libertado pelas

NPs.

2.3.2 Carregamento das NPs mesoporosas de silica

As MSNs foram preparadas num vial contendo uma solugdo de DOX a 0,02 mg/mL num
volume de 10 mL. Adicionou-se 5 mg de NPs ao vial, e deixou-se em agitagdo magnética
durante um dia. E necessério proteger o vial da luz para assim, evitar a degradagio da molécula

fluorescente.

2.3.3 Carregamento das nanocapsulas mesoporosas de silica

Uma vez que estas NPs possuem um tamanho maior, preparou-se uma solucdo de DOX 0,06
mg/mL num volume de 10 mL. Depois, adicionou-se 5 mg de nanocédpsulas ao vial/ e deixou-se

em agitagdo magnética durante 1 dia. O vial/ foi tapado para evitar o contato com a luz.
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2.3.4 Carregamento das nanoparticulas carregadas em superficie

Os ensaios da libertagdo do farmaco em superficie foram realizados sobre um vidro sobre o qual
foram depositadas as NPs carregadas e posteriormente embebidas numa matriz polimérica. A
concentra¢do de DOX utilizada para estes ensaios foi de 0,02 mg/mL. O carregamento de DOX
faz-se submergindo as NPs/nanocéapsulas durante um dia nesta solucdo. Foi necessario de igual

modo proteger o vidro para evitar o contato com a luz.

2.4. Ensaios de libertagao

Foram realizados ensaios de libertagdo do farmaco com as NPs em solu¢do, numa superficie

(em vidro) e numa célula de difusao.

2.4.1. Preparacao do material para os ensaios de difusio em superficie

Os ensaios de difus@o do firmaco com as NPs adsorvidas numa superficie (vidro) tinham como
objetivo de simular o comportamento num dispositivo de libertacdo interna (por exemplo, na

superficie de um implante).

2.4.1.1. Preparacio do vidro de 50 camadas de nanoparticulas mesoporosas de
silica

Em primeiro lugar foi necessario limpar os vidros com uma solugdo Piranha (H,O,, H,SO,)
durante 30 minutos. Depois lavaram-se com agua destilada e agua MilliQ. Uma vez os vidros
limpos prossegue-se para a disposi¢do das camadas. Para isto preparou-se uma solugdo de PAH
(100 mL solucao NaCl 0,5 M + 200mg PAH) e uma solugdo de 0,5 mg/mL de NPs de silica

mesoporosa.

Depois empregou-se o método layer-by-layer deixando o vidro submergido, em primeiro lugar
em PAH durante 15 min. De seguida lavou-se com agua MilliQ, e secou-se com N,. Depois
realizou-se 0 mesmo procedimento com a solucdo de MSN obtendo-se assim uma bicamada.

Este procedimento foi repetido até a obtengdo das 50 bicamadas de polieletrolito e NPs.
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2.4.1.2. Preparacao material dos ensaios da célula de difusio

A célula de difusdo Vertical Diffusion Cell (Copley Scientific) ¢ um dispositivo que permite que
as NPs estejam dispersas em filme e confinadas a um compartimento separado do meio por uma
membrana permeavel (Figura 11). Os ensaios em célula de difusdo permitiram estudar a
libertacdo da DOX sem que as NPs corram o risco de dispersar para o meio. Adicionalmente, os
ensaios em célula de difusdo, permitem o contato do filme de NPs com o ouro de forma a

avaliar o seu potencial como agente controlador da difusdo do farmaco a partir das NPs.
As NPs carregadas (sec¢do 2.3) foram depositadas gota a gota na membrana da célula de

difusdo com uma pipeta Pasteur.

MSNs

depositadas Vidro

Figura 11: a) Célula de difusdo, b) Esquema da deposi¢do das MSNs na célula de difusdo, ¢) Deposi¢do das MSNs

na membrana

A parte superior da célula possui um compartimento, superiormente limitada por um vidro que
foi revestida por ouro para os ensaios de controle externo da libertagdo do farmaco com um
laser. No caso da célula de difusdo o vidro foi preparado seguindo também o método Layer-by-
Layer. Neste caso utilizaram-se dois polieletrolitos, PAH e o PSS. O procedimento aplicado foi
o seguinte: preparou-se uma camada de PAH imergindo o vidro durante 15 minutos, depois
lavou-se por 5 min em agua MilliQ e posteriormente secou-se o vidro com azoto. Repete-se o
mesmo procedimento com o PSS. Voltou-se a preparar outra camada de PAH e PSS, de modo
que a configuracdo fosse PAH/PSS/PAH/PSS. Uma vez formadas as 4 camadas/filmes, imergiu-
se o vidro numa solucdo de ouro (15nm) durante 30 minutos. Depois lavou-se em agua por 5
minutos e secou-se o vidro com N,. Deste modo formou-se a primeira camada de ouro. Este

procedimento repetiu-se quatro vezes, obtendo-se assim um vidro com 4 camadas de ouro.

