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MAGNETIC NANOCOMPOSITES: POTENTIAL FOR APPLICATIONS IN BIOMEDICINE. The synthesis of magnetic
materials such as nanostructured iron oxide has been intensively researched due to their broad applications in biomedicine. As
these nanoparticles have high specific surface area, they are very reactive and can aggregate easily, and biodegrade when exposed to
biological systems. Mesoporous silica is often employed as support matrix to protect the magnetic functional component, avoiding
undesirable effects. In this context, this review describes various syntheses of silica-coated iron oxide nanoparticles, and their use
in applications such as bioseparation, magnetic resonance imaging, hyperthermia and drug delivery systems showing the growing

interest of these materials in biological area.

Keywords: magnetic nanoparticles; mesoporous silica; bioapplications.

INTRODUCAO

Biomateriais s30 materiais sintéticos ou naturais usados para subs-
tituir partes individuais do organismo ou utilizados em dispositivos
médicos que ficam em contato com sistemas bioldgicos, objetivando
o tratamento ou substituicao de tecidos individuais, 6rgaos inteiros ou
algumas funcdes exercidas por eles.! Outras defini¢des incluem: “uma
substancia sistemadtica- e farmacologicamente inerte projetada para
implantac@o ou incorporag¢do em sistemas vivos”, ou “materiais de
origem sintética ou natural em contacto com tecido, sangue e liquidos
bioldgicos e destinados para uso em aplicacdes protéticas, diagndsti-
cas, terapéuticas e de armazenamento, sem afetar o organismo vivo
e seus componentes”. Podem também ser definidos como “toda a
substancia (a excegdo de firmacos) ou combinacio de substancias,
sintéticas ou naturais, que podem ser usadas por qualquer periodo
de tempo, no conjunto ou como uma parte de um sistema que trate,
aumente, ou substitua tecidos, 6rgaos, ou fungdes do corpo”.?

Varios tipos de materiais tém sido objeto de estudo para aplica-
¢oes bioldgicas, cujo critério de selecdo € baseado principalmente
na aplicacd@o a que se destinam. Estes materiais podem ser formados
por polimeros sintéticos, metais, cerdmicas, macromoléculas naturais
(ex.: biopolimeros) e compdsitos que sdo manufaturados ou proces-
sados para se adequarem a utilizaco em dispositivos médicos que
entram em contato intimo com proteinas, células, tecidos, drgaos e
sistemas organicos.

A combinacdo entre cerimicas e polimeros tem sido muito usa-
da nas ultimas duas décadas para produzir compdsitos de elevado
desempenho. O grande objetivo por trds deste conceito € de se fazer
uso de propriedades inerentes das entidades envolvidas, propriedades
estas que estdo fundamentalmente ligadas a estrutura bdsica destes
materiais (como ligagdes quimicas primdrias e arranjo atdmico).
Dentro deste contexto, os materiais ceramicos, hibridos ceramico-
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polimeros e compdsitos cerdmico-cerdmicos apresentam grande
versatilidade no desenvolvimento de novos materiais com aplicacoes
biotecnoldgicas. Entretanto, uma das mais importantes caracteristicas
destes materiais € a sua aplicagdo em escala nanométrica para curar,
diagnosticar ou prevenir doengas. A nanotecnologia biomédica, que
se baseia na construcio de nanoparticulas puras ou na combinagdo
de materiais inorganicos e organicos, estd assumindo um papel de
grande importancia para aplica¢des em diagndstico, terapéutica,
biologia molecular e bioengenharia.

Um dos materiais em destaque para aplica¢des biomédicas e
que tem sido extensamente estudado € a silica nanoestruturada, cuja
quimica bem estabelecida permite a modificagdo de sua superficie por
vdrios grupos funcionais como amina, tiol, carboxil e metacrilato.?
Este sistema também pode ser modificado com biomoléculas, como
enzimas, proteinas e DNA, para aplica¢des bioldgicas. A superficie
modificada com estas biomoléculas permite o reconhecimento especi-
fico entre as espécies livres e as imobilizadas, podendo proporcionar
informagdes diagndsticas ou servir como um processo de separagio
ou purificagdo.*

Outros materiais que ganham destaque nas aplica¢des bioldgicas
sd0 as nanoparticulas magnéticas. A aplicagdo de diferentes formas
de 6xido de ferro para procedimentos diagndsticos como ressonancia
magnética nuclear (RMN), carreador magnético de drogas e hiper-
termia magnética tem ganhado ampla aceitagdo em varios tipos de
préticas, embora as aplicacdes terapéuticas ainda estejam sob investi-
gacdo. Tais aplicacdes exploram as duas maiores vantagens dos 6xidos
de ferro: sua baixa toxicidade em seres humanos e a possibilidade de
se controlar sua magnetizago.>

Neste trabalho, apresentamos os métodos de preparacdo de
silicas porosas utilizadas na confec¢@o de nanocompdsitos e as prin-
cipais sinteses de nanocompdsitos formados por 6xidos magnéticos
dispersos em matriz de silica, além de suas diversas bioaplicacdes
e efeitos no organismo, evidenciando o crescente interesse do uso
destes materiais na drea bioldgica.
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SILICA POROSA: XEROGEIS E AEROGEIS

O processo sol-gel™!® permite a preparagdo de silica porosa
utilizada como matriz na obtencéo de nanocompdsitos, incluindo os
nanocompositos magnéticos, com vdrias aplicagdes bioldgicas. Os
precursores utilizados no processo sol-gel consistem em alcéxidos
metélicos que apresentam ligacdo do tipo metal-oxigénio-carbono
(M(0OC,0,,,,),)- A hidrélise de uma solugdo contendo um alcéxido de
silicio em um solvente organico, como o dlcool, leva a formacdo de
particulas com fungo silanol, as quais formam um sol. A condensacio
do grupo silanol, Si-OH, produz ligagdes Si-O-Si e subprodutos como
H,O ou ROH, onde R representa um grupo alquil.

Nesta fase do processo também podem ser adicionados compostos
desejados para a obteng@o dos compdsitos magnéticos, geralmente
na forma de nitratos, acetatos, etc. Em seguida ¢ feito o vazamento
em um molde onde ocorre a gelificacdo, que envolve o crescimento e
agrupamento de unidades poliméricas para formar uma rede continua
através do liquido. Quando a rede polimérica cresce, devido as reacdes
de condensag@o, as moléculas se unem para formar macromoléculas
que se estendem por toda a solucéo. Este ponto representa a transi¢ao
sol para gel. Apds a formagao do gel, ocorre um processo de mudancas
conhecido como envelhecimento,”'® onde as reagdes quimicas que
causam a gelificacdo continuam a ocorrer, produzindo resisténcia,
dureza e contracdo na rede de silica. O gel € entdo submetido a se-
cagem, para a remog¢ao do liquido contido em seus poros, formando
o xerogel ou aerogel, dependendo do tipo de secagem utilizada. A
diferenca principal entre um xerogel e um aerogel estd na porosidade
destes materiais, que € determinada pelo método de secagem utilizado.

O xerogel € formado a partir da evaporacao lenta do solvente, a
pressdo e temperatura ambientes, 0 que gera uma maior contragao do
material e diminui¢do do tamanho dos poros. O aerogel é formado a
partir da secagem supercritica, em que o gel imido € colocado em uma
autoclave onde a temperatura e pressdo sao elevadas acima do ponto
critico do solvente, levando a formacdo de materiais extremamente
porosos.”"1* O principio desta técnica é baseado no fato de que,
acima de um ponto critico de um sistema puro, ndo existe nenhuma
descontinuidade entre a fase liquida e a fase gasosa. Assim, problemas
ligados a apari¢do de forgas capilares e interfaciais sdo eliminados,
formando geis secos com grandes porosidades e sem trincas.

A Figura 1 mostra um esquema das diferentes estruturas dos ae-
rogeis e xerogeis. Os aerogeis geralmente possuem grande quantidade
de macroporos (didmetros superiores a 50 nm) e apresentam altas
areas superficiais especificas, enquanto que os xerogeis geralmente
possuem mesoporos (didmetros entre 2 ¢ 50 nm) ou microporos
(diametros menores que 2 nm) com dreas superficiais especificas
menores. '

Figura 1. Esquema representativo das estruturas tipo aerogel (a), xerogel (b);
em (c) e (d) a representacdo de um nanocompasito magnético do tipo aerogel
e xerogel, respectivamente. Adaptada das refs. 7 e 19

Tanto o xerogel quanto o aerogel possuem grande porosidade e
certa quantidade de dgua e radicais organicos. Um tratamento térmico
posterior € usado para eliminar radicais indesejdveis e controlar a
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porosidade, possibilitando o uso do material em temperaturas altas,
sem que ocorram mudancas significativas na sua estrutura.’

