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SILICA NANOPARTICLES (SiO,NP) USED FOR THE TREATMENT OF DISORDERS ASSOCIATED WITH THE CENTRAL
NERVOUS SYSTEM (CNS). In the last decade, nanomedicine has investigated the potential use of silica nanoparticles for drug delivery
due to the favorable physicochemical properties of these systems as carriers. Specifically, a few studies have focused on applying
silica-based nanosystems to deliver drugs into the central nervous system to treat neurological disorders. The present review aimed to
evaluate the properties of silica nanoparticles, such as size, zeta potential, surface area, entrapment efficiency, drug loading, and release
profile, exclusively applied for the treatment of central nervous system disorders as well as to describe the correlation between biological
outcomes and physicochemical properties. Furthermore, the main processes related to the development of silica nanoparticles, such as
preparation and characterization methods, were covered in this review to aid the systematic development of silica-based nanoparticles.
In the articles reviewed, silica nanocarriers used in neurological disorders did not exhibit physicochemical similarities. Thus, attempts
to prospect relations between physicochemical properties and biological effects are still inefficient when silica nanoparticles are used as
drug delivery systems in neurological disorders. Therefore, each silica-based nanocarrier must be fully physicochemical and biologically

characterized to comprehend how the structural features of silica nanoparticles affect biological systems.
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INTRODUCAO

A nanociéncia e a nanotecnologia, definidas como o estudo
e a aplicagdo tecnolégica de moléculas e estruturas na escala
nanométrica, respectivamente, estdo sendo extensivamente
pesquisadas na drea da nanomedicina —responsdvel pela aplicagdo da
nanotecnologia no diagndstico, tratamento e/ou controle de doencas —
devido a possibilidade de explorar e desenvolver nanoestruturas com
propriedades desejdveis para aplicacGes terapéuticas.! Em virtude
dos avangos na drea, € estimado que o mercado global em produtos
nanotecnoldgicos aplicados a medicina atinja o valor de 350,8
bilhdes de dolares até 2025, gerando um investimento substancial
para pesquisa e desenvolvimento de produtos nanofarmacéuticos.?
Nessa perspectiva, dentre as intimeras aplicagdes promissoras da
nanomedicina estd o tratamento de distirbios associados ao sistema
nervoso central (SNC).

O SNC € composto por duas estruturas basicas: o encéfalo
(cérebro, cerebelo e tronco encefdlico) e a medula espinhal, sendo
responsdvel por integrar as informagdes sensoriais e controlar as
fungdes motoras e cognitivas.> O cérebro € o 6rgdo central desse
sistema e € encarregado pela homeostasia das func¢des cognitivas
como raciocinio, consciéncia, memdoria, comportamento, etc. Além
disso, processa as informagdes sensoriais, como os cinco sentidos, e
comanda os processos involuntdrios (respiracdo, batimento cardiaco,
etc) e voluntarios (falar, andar, etc). Contudo, diversos fatores como
envelhecimento, estilo/condi¢des de vida, doengas cronicas, entre
outros, podem comprometer o funcionamento normal do cérebro, e
suas fungdes, consequentemente, causando distirbios neuroldgicos
(DN).*¢

*e-mail: tanira@ufcspa.edu.br

Os DN sdo doencas que acometem o sistema nervoso, gerando
algum tipo de disfungdo cerebral, quase sempre, e abrangem uma
série de doengas distintas como: doenca de Alzheimer e outras
deméncias, doengas cerebrovasculares, incluindo acidente vascular
cerebral, doenca de Parkinson, neuroinfeccdes, tumores cerebrais,
dentre outras.®

Nos ultimos 25 anos, o nimero de mortes causadas por esses
disturbios aumentou cerca de 39%, representando a segunda maior
causa de morte por doenga.®” Além disso, a prevaléncia das doencas de
Parkinson e Alzheimer e dos tumores cerebrais aumentou em 145%,
117% e 97%, respectivamente, no mesmo periodo. Também, os DN
sdo classificados como a principal causa de anos de vida ajustados
por incapacidade (disability adjusted life year, DALY), representando
12% de todas as doencas.’

As intervengdes farmacoldgicas existentes para o tratamento dos
DN sdo essenciais, porém limitadas a alguns medicamentos, que
podem ter seu efeito terapéutico reduzido devido a heterogeneidade
associada aos distirbios e as complicacdes decorrentes — como
tolerincia e resisténcia ao tratamento farmacoldgico.’’ Ainda, o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento dos DN sofre
com alguns obstaculos como: i) barreira hemato encefélica (BHE),
que impede a passagem de moléculas para o cérebro;' ii) elevada
lipofilicidade e toxicidade de moléculas bioativas testadas contra
os DN;!2 ¢ iii) falta de novos alvos teraputicos para intervengao
farmacoldgica, principalmente em doencas neurodegenerativas.'

Os sistemas de administra¢do controlada de farmacos (drug
delivery systems, DDS) representam um conjunto de estratégias
factiveis utilizadas para atingir niveis terapéuticos efetivos de
uma substancia bioativa no local de agdo. Esses sistemas podem
ser utilizados para melhorar as caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas dos farmacos utilizados atualmente, além de
auxiliar novas moléculas bioativas a superarem as barreiras biologicas


https://orcid.org/0000-0001-7178-6686

Vol. 46, No. 4

e eventuais problemas causados pela natureza quimica dos principios
ativos.'*1

Nos ultimos anos, os DDS nanoestruturados, destacando-se as
nanoparticulas (NPs), tém recebido a atencdo dos pesquisadores
por aprimorarem a entrega controlada e o sucesso dos tratamentos
farmacoldgicos. As NPs passiveis de modulagdo, ou seja, que
podem ser vetorizadas ativamente e/ou tornadas responsivas a
gatilhos bioquimicos, sdo de especial interesse dessas pesquisas,
por apresentarem propriedades idealizadas para os DDS, tais como:
a entrega direcionada do farmaco no sitio de a¢do e o controle
da liberagdo do farmaco em doses terapéuticas durante periodos
planejados.'®!7 Nesse contexto, as nanoparticulas de silica (NPSiO,)
sdo promissores DDS, ja que apresentam uma série de vantagens
sintéticas e propriedades estruturais e bioldgicas favordveis para
aplicagdo na nanomedicina.'®

Sinteticamente, as NPSiO, podem ser produzidas por diferentes
metodologias como, por exemplo, o método de Stober, no qual
variacdes metodoldgicas permitem sintetizar um amplo espectro
de NPSiO, com caracteristicas estruturais distintas."” Além disso,
novas metodologias verdes estdo sendo estudadas para sintese da
nanossilica, tornando-as mais sustentdveis.?**' Ainda, algumas
metodologias sintéticas sdo escalondveis, permitindo a producio de
grandes quantidades do nanomaterial, demonstrando a viabilidade
comercial desses produtos.?>?