2.4.2. Ensaios de libertagiao do farmaco
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2.4.2.1. Estudo da libertacao de doxorrubicina em soluc¢ao

Para o estudo da libertagdo da DOX em MSN e nanocéapsulas levou-se a cabo o seguinte
procedimento. Uma vez que as particulas estavam carregadas (procedimento descrito
anteriormente), centrifugaram-se a 9000 rpm durante 10 min. Retirou-se o sobrenadante e
substituiu-se por um volume equivalente de agua MilliQ. Deste modo, procedeu-se a
substituicdo da dgua, hora a hora, centrifugando a amostra a mesma velocidade e durante o
mesmo periodo de tempo (10 min) retirando o sobrenadante de cada vez. Mediu-se a
absorvancia a um comprimento de onda de 485 nm em todos os sobrenadantes retirados até que

a absorvancia atinja o equilibrio.

2.4.2.2. Estudo da libertacao de doxorrubicina em superficie

Para o estudo da libertagdo de DOX no vidro, realizou-se um procedimento semelhante ao caso
das particulas em solu¢do. Submergiu-se o vidro em dgua MilliQ com um volume conhecido
(20mL) fazendo-se, desta forma, varias amostragens para medi¢do das absorvancias. Tal como

no caso anterior, continuou-se o procedimento até a absorvancia maxima.

2.4.2.3. Estudo da libertacao de doxorrubicina na célula de difusao

Os ensaios em célula de difusdo tinham como objetivo desenvolver um modelo que permitisse
estudar o comportamento da libertagdo do farmaco através da ativagdo das NPs, na presenca do
ouro mediante o controle externo com uma fonte de luz, o laser. Este ensaio, realizou-se em
duas condicdes: 1) apenas com as particulas imobilizadas sobre a membrana no dispositivo e 2)
nas mesmas condi¢des mas com a tampa (vidro) do dispositivo coberto com uma pelicula de
ouro (AuNPs) que ficou em contacto com a camada de particulas imobilizadas sobre a

membrana do dispositivo.

Assim, nas condi¢des controle, utilizou-se uma célula de difusdo com um volume
aproximadamente de 20 mL. Esta célula de difusdo foi concebida de modo a poder-se introduzir
e retirar meio da solugdo utilizando uma seringa. Na parte superior em contato com o0 meio
apresenta uma membrana permeavel, coberta por um vidro onde se encontram as NPs
depositadas. Uma vez que o volume da célula ¢ grande, usou-se 15 mg de NPs carregadas com a
DOX. Para manter o meio homogéneo utilizou-se uma placa de agitacdo magnética. A
libertagdo da DOX foi estudada através das amostras recolhidas ao longo do tempo. Mediu-se a
absorvancia (485nm) das amostras e de seguida introduziram-se de novo na célula.

Nas condigdes que permitiram avaliar e eficacia do controle da libertagdo com o ouro irradiou-

se o vidro revestido (2.4.1.2.) durante um periodo de tempo determinado para se observar as
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alteracdes causadas na libertacdo da DOX. No presente estudo, foram utilizados os seguintes
periodos de tempo: 1,5 h, 1h e 45 min de irradiacdo com laser sobre as AuNPs. A absorvancia

também foi medida ao longo do tempo apds cada irradiacao.
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Capitulo
RESULTADOS E DISCUSSAO
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3. Resultados e Discussao

3.1 Sintese de NPs e nanocapsulas mesoporosas de silica

Como foi explicado anteriormente no método experimental, a sintese de NPs e nanocépsulas de

silica mesoporosa foram preparadas seguindo o método Stober.