SILICA MESOPOROSA ORDENADA

Em 1992, pesquisadores da Mobil Corporation descobriram a
familia M41S de peneiras moleculares mesoporosas silicato/alu-
minossilicato com estruturas de poros uniformes excepcionalmente
largos.?*?! Estes materiais mesoporosos sdo preparados através do
processo sol-gel**** em conjunto com agentes direcionadores res-
ponsdveis pela arquitetura do esqueleto inorgénico. Dependendo
das condicdes de sintese, da fonte de silica ou do tipo de surfactante
usado, vdrios tipos de materiais mesoporosos podem ser sintetiza-
dos, pelo caminho da auto-organizac@o cooperativa, em que a auto-
organizacdo do modelador € seguida da formagdo da rede mineral,
depositada ao redor do substrato auto-organizado. A sintese também
pode acontecer mediante formacao de cristais liquidos do agente
direcionador da estrutura, que serve como molde para o crescimento
da rede inorganica®* (Figura 2).
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Figura 2. Esquema da formagdo da estrutura inorgdnica mesoporosa me-
diada por agente direcionador de estrutura: (A) formagdo de cristal liquido
do surfactante e (B) caminho de auto-organizagdo cooperativa. Adaptada
das refs. 24 e 25

Os agentes direcionadores podem ser surfactantes moleculares,
copolimeros em bloco anfifilicos, dendrimeros ou biomoléculas, que
formam organizacdes micelares e mesofases de cristal liquido. De-
pendendo do agente direcionador da estrutura usado para sintese e das
interacdes entre as espécies inorganicas e a molécula do direcionador
orgénico (femplate), os materiais mesoporosos sdo classificados de
acordo com a Tabela 1.

O principal representante da familia dos surfactantes catidnicos
é o MCM-41, que significa Mobil Composition of Matter N° 41,
que apresenta um arranjo hexagonal altamente ordenado de poros
unidimensionais, com uma distribui¢do de tamanho de poros muito
estreita e com poros variando de 20 a 100 A. 22! O material repre-
sentado pela sigla AMS € um exemplo de silica mesoporosa moldada
por surfactante anidnico.

A silica mesoporosa hexagonal € representada por HMS, e
MSU ¢€ a sigla para Michigan State University Material. Ambos
sdo formados a partir de intera¢des inorganica-organica ndo idnica,
ou seja, sdo utilizados surfactantes neutros como aminas primarias
(HMS)?" e polioxietileno (MSU).? Comparados com 0 MCM-41, os
materiais HMS e MSU apresentam drea superficial e volume de poros
similares, mas com distribui¢@o de tamanho de poros um pouco mais
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Tabela 1. Possiveis caminhos para a sintese de materiais mesoporosos. Adaptada da ref. 26

Template Interacdo Condicdes sintéticas Exemplos
Surfactante idnico Interagdo direta (Ionica) ISt mnnnn Bésico MCM-41, MCM-48, MCM-50, FSM-16
IS rmnnnn Basico-neutro Aluminio, ferro, 6xido de chumbo, AMS
Interacdo via intermedidrio (I6nica) XS ommnn Acido SBA-1, SBA-2, SBA-3,
XS nn Basico Aluminio, 6xido de zinco
Surfactante ndo idnico Naio idnica 1°S% snnnnn Acido HMS
TONC, ppuann Acido MSU, SBA-15
Copolimero (ligante assistido) Ligacio covalente L-Sann Acido Nb-TMS, Ta-TMS
Nanomolde - - CMK-n

I = espécies inorganicas; S = surfactante idnico; N = surfactante ndo iénico; MMM = cadeia organica

ampla. A rede mesoporosa de 6xido de metal de transi¢do, cuja sigla
¢ TMS, forma ligacdes covalentes entre os precursores inorganicos
e a molécula de surfactante orginica, antes da auto-organizagao.

O processamento de cerdmicas com copolimeros € similar ao
de moléculas de surfactante, mas em maior escala de tamanho. Um
exemplo € o uso de copolimeros tribloco anfifilicos usados para
direcionar a organizacdo de espécies de silica, resultando em uma
rede de mesoporos com estrutura hexagonal e tamanho uniforme de
poros de até 300 A. Esses materiais tipo SBA (Santa Barbara Amor-
phous®) sdo sintetizados sob condigdes dcidas e, subsequentemente,
calcinados para formar os mesoporos da estrutura.** Um exemplo
tipico desses materiais ¢ o SBA-15, que possui um arranjo hexago-
nal de mesoporos de aproximadamente 6,0 nm de didmetro, maior
que os poros caracteristicos da estrutura do MCM-41, uma estreita
distribuicao de tamanho de poros, usualmente na faixa de 4,6 a 30
nm e dreas superficiais na faixa de 800 m>g™'.

BIOCERAMICAS MAGNETICAS E APLICACOES
BIOLOGICAS

Diagnéstico e biosseparacio

Em 1973, Robinson e colaboradores®* usaram separagio
magnética pela primeira vez no contexto biotecnolégico. Oxidos
de ferro magnéticos revestidos com silica e, posteriormente, com
celulose foram usados para imobilizar duas enzimas: -quimotripsina
e -galactosina para aplicagdes em biorreatores. Desde entdo, a se-
paracdo magnética se tornou uma ferramenta cada vez mais comum
para separacio de moléculas e células.

Jin et al.* modificaram a superficie de particulas de silica comer-
cial (Aerosil 200 — Degusa-Hiils) com biomoléculas de maleimida,
que sdo muitas vezes empregadas na conjugacgdo de superficies de
biomoléculas que apresentam grupos tidis na superficie. As molé-
culas de DNA foram imobilizadas, envolvendo: a silanizag¢do da
superficie do suporte sélido com APTES (aminopropiltrietoxissi-
lano); a reacdo de ligacdo cruzada de um ligante heterobifuncional
PMPI (isocianato de p-maleimidafenil) com o grupo APTES para
introduzir uma superficie de maleimida e, a rea¢do de grupos tidis
terminais no DNA com a superficie da maleimida. O grupo isocia-
nato do PMPI formou uma ligag@o tipo ureia com os grupos amina
da molécula de APTES. Para ser aplicado em biosseparacdo, este
processo seria mais efetivo se as biomoléculas estivessem ligadas a
um suporte magnético formado por um nticleo magnético recoberto
com uma superficie altamente funcionalizdvel. Neste contexto, a
silica parece promissora por causa de sua estabilidade quimica e
fisica, protegendo as particulas magnéticas em seu interior contra
defesas naturais do corpo ou de outros ambientes, além de possuir
superficie funcionalizavel.

Se a superficie do material magnético for seletiva para uma pro-
teina especifica, a proteina serd capaz de se ligar a essa superficie
e sua separacdo do meio bioldgico podera ser feita pelo uso de um
ima (Figura 3).
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Figura 3. Esquema ilustrando as etapas envolvidas na extragdo de biomolé-
culas de uma amostra usando agentes magnéticos de biosseparacdo (NHAS).
Adaptada da ref. 32

O primeiro trabalho de biosseparagdo em uma superficie de silica
funcionalizada foi realizado por Zhao e colaboradores, em 2003.%
Uma coleta e posterior separa¢do de moléculas de DNA/mRNA em
uma matriz complexa € criticamente importante no diagndstico de
doencgas humanas, estudos de expressao e proliferagdo de genes. Os
autores desenvolveram um novo nanocapturador genomagnético
(GMNC) para coleta, separacio e detec¢do de quantidades trago de
moléculas de DNA/mRNA que se diferenciam por uma tnica base.
As nanoparticulas magnéticas revestidas pela silica foram sintetizadas
pelo método de microemulsdo reversa. A microemulséo foi preparada
usando FeCl, e FeCl, como precursores das nanoparticulas de 6xido
de ferro, tetraetilortossilicato (TEOS) como precursor da camada
de silica e o surfactante Triton X-100. O GMNC ¢€ construido pela
bioconjugacio de moléculas-sonda de DNA na superficie das nano-
particulas magnéticas, através da ligagdo avidina-biotina. O método
apresentou excelente habilidade para diferenciar amostras de DNA
e mRNA pela combinagio da especificidade das moléculas-sonda
e posterior separacdo da molécula de interesse das nanoparticulas
magnéticas.

Posteriormente, Liu ef al.** sintetizaram nanoparticulas de mag-
netita e as recobriram com uma camada de silica, obtendo esferas de
50 a 80 nm. As nanoparticulas de magnetita foram preparadas pelo
método de coprecipita¢cdo com algumas modificagdes: FeCl,.6H,O e
FeCl,.4H,0 foram dissolvidos em dgua deionizada em atmosfera de
N, a 90 °C sob vigorosa agitagdo. Em seguida, NH,.H,O foi adicio-
nado a solugdo. O precipitado de coloragdo preta, caracteristica da
magnetita, foi lavado duas vezes com dgua deionizada por decantaciio
magnética. Silicato de sédio foi dissolvido em dgua e o valor do pH
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foi ajustado para 12-13 pela adicdo de HCI. Essa solugdo juntamente
com as nanoparticulas de magnetita foram sonicadas por 30 min e o
precipitado foi lavado com dgua deionizada vérias vezes por decanta-
¢do magnética. A superficie do compdsito foi funcionalizada com um
agente de acoplamento amino-silano, N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-
trimetoxissilano (AEAPS). O compésito funcionalizado passou por
uma série de experimentos realizados para investigar a imobilizagao
de proteinas nos suportes magnéticos. A albumina bovina (BSA) foi
selecionada como proteina modelo e foi imobilizada covalentemente
nesse suporte. Para isso, BSA foi dissolvido em uma solugdo tampao
com as nanoesferas com superficie ativada. A mistura foi incubada a
30 °C por 4 h. Em seguida, o suporte magnético foi separado por um
magneto de 2000 Oe. A influéncia do pH, da for¢a idnica e concentra-
¢do inicial da proteina na sua imobilizacdo foi estudada. Os resultados
mostraram que os compdsitos modificados com aminossilano podem
ser usados como suporte superparamagnético efetivo e bem disperso
para a biosseparacao, com capacidade de imobilizagdo maxima de 86
mg/g de BSA, apresentando, desta forma, potencial aplicacdo como
suporte imunomagnético para purificacdo de proteinas.