Estruturalmente, as NPSiO, possuem elevada drea superficial e
sdo resistentes a tensdes fisicas e quimicas, incluindo variagdes de
pH e estresse mecanico e térmico. Também, podem ser facilmente
funcionalizadas, devido a presenca das hidroxilas expostas na
superficie da nanoparticula.** A funcionalizagdo, ou modificacdo
da superficie, permite adicionar as NPSiO, grupos direcionadores
que podem aumentar a retencdo das particulas no local de agdo do
farmaco e/ou estruturas responsivas a gatilhos bioquimicos para
entrega sob demanda.>?® Além disso, algumas funcionaliza¢des
impedem a adsorcdo inespecifica de proteinas, fendmeno conhecido
como opsonizagdo ou proteina corona, que pode causar a inativacao
dos DDS nanoestruturados in vivo.?’*

Biologicamente, as NPSiO, sdo biocompativeis e biodegradaveis,
além da silica ser classificada como Generally Recognized As Safe
(GRAS) pelo Food and Drug Administration (FDA). O status GRAS
torna a aplica¢do das NPSiO, como sistemas de entrega controlada
de farmaco mais atrativa para a industria, pois pode significar uma
redugdo substancial no tempo e custo dos trimites regulatdrios para
um novo medicamento.>**

Considerando a aplicagdo das NPSiO, na nanomedicina como
DDS para o SNC, pensar nas vias de administracio para aplicacio
de NPs pode ajudar a guiar o planejamento do nanocarreador, em
virtude das barreiras bioldgicas que o sistema enfrentard em cada
via. A administragdo intravenosa ¢ a via mais utilizada nos testes
in vivo com NPSiO, voltadas para o tratamento dos distirbios do
SNC.** A via oral € relatada para administracdo de NPs, contudo
as barreiras inerentes ao trato gastrointestinal podem comprometer
a absor¢@o das NPSiO, ou dos farmacos associados a essas NPs.?!
Por fim, a via intranasal, apesar de ndo ser totalmente estabelecida
para administragdo de farmacos para o SNC, tem atraido a atencdo
para a administracdo de NPs. A administragdo intranasal € uma via
ndo-invasiva e existem estudos sugerindo o desvio da BHE para NPs
administradas por essa via dita nariz-ao-cérebro.*

Muitos desafios ainda precisam ser superados para a aplicacio
das NPSiO, na nanomedicina para o tratamento dos DN. Sabe-
se que a interagdo das NPs com os sistemas bioldgicos estd
diretamente relacionada as propriedades fisico-quimicas do
nanomaterial. Assim, diversos métodos computacionais estdo sendo
desenvolvidos para estabelecer a relagdo nanoestrutura/atividade
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(quantitative nanostructure/activity relationships, QNAR) e auxiliar
no planejamento racional desses nanocarreadores.** Além disso,
relativamente pouco se sabe sobre o perfil toxicolégico dessas
nanoestruturas, sobretudo no SNC.** O avanco da nanotoxicologia
¢é crucial para estabelecer a relagdo risco/beneficio ou seguranga
associado ao uso das NPSiO,. Por esse motivo, as NPSiO, estdo
entre as prioridades para avaliacio toxicoldgica da Organizacio
para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (Organization for
Economic Cooperation and Development, OECD).*

Contudo, apesar dos desafios associados a aplicagio das NPSiO,
na nanomedicina, um sistema baseado em silica estd atualmente
sendo avaliado em estudos clinicos de Fase 2 (NCT02106598),
demonstrando resultados promissores tanto em relacio ao perfil de
seguranca quanto a aplica¢do.* A primeira NPSiO, em estudo clinico
¢ um sistema ultra-pequeno (< 10 nm) composto por um nicleo
fluorescente (CyS5.5) envolto por um casco de silica funcionalizada
com polietilenoglicol (PEG) e um peptideo ciclico (cCRGDY), sendo
aplicada para o imageamento de melanoma de pescoco e cabeca sob
administragdo intradérmica no ensaio clinico de Fase 2.%7* Também,
recentemente, uma segunda NPSiO, comecou a ser avaliada em
estudos clinicos de Fase 1 (NCT04167969), objetivando a aplicacio
para o imageamento do cincer de prdstata sob administragdo
intravenosa. O sistema avaliado € uma nanoparticula ultra-pequena
com ntcleo fluorescente (Cy5.5) funcionalizada com PEG, ligado
ao inibidor do antigeno de membrana especifico da préstata humana
(human prostate-specific membrane antigen inhibitor, PSMAI),
envolto por *Cu, o qual é quelado pelo 1,4,7-triazaciclononano-
N,N’,N”-triacético (NOTA).*

O crescente nimero de publicagdes tanto de artigos cientificos
como de patentes, e dos testes clinicos que estdo em andamento
utilizando as nanoparticulas de silica, indicam que essas nanoparticulas
podem atuar como drug delivery systems para o sistema nervoso
central. Assim, € importante compreender quais caracteristicas fisico-
quimicas sdo pertinentes no desenvolvimento dos nanocarreadores
baseados em silica relacionando-os diretamente a aplica¢@o, buscando
o planejamento racional desses nanosistemas. Aqui, propomos
apresentar uma perspectiva focada no desenvolvimento e aplicacio
de nanoparticulas de silica para a entrega controlada de fairmacos
para o sistema nervoso central. Através dessa perspectiva, o presente
trabalho objetivou sumarizar os aspectos relacionados a producdo e
caracterizacdo das nanoparticulas de silica; analisar quantitativamente
as principais caracteristicas fisico-quimicas, como, por exemplo,
tamanho e carga superficial, das nanoparticulas de silica que sdo
aplicadas exclusivamente para o tratamento de disttirbios neuroldgicos
e associar essas propriedades com as caracteristicas bioldgicas
observadas nos estudos.