Através do uso do uso do microscépio eletronico de transmissdo eletronica (TEM) foi possivel
caracterizar o tamanho e morfologia das particulas. O didmetro promédio das particulas foi
observado a partir das ultrafotografias obtidas (figura 11). Para a obtencdo da referida analise,
uma gota da solu¢do foi diluida e depositada e seca a temperatura ambiente em uma micrograde
portaobjetos de cobre recoberta por uma pelicula delgada de carbono do tipo Formva (400
Mesh). Foram realizadas varias sinteses de MSNs, obtendo-se NPs com tamanhos entre os 25 e
70 nm. Durante o processo sintese alguns dos lotes ndo foram utilizados por ndo apresentarem
uma forma esférica ou poros definidos. Este facto pode ter acontecido por algumas das varidveis
estarem a ser afetadas, como por exemplo a temperatura ¢ o pH. A temperatura deveria

permanecer a 70°CeopHa 11.

Na figura 12 (a,b) podemos observar MSNs, bem como a sua forma esférica e como apresentam

uma estrutura porosa bastante evidente.

a)
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b)

Figura 12: a) Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo de MSNs com uma resolu¢do de 200nm b) Imagem

de TEM de MSN com uma resolugdo de 50nm.
No presente estudo foram realizadas varias sinteses. Durante um processo de sintese obtinha-se
particulas cujos tamanhos eram medidos com auxilio de um software /mage Tools. A figura 12

ilustra a distribui¢do de tamanhos de MSNs que eram obtidas no final do processo de sintese.

No caso particular da amostra da figura 12 o tamanho médio de MSN foi de 39,56 nm com um

desvio médio de + 4,27 nm.
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Figura 13: Histograma exemplificativo da distribui¢do de tamanhos resultantes de um processo de sintese (39,56t
4,27nm).

Em relacdo as MSNs foram realizadas varias sinteses obtendo-se NPs com tamanhos entre os

490 e 520nm.
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Na figura 14a podemos observar que as nanocapsulas de silica mesoporosas apresentam uma
cor mais escura antes da calcinagdo. Este tom ¢ devido ao poliestireno. Quando as nanocépsulas
sdo calcinadas o poliestireno ¢ eliminado, observando-se uma estrutura porosa na superficie,
uma vez que estas nanocapsulas sdo estruturas ocas revestidas com silica como podemos

observar na figura 14b

b)

Figura 14: a) TEM com esferas de poliestireno recobertas com silica (resolu¢do lum) b) Formagdo de capsulas

depois da eliminagdo do PS por calcinag¢ao

Da sintese de nanocapsulas mesoporosas de silica também resultaram vérias amostras com

varios tamanhos médios. Neste caso os tamanhos obtidos variavam entre 420 ¢ 590 nm. A



Nanoparticulas hibridas para sistemas de drug delivery inteligentes | 40

figura 15 ¢ ilustrativa da distribui¢do de tamanhos de nanocapsulas mesoporosas de silica cujo o

valor medio ¢ de 520,16 nm e com um desvio padrao de = 21,06 nm.
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Figura 15: Histograma de distribui¢do de tamanho de nanocdpsulas de silica mesoporosa (520,16 + 21,06nm).

3.2. Estudos de libertacao em solugao
3.2.1. Estudos de libertacio em NPs mesoporosas de silica

Uma vez sintetizadas as NPs levou-se a cabo o encapsulamento do farmaco fluorescente
(doxorrubicina). O tamanho médio das MSNs usadas nesta experiéncia foi de 39,56 = 6nm.
Observa-se que praticamente toda a solu¢do de DOX preparada (0,02mg/mL) ¢ absorvida pelas
NPs (0,018 mg/mL) deixando um pequeno excesso no sobrenadante (0,002 mg/mL). Tendo em
conta que em cada experiencia se usou 5Smg de MSNs, a concentragcdo de farmaco absorvido ¢

de 36 mg farmaco/mg particulas.

Posteriormente, procedeu-se ao estudo de libertacdo nas NPs ja carregadas (procedimento
descrito no ponto 2.4.) em meio aquoso. Esta experiéncia foi realizada em triplicado para
assegurar resultados mais fiaveis. Como podemos observar na figura 16, a tendéncia de
libertagdo, expressa em mg de farmaco libertado/h, ¢ similar nestes 3 ensaios. Observa-se,
assim, o maximo de libertacdo alcancado as 7 horas do estudo, sempre e quando a mostra ndo

esta saturada.
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Figura 16:Comparacgao dos estudos de libertacao DOX em solu¢do com MSN.

Deste modo podemos observar que a libertagdo da DOX ¢ méaxima em aproximadamente 7
horas do inicio da experiéncia, ja que a partir desse tempo comega a estabilizar-se. As curvas de
libertacao das 3 réplicas ndo sdo exatamente iguais. Estas pequenas diferengas podem-se atribuir

a variagdes na situagdo periddica da troca da 4gua o que pode ter levado a perda da DOX.