E possivel combinar as vantagens da silica mesoporosa ordenada
e da particula magnética para fabricar um nanocompdsito adsorvente,
com alta drea superficial especifica e boa separabilidade magnética.

Sem et al® fabricaram nanocompdsitos magnéticos a base de
silica mesoporosa e magnetita para aplicacdo em biosseparagao,
avaliando a habilidade destes nanocompdsitos na ligag@o e eluicao de
DNA e na extracdo de RNA de células bacterianas. As nanoparticulas
de magnetita foram sintetizadas pelo método de Sugimoto (sintese de
oxidagdo-precipitagdo), onde uma fonte de Fe** ¢ oxidada de forma
controlada para Fe** até atingir a proporc¢ao molar de 1:2 e posterior
precipitacdo da magnetita. As nanoparticulas obtidas foram usadas
como nticleo para a fabricagdo do nanocompdsito magnético mesopo-
roso. O surfactante brometo de cetiltrimetilamo6nio, CTAB, foi usado
como direcionador (template) e tetraetilortossilicato (TEOS) como
fonte de silica, em uma sintese tipica de obtencdo de silica mesoporosa
ordenada. Tanto a magnetita quanto o nanocompdésito silica-magnetita
demonstraram alta capacidade de ligagdo ao DNA. O nanocompdsito
recobriu quase a totalidade do DNA, enquanto a magnetita recobriu
menos de 10%. Foi possivel ligar e eluir aproximadamente a mesma
quantidade de DNA usando metade da quantidade do compdsito
mesoporoso ordenado, comparado com materiais a base de magne-
tita e silica amorfa cldssica. O mecanismo provavel de ligacdo de
DNA na superficie do nanocompésito ocorre por meio de interacdes
eletrostaticas entre a cadeia de fosfato carregada negativamente do
DNA com a superficie das nanoparticulas carregada positivamente
no pH fisiolégico.

Ja aextragdo de RNA foi compardvel com a obtida com um kit co-
mercial. Além disso, a extracdo com 0 nanocompdsito mesoporoso nao
prejudica a qualidade do RNA, mostrando que este tipo de nanocom-
posito pode ser eficientemente aplicado em biosseparagdo magnética.

Por causa da baixa carga de enzimas que aderem em esferas mag-
néticas convencionais, quando estas sdo utilizadas em imobilizacio
de enzimas, mais atencdio tem sido dada aos suportes magnéticos
mesoporosos. Um suporte de silica mesoporosa com magnetita foi
sintetizada pela deposicdo de magnetita e nanoparticulas de MCM-41
em gotas de poliestireno usando o método layer-by-layer (LBL).*
Este método € baseado na adsor¢do alternada de polieletrdlitos e/
ou espécies inorganicas com cargas opostas em sistemas coloidais
carregados (templates) e posterior remoc¢do do template, levando a
formagdo de semiesferas ocas. A incorporag¢ao de magnetita forneceu
uma propriedade magnética adicional as esferas de silica mesoporosa,
que resultou na perfeita combinagdo das propriedades do material
mesoporoso com propriedades magnéticas para melhorar a imobi-
lizacdo de enzimas.
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Além de diagndstico e preparagdo, o uso desses sistemas mag-
néticos vem se destacando em estudos de liberagdo controlada de
farmacos, que € outro campo de grande interesse na drea bioldgica.

LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

A ideia de liberac¢@o controlada de substancias biologicamente
ativas comecou a ser utilizada na década de 50 com o advento dos ma-
teriais poliméricos. As vantagens potenciais de sistemas de liberagado
controlada incluem: liberagdo localizada de drogas em um comparti-
mento particular do corpo, diminuindo, dessa forma, o nivel sistémico
da droga; manuteng¢do de niveis constantes de droga no organismo,
implicando em uma eficiéncia maior na utilizacio do agente (ou seja,
¢é necessdrio menor teor de droga para produzir o mesmo efeito que
0s sistemas convencionais); preservaciao dos medicamentos que sio
rapidamente destruidos pelo corpo (isso € particularmente importante
para moléculas biologicamente sensiveis, tais como proteinas) e,
menor frequéncia de administracio do agente ativo, aumentando o
conforto do paciente e a eficdcia do tratamento.>”*

Além das matrizes poliméricas, outros sistemas de liberacéo
controlada baseados em diferentes materiais t€ém sido intensamente
estudados nos ultimos anos, tais como biocerdmicas e compdsitos
porosos. Alguns exemplos sao antibidticos, tais como gentamicina,
liberada a partir de cimentos de fosfato de cdlcio® e de compdsito
hidroxiapatita/coldgeno,* norfloxacina e ciprofloxacina, liberados
a partir de compdsito de hidroxiapatita/coldgeno,* e agentes anti-
neopldsicos como cisplatina, liberada a partir de fosfato de calcio.*

Neste contexto, Lien e Wu** sintetizaram nanoparticulas
contendo um polimero termossensitivo enxertado na superficie
de nanoparticulas de SiO,/Fe,O,. As nanoparticulas monodis-
persas de magnetita (Fe,O,) de 6 nm foram sintetizadas através
da decomposicio térmica de uma mistura de acetilacetonato de
ferro (III) e dcido oleico na presenga de solventes de alto ponto
de ebuli¢do. Essas nanoparticulas foram dispersas em cicloexano
e revestidas com SiO, pela técnica de microemulsio reversa, que,
por sua vez, foram revestidas pelo polimero PNIPAM (poli(N-
isopropilacrilamida)). Um nanocompoésito magnético e termos-
sensivel com estrutura core-shell foi produzido, com tamanho
de particula de cerca de 30 nm, sendo que cada nanoparticula
contém somente um ntcleo de Fe,O,. O ponto de transicdo de
fase obtido por calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foi de
34-36 °C, que € préximo da temperatura do corpo. Além disso, as
nanoparticulas mostraram comportamento superparamagnético,
apresentando grande potencial como carreadoras de drogas para
liberacdo controlada (DDS/Drug Delivery System).

De acordo com o trabalho de Chen et al.,”® nanoparticulas de
Fe,0,/Si0, com estrutura core-shell foram preparadas a partir de uma
solugdo de Fe,0, diluido em dgua e isopropanol, e tetraetilortossilicato
coprecipitada com amdnia. As nanoparticulas magnéticas obtidas
foram separadas magneticamente para eliminar nucleos de silica
sem magnetita e, finalmente, foram funcionalizadas com anidrido
glutdrico e ligadas a um agente anticancer, a doxorubincina (DOX),
via ligacdo covalente, mais especificamente, uma ligagdo peptidica
entre o grupo amina da DOX e o grupo carboxilico ancorado a su-
perficie do sistema Fe,0,/SiO,. Isto possibilitou a estabilidade do
sistema carreador, evitando que a droga se soltasse do sistema no
processo de transporte.** Nessas condi¢des, a DOX néo € liberada da
superficie das nanoparticulas sob condigdes intravenosas. A clivagem
da liga¢@o amida ocorre a pH baixo e na presenga de protease. Neste
trabalho, os ensaios de liberag¢do foram feitos em fungdo da variacio
de pH e o perfil de liberagdo da droga mostrou um comportamento
pH-dependente. A estrutura core-shell das nanoparticulas ligadas
a DOX mostrou comportamento superparamagnético, indicando o
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potencial de aplicacdo no tratamento do cancer usando a tecnologia
de liberagdo de fairmacos magneticamente marcados.

A porosidade das matrizes de silica convencionais € altamente
heterogénea, apresentando como grande desvantagem a dificuldade
de garantir distribuicio homogénea da droga através da matriz,
afetando assim a taxa de liberagdo. Portanto, a necessidade de
suprir essa desvantagem tem conduzido a melhoras nesse campo
através da utilizagdo de materiais mesoporosos ordenados, que
possuem porosidade bem definida. Nanocompdsitos formados
por nanoparticulas magnéticas dispersas em silica mesoporosa
ordenada (SMO), especialmente nanocompdésitos de 6xido de ferro
magnético/SMO*# permitem elevada incorporagao de fairmacos/
agentes ativos, bem como a facilidade para marcar seletivamente
um tecido ou 6rgdo desejado no corpo através de um campo mag-
nético externo. Esses nanocompdsitos, que combinam as vantagens
das SMOs e das nanoparticulas magnéticas geram um material
multifuncional com aplica¢do na liberacio controlada de drogas
em sitios especificos.