NANOPARTICULAS DE SILICA

As NPSiO, sdo estruturas nanométricas formadas por ligacdes
siloxanos (Si-O-Si), sendo a unidade estrutural basica a silica (Si0,).
Especificamente, o mecanismo de formagdo das NPSiO, envolve
a hidrélise de um precursor de silica (Si(OR),) através da reacdo
de substituicdo nucleofilica de um grupo “OR por uma hidroxila
(‘OH) - (Si(OR);OH). Consecutivamente, ocorre a condensagdo de
um grupo silanol (Si-OH) formando a ligagao siloxano (Si-O-Si),
através da eliminacgio de uma molécula de dlcool ou 4gua — em maior
quantidade, dando origem ao inicio da nanoestrutura.'s!

As reacdes sdo catalisadas por dcido ou base, conforme
apresentado nas Figuras 1 e 2, respectivamente. O tipo de catalisador
empregado € importante porque influencia a taxa de nucleagdo
(formagdo de novos nucleos) e crescimento (aumento do niicleo) da
nanoestrutura de silica, devido ao pH afetar o estado de protonacio
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Figura 1. Mecanismo de reagdo por catdlise dcida para obtengdo de NPSiO, através da reagdo de (1) hidrdlise do precursor de silica (Si(OR),) seguida pela

(2) condensagdo dos grupos silandis (Si-OH) formando a ligagdo siloxano (Si-O-Si)
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Figura 2. Mecanismo de reagdo por catdlise bdsica para obtengdo de NPSiO, através da reagdo de (1) hidrélise do precursor de silica (Si(OR),) seguida pela

(2) condensagdo dos grupos silandis (Si-OH) formando a ligagdo siloxano (Si-O-Si)

das espécies quimicas envolvidas nas reacdes — sendo o ponto de carga
zero (PCZ) da silica igual a 2." Nesse aspecto, o catalisador dcido (H*)
apresenta afinidade pelas espécies com maior densidade eletronica
(Si-OR) e o catalisador bdsico ((OH) pelas espécies quimicas
eletrofilicas (Si-O-Si). Desse modo, a catédlise dcida promove o
crescimento de nanoestruturas com carater filamentoso, devido a
concentracdio de grupamentos organicos na superficie da particula
que estd se formando, enquanto que a catdlise bdsica fornece NPs
com formato esférico, porque ha uma maior densidade de espécies
Si-O-Si préximas do ndcleo recém-formado.'*+

Através do conhecimento do mecanismo de formacdo das
particulas de silica é possivel manipular as condi¢des reacionais
para obter diferentes estruturas. Na drea de drug delivery, as NPSiO,
sdo majoritariamente esféricas, sendo as morfologias mais comuns
a ndo-porosa (silica nanoparticle, SINP), mesoporosa (mesoporous
silica nanoparticle, MSN) e oca mesoporosa (hollow mesoporous
silica nanoparticles, HMSN), bem como sistemas core-shell (CS)
— particulas hibridas com nucleo (core) e superficie (shell) com
composicoes distintas. As morfologias descritas das NPSiO, aplicadas
como DDS estdo representadas na Figura 3.

SiNP MSN HMSN ()

Figura 3. Principais morfologias das NPSiO, empregadas como DDS: ndo-
porosa, mesoporosa, oca mesoporosa e sistemas hibridos, respectivamente

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE SILICA

A sintese de nanomateriais pode ser realizada por duas
estratégias distintas: top-down e bottom-up. O top-down consiste
no processamento de materiais bulk — macroscopicos, até a escala

nanométrica e o bottom-up no uso de precursores moleculares para
a constru¢do do nanomaterial.! Para a sintese de nanoestruturas de
silica existem diversas metodologias baseadas na estratégia bottom-up
—devido ao maior controle de produg@o por esse processo em termos
de homogeneidade das particulas, principalmente. Contudo, apesar
da diversidade de metodologias, o método sol-gel catalisado por
base — ou método de Stdber, € consideravelmente mais aplicado para
obtencdo de NPSiO,, porque pequenas variagdes nos parametros
reacionais desse método permitem obter um amplo espectro de
particulas com caracteristicas estruturais especificas, conforme serd
discutido nos préximos tépicos.**?

METODO SOL-GEL DE STOBER

Em 1968, Stober, Fink e Bohn desenvolveram um método sol-
gel — conhecido como método de Stober, para sintese de particulas
de silica coloidal nanométricas.* O método permite a producado de
diferentes tamanhos de NPs esféricas, bem definidas, monodispersas
e uniformes, apenas ajustando os parametros reacionais como
concentracdo dos reagentes, temperatura, tempo, entre outros.'*+

Como especificado na Figura 4, a metodologia envolve a
mistura de um precursor de silica, tetrametilortosilicato (TMOS)
ou tetraetilortosilicato (TEOS), com um édlcool (MeOH ou EtOH
— solvente), seguida pela adi¢@o posterior de uma solucéio aquosa
de hidréxido de amonio (NH,OH - catalisador).** Conforme o
mecanismo, as rea¢des de hidrélise e condensagdo sdo subsequentes,
ocorrendo todo o processo sintético em um Unico frasco reacional
(one-pot) e em uma tnica etapa (single-step).**

Como citado a priori, pequenas variagdes nos parametros do
procedimento permitem alterar as propriedades das NPSiO,. De modo
geral, um excesso de dgua e/ou do catalisador aumenta a cinética
da reacdo de hidrélise — etapa lenta do processo de formagdo das
NPSiO,, gerando particulas maiores, sendo capaz de afetar o indice
de polidispersdo das NPs, ou seja, a homogeneidade na distribuicao
de tamanho.* Em consoante, como discutido nos mecanismos de
reagdo, o pH influencia significativamente os processos de nucleagio
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Método sol-gel de Stober
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Método sol-gel de Stober modificado
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1) Purificacao