3.2.2. Estudos de libertacio em nanocapsulas mesoporosas da silica.

Uma vez sintetizadas as nanocapsulas levou-se a cabo o encapsulamento do farmaco. O
tamanho médio das nanocapsulas mesoporosas de silica usadas nesta experiéncia ¢ de 499,54+

21,06 nm.

Neste caso as nanocapsulas apresentam um tamanho cerca de 10 vezes superior as NPs. Por este
motivo, esperar-se-ia que a absorcdo fosse muito maior. Pelo contrario, parece que
aproximadamente metade do farmaco em solugdo (0,06 mg/mL) ¢ absorvido (0,025mg/mL)
pelas nanocapsulas, encontrando-se o restante no sobrenadante (0,035mg/mL). Neste sentido, a
grande quantidade de espago vazio no interior da nanocédpsula faz com que o fdrmaco interaja

principalmente com a membrana de silica de 10 nm.

Nesta experiéncia usou-se 5 mg de nanocapsulas por réplica. A concentracdo de fadrmaco

absorvido ¢ 50 ng/mg de nanocéapsulas. Neste caso ¢ maior que no caso das NPs compactas.

Posteriormente, levou-se a cabo o estudo de libertacdo do farmaco encapsulado nas
nanocapsulas carregadas em meio aquoso. Esta experiéncia realizou-se em triplicado, de forma

a assegurar a fidelidade de resultados. Como mostra a figura 17 a libertagdo, expressa em mg de
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farmaco liberado/h, ¢ semelhante nos 3 ensaios realizados alcangando o méximo de libertagdo as

65 horas.
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Figura 17:Comparacdo dos estudos de liberagdo DOX nas 3 réplicas com nanocdpsulas em solugdo.

Deste modo, observa-se que a libertacdo de DOX se completa em aproximadamente 65 horas, ja
que a partir desse tempo comeca a estabilizar-se e ndo ocorre mais libertacdo. As curvas de

libertacdo das 3 réplicas diferem um pouco. Isto pode dever-se a erros experimentais

mencionados anteriormente.

3.3 Estudo de libertacao de doxorrubicina em vidro

O estudo da libertagdo do farmaco numa superficie sobre um vidro realizou-se com um vidro
que tinha 50 bicamadas de MSN e PAH, descrito nos pontos 2.4.1. O procedimento da medida

de libertag@o realizou-se seguindo o ponto 2.6.2. O tamanho médio das MSNs utlizadas neste

ensaio foide 77,81 £11,1 nm.

Neste caso observa-se que a solu¢do de DOX preparada (0,02 mg/mL) sé € absorvida pelas NPs
0,003 mg/mL ficando praticamente todo farmaco no sobrenadante (0,017 mg/mL). Assim, uma
vez que se prepara o vidro com capas de PAH entre as capas de NPs ndo se pode estimar uma
concentragio de mg farmaco/mg particulas. E também importante notar que é necessario retirar

parte do polieletrolito para permitir a absor¢do do fAdrmaco por parte das NPs.

Na figura 18 podemos observar que pelo menos 50 % do farmaco absorvido (0,05 mg) liberta-se
nas primeiras 2,5 h do ensaio. A libertacdo de farmaco pelas NPs ocorre principalmente das

camadas exteriores. Estas sdo as que primeiro entram em contacto com o meio libertando assim
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o farmaco em primeiro lugar. Outro fator que pode levar a diminuig@o da libertacdo, € o fato das

NPs se despregarem da superficie de vidro, levando a erros de leitura.

[ ]

100 ~ -

60 -

% mg dye liberado

20

0 b T T T 1
0 20 40 60 80

Tempo (h)

Figura 18:Libertagao com o tempo de DOX em vidro.

3.4. Estudo de libertacao de doxorrubicina na célula de difusio

Um dos objetivos iniciais era compreender a acdo do controle da libertagdo do farmaco pela
inducdo de calor do ouro sobre as NPs. Assim, procedeu-se ao desenvolvimento de um modelo
experimental para o efeito. Como modelo experimental foi usada uma célula de difusdo. O
desenho experimental incluiu dois ensaios (2.4.2.3). Num dos ensaios as NPs foram dispostas
em filme sobre uma membrana permeavel. No outro ensaio, as NPs foram cobertas por uma
pelicula de AuNPs. Esta pelicula foi preparada sobre o vidro que serve de tampa a célula de

difusdo.