Souza et al.* sintetizaram nanocompdsitos com nanoparticulas
magnéticas encapsuladas em silica mesoporosa (SBA-15). O nano-
composito foi preparado em duas etapas: a magnetita foi sintetizada
pelo método de oxidagdo-precipitagdo e, em seguida, as nanoparti-
culas magnéticas foram revestidas com silica mesoporosa obtida a
partir de tetraetilortossilicato (TEOS) em meio dcido e um surfactante
ndo idnico copolimero em bloco como agente direcionador da estru-
tura. Souza e colaboradores*’ estudaram a influéncia das particulas
magnéticas na cinética de liberag@o de farmacos-modelo: cisplatina,
carboplatina e atenolol sob condig¢des in vitro. A liberagao foi estudada
na auséncia e na presenga de um campo magnético externo, utilizando
um magneto de NdFeB de 0,25 T. O ensaio de liberacao foi realizado
também usando um campo alternado em baixas frequéncias. Para
isso, foi projetada e construida uma cavidade magnética, composta
de bobina de Helmholtz, que foi conectada a uma fonte de corrente
continua (2) acoplada a um gerador de frequéncia (1) (Figura 4a) e
uma sonda Hall (para medir valor do campo magnético).

O sistema foi construido para gerar um campo magnético
uniforme alternado na regido central, da ordem de 17 mT e baixas
frequéncias. A frequéncia da corrente foi variada, fazendo-se um
monitoramento com um osciloscépio (3). Foram utilizadas frequén-
cias entre 15 e 300 Hz e um campo magnético de 17 mT. O campo
magnético oscilante mostrou uma influéncia significativa na liberagdo
da cisplatina (Figura 4b), devido, provavelmente, a uma possivel
intera¢do do firmaco com as nanoparticulas de magnetita.

Seguindo a tendéncia de se buscar métodos de controle da li-
berag@o, Zhu et al.*® sintetizaram um carreador termorresponsivo
usando-se a silica mesoporosa SBA-15 como matriz suporte para a
sintese in situ de particulas magnéticas e posterior polimerizag¢ao de
um polimero termorresponsivo, o poli(N-isopropilacrilamida) (PNI-
PA), nos poros da silica. A sintese da silica mesoporosa seguiu uma
metodologia bem estabelecida com TEOS como fonte de silica em
meio 4cido e um copolimero em bloco anfifilico P123 (EO,,PO, EO,,)
como agente direcionador de estrutura. FeCl, foi adicionado lentamen-
te a essa solucdo sob agitacio a 45 °C por 20 h. Apés envelhecimento
a 80 °C por 1 dia, a amostra foi lavada com dgua, seca a temperatura
ambiente e passada por tratamentos térmicos. Este sistema apresentou
volume de poros suficiente para encapsular um farmaco modelo, no
caso, o ibuprofeno (IBU). O fadrmaco foi incorporado nos poros desse
material e foi realizado um teste de liberac@o in vitro modulado pela
temperatura. A temperatura de transi¢@o de fases do gel nesse sistema
foi 17 °C e quando a temperatura estava entre 7 e 11 °C, uma massa
de ibuprofeno em torno de 40,5% foi liberada. A medida que a tem-
peratura aumentou, até alcangar 17 °C, o polimero sofreu contragio
aumentando ainda mais a taxa de liberagdo do farmaco.
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Figura 4. (a) Esquema da instrumenta¢do usada para corrente de 2 A; (b)
perfis de liberagdo do sistema nanocompdsito/cisplatina sem campo, com
campo fixo e com campo oscilante

Ruiz-Herndndez e colaboradores*-* sintetizaram microesferas
mesoporosas com nanoparticulas magnéticas, através do método
de auto-organiza¢do induzida por evaporacao (EISA — Evaporation
Induced Self-assembly), com o objetivo de marcacdo magnética
da matriz em um sitio especifico para liberagdo de drogas in
situ. Cloretos de Fe?* e Fe** foram precipitados com hidréxido de
amonio, dando origem a particulas de magnetita nanométrica, que
foram dispersas em HNO, e oxidadas a maguemita pela adicdo de
nitrato de ferro, sob aquecimento de 90 °C por 30 min. O material
obtido foi lavado e disperso em dgua, formando um ferrofluido
com particulas de 8 nm, que foi misturado ao surfactante P123
e ao TEOS. Desta solugdo foi obtido um aerogel que gerou as
esferas mesoporosas por pirdlise. Do ponto de vista clinico, as
microesferas de morfologia homogénea apresentaram vantagens
em relacdo a silica mesoporosa convencional, cuja sintese leva a
um material com morfologia irregular. As microesferas poderiam
ser ingeridas e/ou injetadas no paciente. Por outro lado, as proprie-
dades texturais dos materiais mesoporosos ordenados permitiram
elevada incorporacdo da droga e controle da liberagdo. Contudo,
neste trabalho, o tamanho das microesferas sintetizadas foi hete-
rogéneo, com diametro varidvel de 0,3 a 3 wm, evidenciando um
processo de formacdo de esferas sem um bom controle.

Os sistemas magnéticos apresentam, entfio, a vantagem de aliar as
caracteristicas de polimeros termossensiveis com o campo magnético
externo para permitir uma forma adicional de controle da liberagdo de
farmacos. Outra aplicacio bastante promissora para estes materiais
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é como agente de contraste em imagens por ressonancia magnética,
descrito a seguir.

IMAGENS POR RESSONANCIA MAGNETICA (IRM)

As imagens obtidas por ressonancia magnética, IRM, possuem
alta resolugdo espacial entre tecidos com diferentes contrastes. Para
facilitar o processo de disting@o entre os tecidos, foi necessdrio o
desenvolvimento de agentes que aumentassem o contraste entre eles,
facilitando o diagndstico. Alguns agentes de contraste utilizados
comercialmente séo Feridex®, Rosevist®, Sinerem®, Supravist®, que
sdo oxidos de ferro superparamagéticos revestidos com dextran ou
carboxidextran. Estes polimeros sio hidrofilicos e sdo utilizados para
reduzir a biotoxicidade e aumentar a biocompatilidade.”!

Nanoparticulas baseadas em 6xido de ferro tém sido usadas
como agentes de contraste em IMR por causa de suas propriedades
de encurtamento de T, e T,", que s@o o tempo de relaxacao transversal
(spin-spin), referente a componente do vetor magnetizacao, perpen-
dicular ao campo magnético aplicado, e curto tempo de relaxacio
transversal, respectivamente. Em um procedimento para IRM, quando
o ntcleo atdmico absorve energia pelas ondas de radio aplicadas exter-
namente, libera esta energia como um sinal, ao retornar ao seu estado
de menor energia. A taxa com a qual um ntcleo volta ao seu estado
de energia mais baixa é chamada de relaxagdo. As nanoparticulas
distorcem o campo magnético local e alteram T, e T,” dos prétons
da dgua nas moléculas de dgua da vizinhanca. Essa propriedade faz
com que sirvam como um agente de contraste negativo em IRM para
aplicagdes bioldgicas.”> Duas classes de particulas sdo consideradas:

i) particulas volumosas (> 30 nm de volume hidrodindmico — ta-
manho global compreendendo o revestimento organico e moléculas de
dgua), chamadas de particulas de 6xidos de ferro superparamagnéticos
(SPIOs — Superparamagnetic Iron Oxides), usadas para imagens
IRM do figado. Elas apresentam meia-vida curta (T, ), que € o tem-
po caracteristico para a eliminacdo de material estranho no sangue
pelo sistema reticulo endotelial (RES), que existe no figado, baco e
linfonodos. Este tempo ¢ uma das propriedades mais importantes
para aplicacdes de agentes de contraste para IMR;>

ii) particulas menores (<30 nm de didmetro hidrodinamico),
chamadas de ultrapequenas SPIOs (USPIOs), que apresentam longo
T, sendo usadas, por exemplo, para angiografia por ressonancia
magnética (angio-RM) e imagens IRM de macréfagos e linfonodos,
bem como agentes de marcagao celular.*>* As USPIOs tém um menor
contraste negativo que as SPIOs, devido & baixa relaxagdo de T,.!

No caso de 6xidos de ferro revestidos com polimeros organicos,
como mostrado na Tabela 2, T,,, aumenta com o decréscimo do dia-
metro da particula e com revestimento polimérico nio idnico. Agentes
comum longo T, ,, tais como um USPIO, que tém pequeno didmetro
hidrofilico abaixo de 50 nm, podem ser usados como agentes de
contraste para hemorragias e para imageamento de macréfagos, em
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comparagdo com o agente figado-especifico Ferumoxides (Feridex)
com seu curto T,,, com SPIO, que tem tamanho de particula acima
de 50 nm.