2) Remogédo do CTAB

MSN

Figura 4. Métodos de Stober e de Stober modificado frequentemente empregados para sintese de NPs ndo-porosas (SiNP) e mesoporosas (MSN), respectivamente

e crescimento das particulas, sendo geralmente os valores entre
10 < pH < 12 melhores para obten¢do de particulas esféricas e
uniformes.*“#® Também, a escolha e a concentragdo do precursor
de silica afeta o produto obtido. A utilizagao do TEOS possibilita
controlar com maior precisdo a formacao das particulas, devido a sua
menor reatividade em relagdo ao TMOS.*” Ainda, uma concentracdo
inicial elevada do precursor tende a aumentar o tamanho das particulas
e a distribui¢@o de tamanho — devido a formagdo de vérios nicleos
pela alta concentrag@o do precursor.'>* Por fim, a temperatura altera
a taxa de formag@o de nicleos primdrios e, consequentemente, 0
crescimento das NPSiO,, sendo comum o emprego de temperaturas
na faixa de 25 °C (ou temperatura ambiente) até 80 °C para sintese das
NPSiO,. Temperaturas mais elevadas, em relagio a 25 °C, aumentam
a taxa de nucleagdo, gerando um nimero alto de particulas pequenas
e monodispersas. Ao contrdrio, baixas temperaturas reduzem a taxa
de nucleagdo, sendo capaz de gerar um alto indice de polidispersao
e baixa densidade de NPs.!%4448

METODO SOL-GEL DE STOBER MODIFICADO

O método de Stober modificado refere-se, na maioria das vezes, ao
uso de surfactantes como molde para a sintese de NPSiO, com volume
de poro elevado. Devido a aplicagdo como DDS, o aumento do volume
do poro € relevante porque permite carrear uma quantidade elevada
de moléculas bioativas através da incorporagdo dessas moléculas no
interior dos poros da particula.*

A sintese de nanoparticulas mesoporosas — MSN, ocorre pela
condensagao do precursor de silica ao redor das micelas formadas pelo
surfactante, conforme apresentado na Figura 4. Comumente, a uma
suspensao aquosa contendo micelas de brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) e hidréxido de sédio (NaOH) € adicionado o precursor
de silica (TEOS).*® Apés a sintese, as particulas sdo processadas
para remog¢do do molde/surfactante, que ocorre através do refluxo
das particulas em meio alcodlico acidificado ou por calcinagdo ou
ambos.*

Além dos parametros descritos anteriormente, o método de
Stober modificado possibilita o controle sobre a porosidade da
particula. O controle do tamanho do poro corresponde ao tamanho
da micela formada, ou seja, depende da natureza do surfactante.*®*
Também, uma concentracdo elevada de surfactante, além da
concentragio micelar critica (CMC), aumenta o nimero de micelas
formadas, gerando particulas com maior quantidade de poros e,
consequentemente, maior drea superficial.’® Além disso, o aumento
da temperatura € utilizado para o controle da formagao e do tamanho

das micelas — modificando a taxa de formag¢do e diminuindo o
tamanho das micelas, respectivamente.’’ O didmetro do poro pode
ser alterado através da relacdo surfactante/catalisador, aumentando
com o acréscimo de catalisador através da modula¢@o da intera¢do
surfactante-silica. Nesse caso, o aumento do didmetro causa um
decréscimo no volume total do poro com redugao da drea superficial
da particula.>® Por dltimo, o tempo reacional pode afetar a porosidade
e o tamanho das particulas, elevando o nimero de poros e o tamanho
conforme o aumento do tempo de reacdo, sendo geralmente necessdrio
um tempo superior a 1 h para formag¢ao de NPSiO, bem definidas,
dependendo das outras condigdes reacionais.'***

INCORPORACAO E CARREAMENTO DO PRINCIPIO
ATIVO

Uma das principais vantagens de usar NPSiO, como DDS € a
possibilidade de se obter uma elevada incorporagdo e quantidade
de principio ativo carreado pela nanoparticula. A incorporagdo
do principio ativo — drug entrapment, ¢ medida pela eficiéncia
de incorporacdo (entrapment efficiency, EE), através da relagdo
madssica entre o principio incorporado e o ndo-incorporado durante
o procedimento e fornece uma ideia de rendimento do processo. Em
consoante, o carreamento do principio ativo (drug loading, DL) é
dado pela razdo entre a quantidade de principio ativo incorporado
pela massa total de NPSiO,.** Ambas as relagdes sdo geralmente
reportadas em termos percentuais massicos, %EE e %DL.

Diversas técnicas sio empregadas para a incorporagdo do
principio ativo.>* Notoriamente, a silica possui propriedades
adsorventes excepcionais, sendo uma das técnicas a adsor¢do do
farmaco na supertficie da particula apds a sintese através da adicio
das particulas em uma solucéo contendo a molécula a ser adsorvida.
Outra técnica utilizada € a adicdo do principio ativo durante a sintese
da nanoparticula — one-pot drug loading — o qual € aprisionado nas
redes de silica e adsorvido na superficie da particula.>*

A andlise do EE e DL pode ser realizada por diversas técnicas
instrumentais através de métodos diretos e indiretos. Geralmente, a
andlise do EE para NPSiO, € realizada através do método indireto
utilizando uma metodologia para quantificacdo da molécula livre
restante no meio apds ser realizada a etapa de incorporacdo do
principio ativo e remocao das particulas. Em paralelo, o DL pode
ser estabelecido pela quantificagdo do principio ativo incorporado
em uma massa conhecida do nanomaterial apés sintese das particulas
e incorporacdio do principio ativo. Ou ainda, pode-se estimar o
DL através do ensaio de liberacdo utilizando sacos de didlise ou
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a colocagdo das particulas diretamente no meio de liberagdo e
posterior centrifugacdo das aliquotas coletadas e quantificacdo do
sobrenadante.”>* No ensaio de liberacdo, alguns parimetros como
temperatura e pH s@o extremamente relevantes para simular a
cinética de liberacdo de acordo com as caracteristicas dos caminhos
bioldgicos que idealmente serdo percorridos pela nanoparticula.>® Por
fim, vale ressaltar que o uso de metodologias analiticas adequadas
como cromatografia e espectroscopia, para quantificagdo do principio
ativo com precisdo e exatidao, permitem aferir com maior robustez o
EE e DL, sendo essencial para aplicagdo das NPSiO, como DDS.%