Na primeira utilizou-se um vidro limpo, enquanto na segunda maneira utilizou-se um vidro
recoberto por AuNPs. Além disso o processo de libertagdo ¢ realizada com a utilizagdo de um
laser para aproveitar as propriedades fototérmicas do ouro e acelerar a libertacio de DOX. O

tamanho médio das MSNs utilizadas nesta experiencia foi 36,97 + 4,7 nm.

Neste caso observou-se que praticamente toda a DOX preparada (0.06mg/mL) foi absorvida
pelas NPs (0,055mg/mL), ficando um pequeno restante no sobrenadante (0,005 mg/mL). Em
cada ensaio utilizaram-se 15 mg MSNs, a concentragdo de farmaco absorvido foi de 36ng

farmaco/ mg particulas.
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No primeiro ensaio pode-se observar na figura 19 que as NPs alcancaram o seu maximo de
libertagdo a partir do 7 dia, a partir do qual a concentra¢do de firmaco na solucdo se mantem

constante.
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Figura 19: Libertagdo de DOX em MSN em uma célula de difusdo

Neste caso, pode-se observar que uma boa parte do conteudo de DOX ¢ libertado. A
quantificagcdo de farmaco absorvido demonstrou que as MSNs absorveram cerca de 0,055 mg de
farmaco/mL de solugdo, tendo sido libertada cerca de 0,04 mg/mL de solugdo, correspondendo

aproximadamente 73% de eficacia de recuperagdo.

A libertagdo de farmaco em célula de difusdo foi também avaliada mediante o controlo com um
laser sobre uma pelicula AuNPs. Este ensaio pretende acelerar a libertagdo de DOX mediante
um processo de inducdo de hipertermia causada pelo aquecimento do ouro irradiado por um
laser. De forma genérica, o ensaio decorreu em condigdoes semelhantes a libertacdo da DOX a
partir das MSNs na célula de difusdo. As alteracdes introduzidas foram o revestimento de 4

peliculas de ouro e a respetiva irradia¢do pelo laser.

Este ensaio inicia-se irradiando com o laser durante 1,5 h, observando-se que a libertacdo ¢
muito maior que no caso anterior (figura 19). Assim na figura 20 podemos observar trés picos
provocados pela irradiacdo com a luz do laser sobre as NPs. Estes picos foram produzidos
mediante uma irradiacdo de 1 hora (segundo pico) e 45 min (terceiro pico). Assim confirma-se

que a radiagdo de luz externa aumenta a libertacao.
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Legenda: Irradiag@o com o laser
Figura 20: Liberta¢ao de DOX na célula de difusdo promovida pelo uso do laser

Apesar de se confirmar o papel indutor térmico das AuNPs na libertacio da DOX das MSN
apos a irradiag@o dessa pelicula de ouro com o laser, claramente nos trés periodos, registou-se
um incidente no registo da medi¢do DOX. Este incidente ocorre apds a primeira irradia¢do, ndo
havendo registos nas primeiras 20 horas. No entanto, apds a 2 e 3* irradiacdo verificou-se um

aumento acentuado na libertagdo.
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Capitulo
CONCLUSAO



Nanoparticulas hibridas para sistemas de drug delivery inteligentes | 48



Nanoparticulas hibridas para sistemas de drug delivery inteligentes | 49

4. Conclusao

A nanotecnologia tem, inevitavelmente, um forte impacto na area da saude. O seu avango, em
conjunto com capacidade de manipular e controlar a matéria a uma menor escala e o
aproveitamento das propriedades novas dos nanomateriais, apresenta uma nova forma de
encarar a doencga. Deste modo, a nanomedicina comeg¢ou a ganhar um espago na sociedade e na
académica e clinica devido ao seu grande espectro de aplicagdes, algumas das quais ja se
encontram no mercado. Na atualidade, a nanotecnologia tem potencial para introduzir melhorias
na detecdo precoce e no diagnéstico, e para o tratamento de diversas patologias cronicas e

agudas, favorecendo a rapidez, a sensibilidade e especificidade de analise.