Revestimentos com silica ou por glicolacdo com polietileno con-
ferem estabilidade adicional e biocompatibilidade as nanoparticulas
de 6xido de ferro. Além disso, corantes organicos incorporados na
camada de silica permitem a detec¢io das nanoparticulas por fluores-
céncia através de microscopia confocal de varredura a laser (Confocal
Laser Scanning Microscopy - CLSM).>

Recentemente, nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com
silica e PEG, com propriedades magnéticas e fluorescentes, foram
desenvolvidas e aplicadas para marcagéo celular e classificagdo de
células, com vantagem multimodal em IMR e microscopia por fluo-
rescéncia para uso in vivo e ex vivo.>>>’

Lee et al.>' desenvolveram um material consistindo de nanoparti-
culas magnéticas e fluorescentes revestidas com silica onde incorpo-
raram isotiocianato de rodamina B (RITC). As nanoparticulas foram
preparadas por coprecipitagdo de solugdes aquosas de CoCl,-FeCl,
em meio alcalino, e foi empregado um método de revestimento da
silica baseado no uso de polivinilpirrolidona (PVP). O PVP ¢ usado
quando as particulas possuem cargas idnicas na sua superficie para
gerar um revestimento de silica pelo processo sol-gel, com espessura
variando de acordo com a quantidade de tetraetoxissilano (TEOS)
usado. As nanoparticulas magnéticas e fluorescentes revestidas com
silica (denominadas de MFSNs) tiveram sua superficie modificada
com polietilenoglicol (PEG) para torna-las biocompativeis e soldveis
em dgua. As MFSNs apresentaram o mesmo tamanho das SPIOs (70
nm) e apresentaram alto valor de relaxa¢@o, porém, longa meia-vida
(T,,)de ~2,5 h (Tabela 2), similar a das USPIOs, sendo o primeiro
trabalho que mostrou uma longa circulagio de SPIOs com um grande
tamanho hidrofilico e uma longa meia-vida no sangue, caracteristica
de USPIOs. Essa propriedade surge da modificacdo da superficie com
revestimento de silica e PEG, que € conhecido como um inibidor
contra a captacao pelo figado.®

Trabalho semelhante foi realizado por Sung e colaboradores
em 2009% (Tabela 3), que avaliaram a marcagdo de células-tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) com nanoparticulas magnéticas de
ferrita de cobalto bifuncionais para IRM e CLSM, com o objetivo de
monitoramento de transplante das mesmas. Estas nanoparticulas, de
tamanho médio de cerca de 9 nm, foram sintetizadas por coprecipita-
¢do a partir de uma solucdo contendo FeCl,.6H,0 e CoCl,.6H,0, em
uma solu¢do aquecida de NaOH e estabilizadas com PVP. O TEOS
foi polimerizado na superficie das nanoparticulas. RITC foi incor-
porado no sistema e, por ultimo, a superficie da silica foi modificada
com PEG para evitar uma adsor¢@o ndo especifica de proteinas as
nanoparticulas, formando um compésito dual funcionalizado (NPM @
SiO,(RITC)-PEG).

A integracdo da silica mesoporosa com nanocristais superpa-
ramagnéticos monodispersos para formar compdsitos core-shell

Tabela 2. Propriedades primarias de nanoparticulas de oxido de ferro. Adaptada da ref. 54

Nomes Tamanho hidrodindmico (nm) Agente de revestimento T, em humanos (h) T, em ratos (h) Aplicagdes

Feridex® 120-180 Dextran 2 0,1 IMR de figado; marcagdo celular

Resovist® 60 Carboxidextran 2,4-3,6 - IMR de figado; marcagio celular

Sinerem® 15-30 Dextran 24-36 1,4-3 IMR de linfonodos metastaticos; IMR
de macréfagos; agente de contraste para

hemorragias; marcacao celular
Supravist® 21 Carboxidextran 6 - Agente de contraste para hemorragias;
marcagao celular
MEFSN 70 Polietilenoglicol - 2,5 Marcagio celular esperada para IRM de

macrofagos e de tumores (ref. 50)
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Tabela 3. Caracteristicas de NPM @SiO,(RITC)-PEG

Quim. Nova

NPM@SiO,(RITC)-PEG Ref. 51 Ref. 59

Recobrimento PEG PEG

Nicleo Nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe,0,)* Nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe,0,)*
Diametro do niicleo 38 nm 15 nm

Diametro da particula 70 nm 50 nm

Corante fluorescente Rodamina B Rodamina B

Estudo

Imagens por RMN e teste preliminar de fluorescéncia

Imagens por RMN e CLSM

uniformes tem mostrado grande potencial para bioimagem.® Nesse
contexto, Lin et al.®" e Kim et al.®* desenvolveram nanoparticulas
de silica mesoporosa magnética/luminescente por rotas similares.
Foram sintetizadas nanoparticulas monodispersas menores que 100
nm usando nanocristais de Fe,O, como nticleos magnéticos (desig-
nadas como Fe,0,@mSiO,). Em ambos os casos, CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) foi usado como agente modelador da estrutura
inorginica para a formacdo da silica mesoporosa ordenada. Em se-
guida, os nanocompdsitos foram funcionalizados com corantes e/ou
PEG que foram usados primeiro para marcar c€lulas de fibroblatos
NIH 3T3 e células MCF-7 e, segundo, para estudo in vivo de IRM e
imagem fluorescente em camundongos. No primeiro trabalho (Lin ef
al.), foi demonstrado que o nanocompdsito era capaz de internalizar
células NIH 3T3 sem precisar de qualquer outra técnica de reforco.
No segundo trabalho (Kim et al.), as células MCF-7 marcadas com
Fe,0,@mSiO,(corante)-PEG e células MCF-7 controle, sem marca-
¢do, foram injetadas subcutaneamente em cada lado do dorso de um
rato. As células marcadas foram claramente detectadas nas imagens
ponderadas por T,. Ainda nesse trabalho, imagens de fluorescéncia
foram obtidas e, para isso, dois corantes isotiocianato de fluoresceina
(FITC) e isotiocianato de rodamina B (RITC) foram ligados cova-
lentemente na parede da silica (Tabela 4).

Marcacao tumoral
Administracdo intravenosa (IV) é o método mais efetivo para
liberar agentes de contraste para estudar 6rgéos e tecidos, pois todas

as células vitais recebem suprimentos por meio da circula¢do san-

Tabela 4. Caracteristicas de Fe,0,@mSiO,(corante)-PEG

guinea.®® Além disso, permite a liberagio controlada de um farmaco
adequado ao tratamento de 6rgdos doentes em local especifico.

Para marcacdo de tumores com nanoparticulas magnéticas (NPs),
um aspecto importante que tem que ser levado em conta € a limitacio
de tamanho das nanoparticulas para sistemas injetdveis. A maioria dos
sitios € acessivel através da microcirculagao pelos capilares sanguine-
os ou através de poros presentes em vdrias superficies e membranas. A
maioria das aberturas a niveis celulares e subcelulares € de tamanho
nanométrico (Tabela 5); entdo, com o uso de nanoparticulas € possivel
alcangar o nivel subcelular.

Do ponto de vista da condug¢@o de drogas no organismo, nao existe
nenhuma limitagdo pratica quando o didmetro de NPs tipicas tem
uma dimensdo menor do que o didmetro da sec¢@o cruzada do capilar
mais estreito, que € cerca de 2 um. Na realidade, para um transporte
eficiente as nanoparticulas deveriam ser menores que 300 nm.%

Um dos requisitos de qualquer sistema de liberac@o € sua habilida-
de para se movimentar livremente no sistema circulatério e atravessar
vérias barreiras que podem estar no caminho. No corpo humano, a
maioria das passagens s3o 0s vasos sanguineos através dos quais
os materiais sdo transportados no corpo. Mas apenas 0 movimento
nos vasos ndo supre o objetivo da conducdo de drogas. O sistema
de liberagdo necessita alcangar o sitio no nivel desejado. Isso requer
atravessar as paredes dos capilares para alcancar o fluido extracelular
do tecido e entdo atravessar outras células, se elas estdo no caminho, e
alcancar as células-alvo. Essas sdo as maiores barreiras no percurso.®

No caso de tumores, esse transporte € facilitado devido ao ex-
travasamento das NPs no local doente, pois a microvasculatura ¢é
hiperpermedvel e a drenagem linfitica do tumor € limitada. Isso leva

Fe,0,@mSiO, Ref. 62
Recobrimento PEG

Nicleo Nanoparticulas de Fe,O,
Diametro do nicleo 15e22nm
Diametro da particula 53 e 45 nm
Corante fluorescente FITC e RITC

Estudo

Imagens por RMN e imagem fluorescente

Ref. 61
Nanoparticulas de Fe,O,
154 nm
FITC-APTMS"
Imagens por RMN e CLSM

* N-1-(3-trimethoxy-silylpropyl)-N-fluoresceyl thiourea

Tabela 5. Tamanho de poros versus distribui¢ao de particulas nos capilares do sistema vascular humano. Adaptada da ref. 64