MODIFICACAO DA SUPERFICIE

A modificacdo da superficie é uma estratégia amplamente
empregada devido a possibilidade de funcionalizar a superficie
das nanoestruturas de silica com moléculas capazes de alterar as
propriedades fisico-quimicas e biolégicas das particulas. Nesse
sentido, em sistemas bioldgicos, a modificagdo da matriz pode
elevar a estabilidade coloidal das particulas e evitar a adsorcio
inespecifica de biomoléculas — reduzindo a agregacio das NPSiO, e
a toxicidade associada.”>” Ainda, a modifica¢@o € capaz de afetar a
farmacocinética e a farmacodinamica das NPSiO, — como o tempo
de circulac@o e a biodistribui¢dio e os fendmenos de interagdo
particula-célula, respectivamente.” Além disso, a funcionalizagdo
da supertficie permite modular a cinética de liberagdo do principio
ativo transportado, sendo um fator relevante no processo de
desenvolvimento de um DDS.%®

No caso das nanoestruturas de silica, a presenca das hidroxilas
na matriz permite a modificagdo da superficie de modo simples,
funcionando como um ponto de ancoragem para a conjugacdo de
moléculas. Essa conjugagdo ocorre a partir de diferentes processos,
que dependem da natureza quimica da molécula que serd ancorada,
sendo possivel a funcionalizagio da superficie através da formagao
de ligacdes covalentes ou pela a¢@o de forcas intermoleculares, como
apresentado na Figura 5.4

A formagdo de ligagdo covalente entre uma molécula e a hidroxila
pode acontecer através de dois procedimentos: co-condensagdo e

Co-condensacao: ligacio covalente

Quim. Nova

inser¢do pods-sintese. A co-condensagdo envolve a adi¢do de um
organosilano durante a formagdo da nanoparticula, ocorrendo
a funcionalizac@o inclusive do interior dos poros.” A inser¢do
pos-sintese acontece pela reagdo direta dos organosilanos com
as hidroxilas livres presentes na superficie. Esse procedimento €
realizado ap6s a formagdo das NPs, comumente adicionando-se
as NPSiO, a uma solucdo contendo o organosilano.®® A ligacio
ndo-covalente € aplicada para moléculas de alto peso molecular,
como, por exemplo, polimeros, e € realizada apds a sintese do
carreador através de interacdes intermoleculares entre 0 composto
e a superficie da nanoparticula.* A formacdo da interagdo ocorre
através de varias metodologias, dependendo da natureza quimica do
composto, como, por exemplo, o método da hidratagdo de filme fino
(thin-film hydration) e o da mistura de solucdes (solution blending),
empregados para modificar a superficie das NPSiO, com lipideos e
polimeros, respectivamente.

Além disso, a funcionalizacdo da matriz com organosilanos pode
funcionar como um processo de derivatizag@o para a ancoragem de
outras moléculas que ndo formam ligacdo ou interagem de forma
significativa com os grupos hidroxila da superficie das NPSiO,. O
processo de derivatizag@o geralmente ocorre pela co-condenacio ou
insercdo pos-sintese de um organosilano de cadeia carbonica curta
com um terminal amino (-NH,) ou 4cido carboxilico (-COOH). Além
disso, a co-condensag@o do 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS)
ou 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) € uma estratégia amplamente
utilizada para modular a cinética de liberacéo do principio ativo dos
poros da nanoparticula através da modula¢@o da interag@o entre a
superficie do poro e o farmaco.*>*

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE
NANOPARTICULAS DE SILICA

A caracteriza¢@o € uma etapa substancial no desenvolvimento de
um nanosistema de drug delivery. Diversas técnicas sdo aplicadas para
a compreensdo das caracteristicas estruturais e quimicas — contudo os
aspectos interdisciplinares da nanotecnologia limitam um processo de
caracterizagdo extensivo, bem como a falta de materiais de referéncia

Modificagdo da superficie
do interior dos poros

OCHs
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HsCO—Si
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Figura 5. Modificacdo da superficie de NPSiO, através da formagdo de ligagdo covalente pelos procedimentos de co-condensagdo e insergdo pos-sintese e

através da interagdo intermolecular com a superficie da nanoparticula pela inser¢do pos-sintese
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— como padrdes analiticos, além da complexidade na preparagdo e
interpretagio de dados relacionados a algumas técnicas.®!

Apesar disso, algumas caracteristicas fisico-quimicas como
tamanho, drea e carga superficial, estado de agregacdo e modificacio
da superficie alteram significativamente as interacdes das particulas
de silica com os sistemas bioldgicos, sendo importante a avaliagdo
minuciosa dessas propriedades para associar as caracteristicas
estruturais e quimicas das particulas com o efeito terapéutico.®
A seguir sdo apresentadas as principais técnicas empregadas para
caracterizar as NPSiO, em relag¢@o aos aspectos descritos.

A técnica de espalhamento de luz dindmico (dynamic light
scattering, DLS) € usada para medir o tamanho hidrodinamico e
o indice de polidispersdo (polydispersity index, PDI) das NPs em
suspensdo coloidal. Nesse tipo de sistema as particulas estdo em
constante movimento aleatorio, denominado movimento Browniano,
devido aos efeitos de repulsdo causados pela carga superficial,
principalmente. Genericamente, o DLS mede as flutuagdes na
intensidade da luz espalhada decorrente desse movimento em funcéo
do tempo e as relacionam, utilizando diferentes algoritmos, ao
didmetro hidrodindmico das NPs em suspensdo.®

A andlise do potencial zeta (potencial-C) fornece a carga
superficial das NPs. Essa medida indica a estabilidade do sistema
coloidal, no qual particulas com elevado potencial-{ (> [20] mV)
tendem a se repelir através da repulsdo eletrostatica e manter o estado
de suspensdo, com baixa propensdo a formagio de agregados.®':**

Através da adsorcdo-dessor¢do de nitrogénio (N,) € possivel
analisar a drea superficial e a distribui¢do do tamanho dos poros
através dos métodos Brunauer-Emmett-Teller (BET) e Barrett-Joyner-
Halenda (BJH), respectivamente. Os métodos utilizam equagdes que
permitem calcular os pardmetros citados através da quantidade de
N, adsorvido na superficie das NPs. Também, a curva de adsor¢ao-
dessorc@o obtida pela técnica permite atribuir propriedades como
porosidade e morfologia do poro.% Por fim, a partir dos resultados,
as particulas sdo classificadas de acordo com o tamanho do poro
(p) da seguinte maneira: ndo-porosa: p < 0,1 nm; microporosa:
0,1 <p <2 nm; mesoporosa: 2 < p < 50 nm; e macroporosa: p > 50 nm.