Uma das aplicagdes mais prometedoras sdo a libertagdo controlada e dirigida de farmacos. Estes
sistemas possuem a capacidade de administrar farmacos durante um periodo prolongado de
tempo a uma taxa de libertacdo controlada, direcionando o fairmaco para o local especifico de
acdo. Esta metodologia de administracdo reduz os possiveis efeitos secundarios toxicos dos
medicamentos convencionais e pode levar ao aumento da eficacia terapéutica. Deste modo o
objetivo deste trabalho consistia em investigar o uso de particulas de tamanho manométrico para

a libertagdo controlada de farmacos.

No percorrer deste projeto foram realizados diversos estudos, que se incidiram
fundamentalmente na libertagdo de um farmaco cuja a molécula fluorescente DOX utilizando

MSNs e AuNPs.

Em primeiro lugar, levou-se a cabo a sintese de NPs e nanocéapsulas de silica. Assim, observou-
se que a temperatura pode ser um fator critico na sintese, afetando a préopria forma da NPs.
Outro dos fatores influentes foi o pH, o qual determina a velocidade da reagdo da hidrélise do

TEOS influenciando por tanto a formagdo das nanoestruturas.

Foi observada diferenga entre a libertacdo do farmaco das MSN e das nanocépsulas.
Inicialmente, devido ao tamanho das nanocapsulas, seria esperado que a encapsulacdo do
farmaco fosse muito maior nas nanocapsulas do que nas MSN, o que ndo aconteceu. Poderemos
especular que ¢ a porosidade, e ndo a dimensdo da nanoestrutura, que poderd influenciar a

capacidade de encapsulagdo gracas a sua elevada superficie especifica existente.
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Depois de se ter definido que as particulas que poderiam ter interesse a nivel de libertacdo
controlada lenta seriam as MSN e ndo as nanocipsulas, procedeu-se aos ensaios de

imobilizagao.

Nos ensaios de libertacdo em solucdo a partir das MSN imobilizadas no vidro, a libertagao foi
menor do que o esperado. Esta observagdo poderd dever-se ao facto de algumas NPs se soltarem
da superficie de vidro, e assim, na altura da leitura ocorrem viéses. Deste modo, observou-se
que seria necessario realizar este estudo num meio controlado para que ndo se soltassem as
MSN. Assim, desenhou-se um modelo experimental, utilizando uma camara de difusdo. Esta ¢
um dispositivo que contém uma membrana permeavel e sobre a qual é possivel depositar as
MSN, de forma a que estas fiquem imobilizadas mas ndo se desprendam para o meio. Com este
procedimento, sdo evitados possiveis viéses de leitura acerca das quantidade de farmaco

libertado.

Depois de se ter verificado que o modelo de difusdo do farmaco pelas NPs dispostas em filme,
estava otimizado, procedeu-se a avaliagdo do efeito de emissdo de calor provocada pela
irradiagdo de laser sobre o ouro. Este ensaio teve como objetivo compreender se o calor
emanado pelo ouro poderia modificar as MSN de forma a alterar na difusdo dos farmacos
veiculados por estas. Assim, no presente estudo, ndo sé foi possivel confirmar que as peliculas
de ouro (filme de AuNPs) colocadas sobre a camada de MSN suspensa em cima da membrana
da célula de difusdo alteraram a difusdo, como esta alteracdo foi no sentido do aumento da
cinética de libertacdo. Estes resultados demonstram a aplicabilidade do fenomeno de SPR das
AuNPs no desenho de novos materiais nanotransportadores inteligentes, no sentido em que

permitem o controle “remoto” da libertagdo de fArmacos.

No futuro, sera necessario ter em conta que a nanotecnologia se encontra em crescente
desenvolvimento e que requer mais investigacdo, ndo s6 a nivel das suas potencialidades de
diagnodstico e de terapéuticas, mas também ao nivel da toxicidade e efeitos secundarios dos
novos nanomateriais no organismo. Ou seja, sera necessario compreender melhor as interagdes e
as reagdes das NPs no organismo. O transporte das NPs ao nivel da circulagcdo e a forma como

sdo excretadas também necessitam maior compreensao e estudo.

Ao nivel de sistemas de libertagdo de farmacos ¢ necessario compreender melhor os processos
de distribuicdo das NPs no organismo bem como os seus efeitos citotoxico colaterais. No
presente estudo ainda ndo foi possivel avaliar a citoxicidade dos biomateriais produzidos.

Assim, serd necessario proceder a ensaios in vitro € in vivo de forma a que, no futuro possamos
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dispor de um arsenal terapéutico com novas ferramentas mais seguras e eficazes no combate de

diversas patologias, quer do ponto de vista do diagnostico, quer do ponto de vista do tratamento.
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