Tamanho Sistema/Orgio
a) No sistema circulatério Raio de arteriolas 0,005-0,07 mm Sistema circulatdrio. Particulas fornecidas por administracio
Raio de artérias 0,08-7,5 mm intravenosa. A eliminagao envolve opsonizac¢do e remocao por
Raio de veias 8-100 wm mondcitos no sangue.

b) Permeabilidade Capilares de juncdo estreita <1nm Sistema nervoso central, barreira sangue-cérebro

das nanoparticulas Capilares continuos ~6nm Tecidos tais como musculo, pele e pulmao
Capilares fenestrados ~ 50-60 nm Rins, intestino e algumas glandulas enddcrinas e exdcrinas
Capilares sinusoidais ~100-1000 nm Figado, baco e medula dssea
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auma acumulagao seletiva das NPs no tecido tumoral, num processo
conhecido como marcagio passiva.*

A permeabilidade da parede € um fator critico para liberagdo de
agentes por administragdo intravenosa. Pelo fato da rdpida liberacao
de moléculas ou particulas no sangue para o intersticio dos tecidos
ser baseada na difusdo, o tamanho dos poros que fazem o revesti-
mento do capilar endotelial regula a permeabilidade dos agentes. A
estrutura dos capilares € diferente em diferentes 6rgéos e classificada
em quatro tipos (Figura 5, Tabela 5).® No sistema nervoso central,
por causa do revestimento endotelial ser conectado firmemente por
uma jungdo intima (Barreira Hematoencefalica - BHE), mesmo um
pequeno agente de contraste molecular ndo difunde para o espaco
extravascular (Figura 5a). Esses agentes entdo podem ser chamados
de agentes de marcagio especifica para o sistema nervoso central, pois
nos tecidos patolégicos faltam BHE e o agente de contraste pode ser
acumulado e distinguido dos tecidos normais vizinhos.

(A) Célula endotelial (C) ~50-60nm

Membrana basal

(B) ~6nm D)
=D

Células do parénquima

100-1000nm
—

Figura 5. llustragdo esquemdtica de diferentes classes de capilares sanguine-
os: (a) capilares de jungdo estreita do sistema nervoso central; (b) capilares
continuos incluindo a maioria dos tecidos, tais como, miisculo, pulmdo e
pele; (¢) capilares fenestrados, incluindo rins, intestino e algumas glandulas
enddcrinas e exdcrinas; (d) capilares sinusoidais, incluindo figado, baco e
medula ossea. Adaptada da ref. 63

A maioria dos tecidos, tais como miusculo, pele, pulmao e
tecido conjuntivo apresentam capilares continuos (Figura 5b).
Particulas com um tamanho variando de 5 a 50 nm ndo podem
difundir livremente nesses tecidos e sdo excretadas pelos rins que
tém capilares fenestrados (Figura 5c), por excre¢do urindria. E
claro que os efeitos do tamanho molecular na permeabilidade sdo
complicados por diferencas na carga e configuracdo. Um agente de
contraste neste intervalo pode ser especifico para tecidos hemor-
ragicos e patoldgicos, pois os agentes sdo retidos no sangue por
tempo suficiente para a producido da imagem de uma hemorragia
contrastada e serem liberados passivamente para tecidos patologi-
cos, cujos capilares sdo geralmente mais permedveis. O tamanho
minimo de agentes macromoleculares para um tamanho de poros
de aproximadamente 6 nm € ~20 kDa para particulas de forma
globular e 50 kDa para particulas de forma linear.

Particulas de dezenas de nandmetros podem somente ser remo-
vidas pelo sistema reticulo endotelial, tais como células de Kupffer
no figado e macréfagos no bago, medula éssea e linfonodos, pois
esses capilares sdo sinusoidais e tém centenas de nandmetros de
poros (Figura 5d). Baseada nessa estrutura de capilar, a liberagdo
seletiva para o RES representado pelo figado € alcancada por um
dimensionamento preferencial. A magnetita revestida com dex-
tran, por exemplo, no grupo das SPIOs, tem um tamanho médio
de 80 nm e tem sido clinicamente provado que ela ¢ um agente
de contraste especifico para o figado.®

Os sistemas SPIOs e USPIOs, além de possibilitarem a mar-
cacdo de tecidos alvo que servem como agentes de contraste,
podem ser guiados até um sitio especifico pela aplicagdo de um
campo magnético externo e 14 serem aquecidos pela aplicagdo de
um campo magnético oscilante, num processo conhecido como
hipertermia magnética, discutido a seguir.
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HIPERTERMIA

Hipdcrates (460-370 a.C.) acreditava que qualquer doenga poderia
ser curada pelo aquecimento do corpo do paciente.®® Dentro desta
filosofia, desde 1957 a hipertermia,®””° uma modalidade de tratamento
de cancer com elevacdo de temperatura entre 41 e 45 °C com um
tempo de tratamento de no minimo 30 min, tem ganhado considera-
vel atengdo devido a sua eficdcia clinica, tal como minimizar efeitos
locais clinicos e a possibilidade de destruir seletivamente tumores
malignos localizados ou profundamente enraizados.®”’

As células cancerosas geralmente perecem em torno de 43 °C,
pois sua fonte de oxigénio via vasos sanguineos fica insuficiente nesta
temperatura, enquanto células normais nio sdo danificadas na mesma
temperatura. Além disso, os tumores sdo mais facilmente aquecidos
do que os tecidos normais vizinhos, ji que os vasos sanguineos e
o0 sistema nervoso sao pobremente desenvolvidos no tumor. Desta
forma, a hipertermia ¢ um tratamento de cancer (til com poucos
efeitos locais. Vdrias técnicas para aquecimento dos tumores, tais
como tratamento com dgua quente, radiacio infravermelha, ultrassom
e micro-ondas, tém sido testadas. Entretanto, tumores localizados em
partes profundas do corpo nao sdo efetivamente aquecidos usando-se
essas técnicas.®

Alguns pesquisadores propuseram o conceito de hipertermia
intracelular, utilizando particulas magnéticas de tamanho submi-
crométrico para induzir a hipertermia. Esse conceito € baseado no
fato de que sob um campo magnético alternado (AMF - Alternating
Magnetic Field), particulas magnéticas podem gerar calor.

Existem no minimo trés mecanismos diferentes pelos quais ma-
teriais magnéticos podem gerar calor em um campo oscilante:® (i)
circulagdo de correntes parasitas induzidas no material; (ii) perda de
energia por histerese em materiais de multidominio e, (iii) perda de
energia por relaxagdo em materiais magnéticos superparamagnéticos
de monodominio.

Os mecanismos (i) e (ii) contribuem muito pouco para o aqueci-
mento de particulas com regime de monodominio. Entdo, o mecanis-
mo significante que contribui para o aquecimento dessas particulas é
o mecanismo de relaxacdo (iii). A perda de energia por relaxacio em
nanoparticulas magnéticas de monodominio acontece de dois modos:
modo rotacional (de Brown) e modo de Néel. O principio de geracio
de calor devido a cada modo individual € mostrado na Figura 6 (b e c).
No modo de Néel, o momento magnético inicialmente bloqueado ao
longo do eixo de facil magnetizacao do cristal rotaciona em direcio
ao campo externo. O mecanismo de Néel € andlogo a perda de energia
por histerese em particulas magnéticas de multidominio, j4 que existe
uma “fric¢@o interna” devido ao movimento do momento magnético
em um campo magnético externo que resulta na geracdo de calor.
No modo Browniano, a geracio de calor se da através da oscilacio
das particulas como um todo em direcdo ao do campo magnético
externo, sob o efeito de uma forga térmica, contra a viscosidade em
uma suspensdo. Esse mecanismo representa essencialmente o com-
ponente de fric¢do mecénica das nanoparticulas em uma suspensao.

Em 1979, Gordon e colaboradores® propuseram o conceito de
indugdo de hipertermia intracelular usando nanoparticulas de mag-
netita ligadas ao dextran. Administraram nanoparticulas de magnetita
intravenosamente em carcinoma mamadrio de ratos e mostraram que
houve indugdo de calor por AMF em seus experimentos.