A composicdo quimica da nanoparticula é determinada por
uma técnica qualitativa e outra quantitativa. A espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (Fourier transformed
infrared spectroscopy, FTIR) permite a andlise dos grupos quimicos
que estao presentes na superficie da particula através da irradia¢ao de
ondas eletromagnética na regido do infravermelho (4000-400 cm™),
que causam oscilagdes nas ligacdes entre os dtomos do grupo,
observadas pelo espectro gerado pela técnica.® Por outro lado, a
andlise elementar (CHN) e a termogravimetria (thermogravimetric
analysis, TGA) fornecem informagdes quantitativas sobre a
constitui¢do da matéria em termos de composicdo mdssica. O
principio dessas técnicas consiste na combustdo da amostra para
avaliar a perda de massa causada pela degradagdo da matéria organica
presente.?* O principal foco dessas andlises € avaliar a modificacdo
da matriz, porém € igualmente importante determinar a densidade
de grupos silandis ou hidroxilas na superficie — uma vez que essas
hidroxilas comprometem a biocompatibilidade das NPSiO,.%

A microscopia eletronica de varredura (scanning electron
microscopy, SEM) e a microscopia eletronica de transmissdo
(transmission electron microscopy, TEM) possibilitam o imageamento
das nanoestruturas. Diferente do microscépio Optico que utiliza luz
para obtencdo de imagem, o microscépio eletronico utiliza um feixe
de elétrons de alta energia para a visualizacdo das estruturas. O
SEM obtém imagens 3D através do escaneamento da amostra, sendo
possivel aferir propriedades como tamanho, distribui¢do de tamanho e
estado de agregacdo, principalmente. O TEM obtém as imagens pela
transmissdo do feixe de elétrons através da amostra, gerando imagens
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2D, possibilitando a andlise de pardmetros como tamanho, forma
e estado de agregacdo, bem como a visualizag@o das propriedades
de uma unica nanoparticula, sendo possivel a inspec¢do de HMSN,
sistemas CS ou hibridos e os poros da particula.®!¢%

NANOESTRUTURAS DE SILICA EM DISTURBIOS
NEUROLOGICOS

De acordo com a Tabela 1, diversos sistemas baseados em silica
tém sido explorados como DDS para o tratamento de disttirbios
associados ao SNC.

Em relacio aos DN podem ser destacados os tumores cerebrais,
referidos como glioma, neuroblastoma e glioblastoma. No geral, a
aplicac@o das NPSiO, para o tratamento do cancer € relacionada a
tendéncia de estruturas nanométricas se acumularem no ambiente
tumoral, fendmeno conhecido como efeito aprimorado de
permeabilidade e retengdo (enhanced permeability and retention,
EPR), sendo oportuno a aplicagdo das NPs nesse contexto.?
Majoritariamente, o efeito EPR € consequéncia da prépria condigdo
patolégica que resulta em uma vascularizagio bastante permedvel e
uma filtracdo linftica suprimida, favorecendo a permeacio e retencéio
de nanomateriais no ambiente tumoral, respectivamente. Contudo,
algumas caracteristicas fisico-quimicas das NPs podem favorecer o
efeito EPR.*> Zein e colaboradores®® sugeriram que nanoparticulas
menores que 12 nm possuem um efeito de permeacgdo aprimorado
nos tecidos tumorais. Ja as nanoestruturas maiores que 200 nm
ou menores que 6 nm sdo mais suscetiveis a serem eliminadas da
circulacdo sanguinea pelo figado e rim, principalmente, enquanto que
nanoparticulas com didmetro proximo de 100 nm permanecem em
circulacio por periodos mais longos, aumentando a retengdo tumoral.
Outras caracteristicas como drea superficial e potencial- também
exercem influéncia sobre o fendmeno, sendo essas propriedades
relacionadas a outras questdes como biodistribui¢do e interagdo
particula-célula, as quais serdo discutidas posteriormente. Além dos
DN relacionados ao encéfalo, como os tumores cerebrais e doencas
neurodegenerativas, € interessante ressaltar a aplicagdo das NPSiO,
para o tratamento de dores neuropdticas, conforme reportado por
Dengler e colaboradores,” que utilizaram as NPSiO, objetivando
a entrega de biomoléculas para a medula espinal, sendo pouco
explorado a aplicacdo das NPSiO, nesse contexto.

Diversos principios ativos com caracteristicas quimicas distintas
podem ser carreados pelas NPSiO, como compostos hidrofilicos (p.e.
doxorrubicina’™868891.% ¢ T -dopa’7¢) e lipofilicos (p.e. paclitaxel’**
e nimodipina™), biomoléculas (p.e. IL-13% ¢ BDNF*!), bem como
compostos inorginicos (p.e. triéxido de arsénio™ e cisplatina’).
Estrategicamente, a incorporagao de principios ativos em matrizes de
silica € utilizada para aprimorar a entrega da substancia terap&utica
no local de ag@o, através do carreamento, bem como para modificar a
solubilidade e a taxa de dissoluc¢@o dos componentes incorporados.”
A incorporacdo dos compostos com atividade bioldgica na estrutura
de silica, principalmente nas mesoporosas, promove a alteracdo da
forma cristalina das moléculas, parcialmente soltdvel ou insolivel,
para um estado amorfo solivel, aumentando a taxa de dissolugdo e
a biodisponibilidade, consequentemente.>

Conforme Li e colaboradores,” a utiliza¢do da silica mesoporosa
como carreador da nimodipina, que apresenta baixa solubilidade em
dgua, promoveu alterag@o da estrutura cristalina da molécula para
o estado amorfo, através da formagdo de ligagdes de hidrogénio
entre a superficie da particula e o fairmaco. A taxa de dissolucdo
da molécula foi incrementada em 6,8 vezes em relagdo ao farmaco
livre, bem como a biodisponibilidade, que foi aperfeicoada em 3,8
vezes quando comparada com a administraciio do firmaco sem estar
incorporado nas NPSiO,.
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Tabela 1. Caracterizagdo qualitativa das NPSiO, empregadas como DDS para o SNC

. . Método de . . . . . Via de .
a Z b ~ - . ~
Sistema Classificagao Preparagio* Modificagdo da Superficie Principio Ativo Administragio Aplicacdo Ref.
XL-MSN-IL13 MSN Sol-gel - IL-13 Intranasal Encefalomielite 69
ANG-LP-MSN- n Angiopep-2 e Lipidio . Intravenosa .
PXT MSN Stober (DSPC/DSPE-PEG) Paclitaxel Intracercbral Glioma 70
L-DOPA@MSN HMSN Sol-gel N-decanoil-L-dopa L-dopa - Parkinson 71
MSN Stober s . .
MSN-BBR-L (MCM-41) modificado Lipidio (DPPC/Colesterol) Berberina Intravenosa Alzheimer 72
CP-SiNPs SiNP Sol-gel - Cisplatina - Glioma 73
. Angiopep-2, Lipidio
ANG-LP-PAA- MSN Stober (DSPC/DSPE-PEG-MAL/  Triéxido de arsénio  Intravenosa Glioma 74
MSN@ATO modificado L P
Colesterol) e Poli (acido acrilico)
Fe@MSN-PEG- MSN Sol-gel PEG e CREKA Doxorrubicina Intravenosa Glioma 75
CREKA
SBA-15 MSN (SBA-15) Sol-gel - L-dopa - Parkinson 76
MSNTQ-WA MSN ESZ‘;‘;;‘ZFC?’O Whey protein e Goma ardbica  Timoquinona - Glioma 77
MSN MSN Sol-gel - Timoquinona Intraperitoneal  Estresse oxidativo 78
NMP-C3 MSN (CMS) Sol-gel - Nimodipina Oral Anoxia cerebral 79
Lipidio . . P
ML336 LC-MSN MSN Sol-gel (DSPC/DSPE-PEG/Colesterol) ML336 Intraperitoneal  Encefalite alfavirus 80
NPSNP-NH, NPSNP Sol-gel APTMS BDNF - Neurodegeneracdo 81
MSN Tartarato de
MCM-41L (MCM-41) Sol-gel - h1.drog.en1<? de Intravenosa Alzheimer 82
rivastigmina
LPMSNP MSN - Poli (4cido latico) e LDLR Resveratrol - Estresse oxidativo 83
T-SiNP-3 SiNP Stober - Temoporfin Intravenosa Te.mE"a. 84
fotodindmica
1:3 DZP/CMS MSN (CMS) Sol-gel - Diazepam Oral Inflamag@o e dor 85
1:3 NMS/CMS MSN (CMS) Sol-gel - Nimesulida Oral Inflamag@o e dor 85
SiO,@LDH-Bev- MSN Soft template Camada dupla ‘de hidréxidos e Doxorrubicina Intravejnosa Neuroblastoma 36
Dox Bevacizumab Intraperitoneal
HPSNs-NH, @
Au@captopril @ MSN - APTMS, NPAu e ALC-PEI Captopril - Neurodegeneracao 87
nanogel
II:I/ICS}E-DOX-PDA_ MSN - Polidopamina e Asn-Gly-Arg Doxorrubicina Intravenosa Glioma 88
MSN-BpV MSN Sol-gel APTES Bisperoxovanddio  Injecdo DRG Lesao neuronal 89
Chry-MSNP MSN Sol-gel - Crisina Intranasal? Neuroinflamacao 90
Curc-MSNP MSN Sol-gel - Curcumina Intranasal? Neuroinflamacao 90
DOX@MSN MSN Sol-gel - Doxorrubicina - Glioblastoma 91
PNA-TMZ-MSN MSN Sol-gel Anti-miR221 Temozolomida - Glioma 92
Si-Piracetam SiNP Stober - Piracetam Perfusao cerebral Neurodegeneracio 93
Si-Pentoxifylline SiNP Stober - Pentoxifilina ~ Perfusdo cerebral Neurodegeneragao 93
ggi((j)@PEGylated MSN Sol-gel PEG Quercetina - Neurodegeneracdo 94
2
DOPC:Chol MSN STA-ASA DOPC pDNA-IL-10-GFP Intratecal Dor neuropética® 95
DOX-PTX-NPs-Tf ~ MSN Sol-gel APTES, PLGA ¢ Transferrina ~ DOX0mubieinae o enosa Glioma 96