Kawashita e colaboradores®® estudaram microesferas de magne-
tita com capacidade de produzir calor, principalmente em tumores
localizados nas partes profundas do corpo. Dois tipos de microesferas
foram sintetizados: de magnetita e de silica/magnetita. No primeiro
caso, as microesferas de magnetita foram obtidas pela fusdo de um
p6 puro de Fe,O, e posterior resfriamento & temperatura ambiente.
Em um processo de indu¢@o de aquecimento por radiofrequéncia a
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Figura 6. (a) Esquema da inducdo de campo para material magnético em
uma bobina de corrente alternada; (b) e (c) perda de energia por relaxagdo,
levando ao aquecimento em um campo magnético oscilante: (b) modo de
Néel; (c) modo de relaxa¢do Browniano. Adaptada da ref. 69

uma poténcia de 19,0 kW e uma frequéncia de 4 MHz, o gds argonio
produziu um plasma de temperatura entre 12.000 a 13.000 °C. O p6
de magnetita foi transportado por um fluxo de argdnio até a chama de
plasma para ser fundido na temperatura do plasma. Posteriormente,
o material fundido foi gotejado em dgua extrapura a temperatura
ambiente, que estava localizada na base de uma camara de 1 m de
altura. No segundo caso, pés de Fe,O, foram adicionados a uma
solucdo aquosa de 4cido fluoridrico e agitados a 30 °C por 24 h. O
excesso de Fe,O, foi filtrado para produzir uma solugdo de HF a 1%
(p/p) contendo Fe,O, a uma concentragio saturada (Fe-HF solugdo).
Microesteras de silica vitrea de 12,4 wm de didmetro foram mergulha-
das na solucdo obtida por vérios periodos até 24 dias para favorecer
a precipitacdo de B-FeOOH na sua superficie . Os produtos obtidos
foram aquecidos a vdrias temperaturas entre 300 e 600 °C por 1 h e,
entdo, resfriados em uma atmosfera de 70% de CO, + 30% de H, para
obten¢@o de magnetita. O didmetro das microesferas de magnetita foi
de 20 a 30 um, com capacidade para geracdo de 10 W/g a 300 Oe e
100 kHz; as microesferas de silica vitrea recobertas com magnetita
apresentaram tamanho médio de 25 wm, enquanto que o tamanho de
cristalitos de magnetita depositados na superficie foi estimado em 50
nm. No ultimo caso, a geracdo de calor foi de 41 W/g nas mesmas
condi¢des, mostrando que o sistema microesfera de silica/magnetita
¢ um sistema promissor para tratamento hipertérmico de cancer.
Existe uma segunda possivel aplicagdo para este sistema, a li-
beracdo controlada de drogas, que pode ser desencadeada por agdo
termomagnética, ajustando-se o campo magnético e a frequéncia.
Com esse pensamento, Hu er al.”" estudaram nanoesferas de silica
magnético-sensiveis para liberar o farmaco ibuprofeno de forma ins-
tantanea e controlada em uma concentragdo terapeuticamente efetiva
por meio de um campo magnético de alta frequéncia (HFMF - High
Frequency Magnetic Field). As nanoesferas foram sintetizadas por
um processo in situ, onde a silica foi preparada pelo método sol-gel,
em meio 4cido. A solugdo precursora das nanoesferas foi misturada
uma solucdo de Fe(NO,),.9H,0 (usado como precursor para a fase
magnética) em diferentes razdes molares de Si:Fe, seguida pela adicdo
de ibuprofeno, obtendo-se, assim, nanoesferas com tamanho de parti-
culas de cerca de 50 nm, ideais para liberar quantidades especificas de
droga em uma maneira “explosiva” via exposi¢do curta a um HFMFE.
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Ao acelerar a rotaciio de nanoparticulas magnéticas depositadas na
matriz de silica gerando energia na forma de calor, o HFMF leva ao
alargamento da nanoestrutura da matriz de silica produzindo canais
porosos que fazem a droga ser facilmente liberada. Dessa forma,
as nanoesferas apresentaram um perfil de liberacdo acentuada de
ibuprofeno nos intervalos de 180 a 190 min de liberagdo, em que o
sistema foi exposto por 10 min em HFMF. Esse perfil foi comparado
com um grupo controle que ndo foi exposto a0 campo magnético.
Foi medido também o perfil de liberacdo cumulativo de ibuprofeno
a partir das nanoesferas na razdo Si:Fe = 1:1 sem estimulo magné-
tico e com estimulo magnético de 50 kHz, aplicado por 4 intervalos
especificos de tempo, mostrando que apds a excitagdo magnética
houve um aumento significativo da quantidade de farmaco liberada
em cada intervalo.

Recentemente, Julian-Lopez et al.”” realizaram um estudo de
sistemas silica mesoporosa/particulas magnéticas em hipertermia
magnética. As nanoparticulas de maguemita, obtidas com um tama-
nho médio de 8 nm, resultaram da oxidacdo da magnetita estequio-
métrica (sintetizada pelo método de coprecipitacdo), através de seu
tratamento com uma soluciio de 4cido percldrico. Estas particulas
foram recobertas com silica mesoporosa pelo método spray-drying,
dando origem a microesferas do tipo SBA-15/maguemita e MCM-
41/maguemita. Além disso, funcionalizaram a superficie destes
materiais para serem usados no transporte de moléculas bioativas
em aplicagdes biomédicas. O efeito do aquecimento deste sistema
ap0s aplicacdo de um campo magnético oscilante de frequéncia 180
kHz e 70 kAm™ (879,65 Oe) foi comparado com o efeito de nano-
particulas de maguemita dispersas em solugdo aquosa, nas mesmas
condigdes. Seu desempenho apresentou menor eficiéncia do que as
nanoparticulas dispersas em dgua, mas ainda assim, o novo sistema
¢ uma fonte efetiva de aquecimento.

Souza e colaboradores™ sintetizaram um nanocompoésito SBA-
15/nanoparticulas de magnetita, impregnando a silica mesoporosa
com uma solugdo contendo Fe;(SO,),. Apds um tratamento térmico
a 550 °C por 2 h em atmosfera ambiente foi obtido um sistema que,
por autorredugdo a 550 °C por 8 h em atmosfera inerte (N,), gerou
o nanocomposito SBA-15/Fe,O,. Foram realizados dois ensaios de
hipertermia magnética, onde o nanocompdsito se mostrou bastante
promissor para o uso nesta aplicagdo (Figura 7).

No primeiro caso (Figura 7a) observa-se uma variagdo de tem-
peratura (AT) de 21 °C para o nanocomposito submetido a 168 Oe e
AT de apenas 3 °C a 105 Oe, mostrando que o aquecimento depende
da intensidade do campo magnético. O segundo caso (Figura 7b)
mostra que o meio de dispersdo das nanoparticulas também influencia
no aquecimento. A amostra sonicada apresentou uma variagdo bem
maior de temperatura (AT = 23 °C) no tempo de 20 min do que a
amostra dispersa em agua pura (AT =5 °C).

METABOLISMO DAS NANOPARTICULAS
Nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas magnéticas (SPIOs)* permanecem em circula-
¢do no sangue por periodos de tempo que dependem do tamanho da
particula e da superficie de revestimento das mesmas. Isso porque
essas particulas sdo capturadas pelo sistema reticulo endotelial - SER
(atualmente conhecido como sistema fagocitico mononuclear), que
consiste principalmente de macréfagos e que estd presente no figado,
bago, linfonodos e medula Gssea.” Os macréfagos s@o vitais para a
coordenagao da resposta imune, eliminacio de patégenos e controle
da homeostase dos tecidos. Os macréfagos também t€m um papel
importante na reciclagem do ferro presente no corpo. Devido ao alto
nivel de expressdo de proteinas especificas em estocar o ferro, os



Vol. 34, No. 10

45 -

N
o
1
Q\

Temperatura, °C
w
(4]
1

w
o
1

105 Oe

25 e —"
./l

«—

20

T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo, min

50

—m— sonicada
—e— nao-sonicada
—A— amostra seca
—v—agua pura

45 -

Temperatura, °C
w B
(3} o
1 1

w
o
1

254

20 T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo, min

Figura 7. (a) Ensaio de hipertermia magnética para dispersdo aquosa do
nanocomposito a 198 kHz e campos magnéticos de 168 e 105 Oe; (b) aque-
cimento induzido por campo magnético do nanocompdsito em diferentes
situagoes a 168 Oe comparado com a dgua pura, usada como controle

macréfagos podem sustentar uma carga de ferro relativamente alta.”

Uma vez injetadas no organismo, as nanoparticulas sdo rapida-
mente capturadas pelos macréfagos circulantes ou residentes e inter-
nalizados em seus lisossomos. No caminho da endocitose celular, as
nanoparticulas passam por um continuo decréscimo do pH, desde o
meio extracelular (pH =7-7,5), passando pelo endossomo intracelular
(pH = 5,5-6), até atingir o microambiente dcido dos lisossomos (pH
=4,5-4,8). A membrana lisossomal permite que enzimas digestivas
trabalhem no pH 4,5 de que necessitam, bombeando prétons do
citosol. As nanoparticulas confinadas nos lisossomos sdo entio
expostas a efeitos combinados de pH 4cido, hidrolases lipossomais
e, eventualmente, quelantes de ferro envolvidos na regulagcdo do
ferro.”Devido ao pH fisiol6gico normal e ao oxigénio encontrado no
plasma, o estado de oxidagdo preferencial do ferro € a forma férrica.
Qualquer fon ferroso presente no plasma serd rapidamente oxidado
pelo oxigénio molecular endégeno, resultando na conversio de fon
ferroso em férrico. Apesar do Fe** ser o estado de oxidagéo fisiolggico
preferencial do ferro, ele € altamente reativo e pode induzir atividade
catalitica, resultando em severos danos celulares. Como resultado,
proteinas e quelantes carreadores de ferro sdo usados para permitir
sua segura transferéncia através das células e para garantir o estoque
intracelular do excesso de ferro. Nos vertebrados, a transferrina €
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a responsdvel pelo transporte seguro do ferro e a ferritina esta en-
volvida no seu estoque. Ambas as proteinas se ligam fortemente ao
ferro, limitando sua reatividade e reduzindo a formagao de produtos
hidroliticos, que podem causar dano celular. Além disso, a ligagdo do
ferro nessas proteinas € reversivel, de modo que ele pode ser obtido
quando necessario em processos metabolicos, sintese de enzimas e
proteinas e/ou produgio de heme.”

Devido a essa condig@o bioldgica peculiar do ferro, nanoparticulas
de 6xido de ferro sdo menos téxicas do que outros nanocristais inor-
ganicos e tém a chance de ser transformadas pela homeostase celular.
Sabe-se que os diferentes macréfagos nao utilizam o mesmo tipo de
reconhecimento de moléculas, por exemplo, macréfagos primdarios
humanos nio apresentaram nenhum efeito imunomodulatério quando
as células foram expostas a nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas
com dextran (30 nm), mas os macréfagos peritoneais apresentaram
secrecdo de citocinas anti-inflamatdrias e reduc¢do na producdo de
citocinas pré-inflamatdrias quando expostos a nanoparticulas também
revestidas com dextran (20 a 60 nm).”

Raynal et al.” reportaram que a absor¢do de SPIOs revestidas com
dextran (100 nm) pelos macréfagos peritoneais de ratos foi mediada
via endocitose dependente de receptores (scavenger receptor-classe
A (SR-A)). Particulas menores revestidas com dextran (20 nm) foram
inicialmente absorvidas por pinocitose. As SPIOs internalizadas via
caminho endocitico foram, entdo, sequestradas nos lisossomos. Essa
absorgdo foi posteriormente influenciada por proteinas presentes no
plasma que envolveram (opsonizagdo) as nanoparticulas de 6xido
de ferro.

Experimentos de biodistribui¢ao demonstraram uma acumulacio
de 55% da dose de SPIOs revestidas com 4cido oleico/surfactante
(tamanho médio de 190 nm), injetadas intravenosamente em figados
de ratos, devido a eliminagdo das SPIOs pelo sistema mononuclear
fagocitdrio. A eliminacio via urina e fezes de aproximadamente 25%
de SPIOs revestidas com dextran (tamanho médio de 80 nm) ocorreu
em 19 dias em ratos, mas em outros modelos de animais, a eliminag¢ao
de sistemas semelhantes ocorreu em 7 semanas.’

Esses estudos mostram a importancia de se usar diferentes sis-
temas celulares para o estudo toxicolégico, uma vez que a absorcéo
celular pode acontecer por diferentes caminhos, dependendo das pro-
priedades das nanoparticulas e do tipo especifico de célula em questao.

Silica porosa

O silicio € abundante nos tecidos conjuntivos, cabelos, peles,
tenddes, musculos e 0ssos, sendo que espécies de silicio livres dis-
solvidas na forma de dcido monossilicico podem difundir através do
tecido celular em torno de um implante, entrar na corrente sanguinea
ou linfa e, entdo, serem excretadas na urina. A silica pode ser biode-
gradada em 4cidos silicicos incluindo 4cidos silicicos monoméricos
e poliméricos. Os dcidos polissilicicos podem causar citotoxidade via
adsorg¢do e ligacdo a enzimas e proteinas, enquanto o monomérico
ndo se liga a proteinas, ndo provocando citotoxidade.**

No caso de uma permanéncia da matriz de silica a longo prazo
in vivo, porgdes insoliveis poderdo se acumular e necessitam ser
removidas cirurgicamente. Desta forma, ¢ essencial a investigagdo
do comportamento de degradacdo destes materiais.®

He et al.® mostraram os estudos de varios pesquisadores sobre
a dissolucdo de matrizes de silica derivadas do processo sol-gel, e
concluiram que essa dissoluc@o se passa em duas etapas: erosdo da
superficie seguida pela lenta degrada¢@o do material. Aparentemente,
as matrizes de silica derivadas do processo sol-gel, silicas mesopo-
rosas ordenadas e vidros mesoporosos bioativos mostram taxas de
degradagio da ordem de dias a meses.?'"** Viitala er al.3* estudaram a
degradacdo da silica cujo tempo variou de 4 dias (para os mondlitos)
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a aproximadamente 80 dias (para as microparticulas). Por outro lado,
He et al.® observaram uma degradag@o in vitro extraordinariamente
rapida (2 h) de silica mesoporosa obtida a partir de tetraetilortos-
silicato, quando imerso em SBF (Fluido Corpéreo Simulado) a
temperatura de 37 °C.

Em estudos in vitro com c€lulas de diferentes tipos, a absorgado
celular das nanoparticulas mesoporosas se mostrou dependente do
tamanho,® de sua carga superficial especifica e do tipo celular.?¢%
Nanoparticulas de silica mesoporosa com um tamanho de 50 nm
acumularam-se na regido perinuclear de células de carcinoma cer-
vical. Kunzmann et al.”® demonstraram que particulas mesoporosas
foram capturadas pelos macréfagos primarios humanos derivados de
mondcitos via processo ativo e a absorc¢ao celular foi independente da
presenca de plasma no meio de cultura, sugerindo que as particulas
ndo opsonizadas estavam sendo reconhecidas pela células. Esses ma-
teriais foram, portanto, considerados néo toxicos para os macréfagos.

He er al.® fizeram um estudo da localizag@o intracelular e da
toxicidade de nano e microparticulas de silica esférica mesoporosa,
avaliando a influéncia do tamanho e concentragdo das matrizes, que
forneceu evidéncias diretas da induco de dano ao lisossomo e morte
celular. Os efeitos dos produtos da biodegradac@o, o surfactante resi-
dual e a remocao do surfactante por extracdo e calcinac¢do na toxici-
dade também foram analisados. As particulas mesoporosas esféricas
foram sintetizadas com trés tamanhos diferentes (190, 420 e 1220 nm
de didmetro) para investigar sua toxicidade em células humanas de
cancer de mama e células de rins de macaco africano. Os produtos
de biodegradacdo das particulas esféricas ndo mostraram nenhuma
toxicidade para as células sob um amplo intervalo de concentra¢des
e todas as amostras investigadas mostraram baixa toxicidade. O
surfactante residual CTAB, vinculado as particulas, apresentou uma
contribui¢do muito menor a toxicidade do que o surfactante livre. A
toxicidade foi correlacionada ao tamanho das particulas: particulas na
nanoescala mostraram significante toxicidade a concentragdes acima
de 25 mg mL"!, enquanto microparticulas mostraram ligeira toxici-
dade sobre o amplo intervalo de concentragdes de 10 a 480 mg mL!.

Em trabalho recente, Hudson et al.8' testaram inje¢Oes subcutine-
as de trés tipos diferentes de silica mesoporosa em ratos, observando
que a quantidade residual dos materiais decresceu progressivamente
apods 3 meses, com boa biocompatibilidade e nenhuma toxidade. Em
contraste, injecdes intraperitoneais e intravenosas em camundongos
levaram a morte ou sofrimento dos animais, necessitando de euta-
nasia. Assim, apesar da reagdo local ter sido benigna, os materiais
causaram severa toxicidade sistémica, pelo menos com a adminis-
tracdo de doses muito elevadas (30 mg por rato). Os estudos in vitro
mostraram graus de toxicidade varidveis para os diferentes tipos de
silica mesoporosa em diferentes linhagens de células. As particulas
sem surfactante foram altamente txicas para todas as trés linhas de
células testadas, presumivelmente devido ao surfactante catidnico
residual presente nos poros, enquanto que o tamanho das particulas,
neste caso, nao apresentou influéncia significativa na toxicidade, cujo
tamanho variou de 150-4000 nm.

COMENTARIOS FINAIS

O encapsulamento de nanoparticulas magnéticas por silica me-
soporosa amorfa ou ordenada melhora sua dispersdo, aumenta sua
estabilidade quimica em meio biolégico e reduz a toxicidade. Além
disso, a silica apresenta grupos silanois em sua superficie que podem
facilmente ser funcionalizados, servindo como matriz suporte para
incorporar diversas moléculas de interesse farmacoldgico para uso
na drea biomédica, em diagndstico e terapia.

Entretanto, apesar das significativas vantagens, ja demonstradas,
das propriedades destes nanocompdsitos, os estudos envolvendo o uso
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destes materiais ainda estdo no inicio, ja que alguns procedimentos de
sintese ainda estdo sendo modificados para aumentar o controle sobre
sua morfologia e estrutura e, desta forma, melhorar seu desempenho
em utilizacdes comerciais.

Estudos toxicolégicos também estdo sendo realizados, embora os
resultados ainda parecam conflitantes devido aos tipos de metodolo-
gias utilizadas. E muito importante estudar principalmente os efeitos
de nanoparticulas no organismo, magnéticas ou ndo, que so materiais
muito reativos, e o efeito da degradacéo da silica no organismo.
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