Paclitaxel

“Nomenclatura dos sistemas avaliados atribuida pelos autores das respectivas referéncias. *Classificagdo baseada apenas na estrutura de silica. *Atribui¢do do
método de preparagio foi realizada de acordo com os artigos. Nos casos omissos em rela¢do ao método empregado, o método foi denominado genericamente como
sol-gel, quando cabivel. “Modelo in vitro para determinar a biocompatibilidade com células da mucosa nasal. °Aplicagdo para a entrega controlada da substincia
bioativa para a medula espinal. SBA-15: Santa Barbara Amorphous; CMS: curved mesoporous; MCM-41: Mobil Composition of Matter; NPSNP: nanoporous
silica nanoparticle; DSPC: distearoilfosfatidilcolina; DSPE-PEG: 1,2-distearoil-sn-3-fosfoetanolamina-polietilenoglicol; DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina;
DSPE-PEG-MAL: 1,2-distearoil-sn-3-fosfoetanolamina-N-[maleimida(polietilenoglicol)]; CREKA: Cisteina—Arginina—Glutamato—Lisina—Alanina; NPAu:
nanoparticula de ouro; ALC-PEI: aldeido-L-cistina—polietilenoimina; DOPC: 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina; PLGA: poli(4cido ldtico-co-dcido glicdlico);
IL: interleucina; ML336: (E)-2-((1,4-dimetilpiperazina-2-ilidina)amino)-5-nitro-N-fenilbenzamida; BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro; GFP: proteina
verde fluorescente; STA-ASA: Surfactant templated aerosol-assisted self-assembly; DRG: Ganglios da raiz dorsal.
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Ainda, a incorporagido de moléculas capazes de cruzar a BHE
(p-e. temozolomida® e L-dopa’ ) reside na inten¢@o de aprimorar o
tratamento farmacoldgico através da liberacéo controlada do principio
ativo, promovendo, por vezes, uma reducido da dose administrada
para o mesmo efeito terapéutico do farmaco livre. Essa redugio pode
impactar tanto em questdes econdmicas como na redugio de efeitos
indesejados causados por tratamentos continuos.

De modo similar aos principios ativos, em termos de abrangéncia,
¢é possivel modificar a superficie das NPSiO, com uma gama de
moléculas como organosilanos (p.e. APTMS®! e APTES),* peptideos
e proteinas (p.e. transferrina® e angiopep-2),*7* lipideos (p.e.
colesterol),”>7+% carboidratos (p.e. goma ardbica),”’ polimeros (p.e.
poli(dcido acrilico))’ e metais ou NPs metalicas (p.e. NPAu).*” Essas
funcionalizagdes atuam de diversas formas como direcionadores
ativos dos nanossistemas para o local de a¢do do farmaco (p.e.
transferrina),’® aprisionadores (gatekeepers) responsivas a gatilho
bioquimico (p.e. ALC-PEI),*” moduladores da cinética de liberagdo do
principio ativo (p.e. APTMS),*! bem como para evitar a opsonizagao
das particulas por proteinas e outras biomoléculas em sistemas
bioldgicos (p.e. PEG).** Interessante observar que as modificagdes
na superficie geralmente sdo empregadas para atuarem de forma
aditiva, procurando atingir diferentes graus os efeitos descritos
separadamente.

Schmidt e colaboradores®! relataram a influéncia da funcio-
naliza¢do no controle da liberagdo do BDNF. Nesse aspecto, os
pesquisadores modificaram a superficie das NPSiO, com APTMS,
através da inser¢@o pds-sintese, para que a biomolécula fosse capaz de
interagir eletrostaticamente e por via hidrofébica, além da formacao
de ligagdo de hidrogénio, com a superficie da particula. O aumento
das interagdes intermoleculares foi capaz de diminuir um efeito de
liberacdo imediata do BDNF e prolongar a liberagdo por 20 dias a
mais do que o seu contraposto nao funcionalizado.

De modo esquematico, a Figura 6 apresenta os principais grupos
que estdo presentes na superficie das NPSiO, ndo-funcionalizadas
e as modificacdes usualmente aplicadas para o controle da cinética
de liberagao do principio ativo e direcionamento do firmaco para o
local de ag@o.

O método sol-gel é amplamente empregado para sintese das
NPSiO,, apesar de ndo ser o tnico, devido as vantagens do método

Principio ativo—— ¢

Interacdes intermoleculares

=4

Superficie da NPSiO,
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em relagdo ao controle na producio de particulas homogéneas e,
em certa instancia, por ser uma denominagdo genérica para maioria
das sinteses que ocorrem em meio hidroalcodlico, tornando a
denominag¢do pouco especifica. Além do método, os trabalhos focam
no estudo de nanoestruturas mesoporosas, variando o tamanho dos
poros em até 60 nm (p.e. XL-MSN-IL13)* ou a morfologia dos poros,
como nos casos dos mesoporos curvados CMS, % MCM-417>%2 e
SBA-15,7¢ que apresentam uma estrutura e organizagdo dos poros
de modo especifico.

A via de administracio intravenosa € recorrentemente mais
empregada nos ensaios in vivo, conforme a Tabela 1, seguida
pelas vias oral e intranasal, respectivamente. Em alguns estudos é
demonstrado que a administracido de NPSiO, pelas vias intravenosa
e intranasal possibilitam a detec¢do das NPSiO, no cérebro, ou
do 4tomo de silicio, presente na ordem de nanogramas por grama
de cérebro.’*” Contudo, algumas varidveis como concentrag@o,
tempo de exposi¢do, funcionalizagdo e tamanho estdo associadas
a biodistribuicdo das NPSiO, e, consequentemente, a detecgdo das
NPSiO, no cérebro. Nessa perspectiva, a comparacio entre as vias
de administragdo fica comprometida em relagdo a quantidade de
varidveis, sendo necessdria a realizagdo de estudos comparativos para
determinar quais as melhores condi¢des de administracdo para cada
via. Por fim, apesar das questdes relacionadas a biodistribuicao das
NPSiO,, € possivel observar uma melhora significativa em alguns
tratamentos farmacolégicos quando se utiliza esses nanossistemas
como DDS em estudos in vivo.”*™

Zhu e colaboradores’™ demonstraram que a utiliza¢do do sistema
ANG-LP-MSN-PTX (106 nm, -16 mV) promoveu uma redu¢ao
significativa do glioma e dobrou a taxa de sobrevida in vivo, em
rela¢do a administragdo do farmaco em solucdo, sob administragio
intravenosa de 7,5 mg kg' a cada dois dias. Os efeitos observados
foram atribuidos a liberagdo sustentada do formaco pelas MSN e ao
controle da libera¢do imediata devido ao revestimento lipidico, bem
como pela funcionaliza¢do com o angiopep-2, que promoveu uma
melhor permeacdo das particulas através da BHE. De modo similar,
Tao e colabores™ relataram que o nanosistema ANG-LP-PAA-MSN @
ATO (141 nm, -14 mV) foi capaz de reduzir significativamente o
volume do tumor cerebral e dobrar a sobrevida dos animais nos
estudos in vivo, em contraposto a solug¢do de triéxido de arsénio,
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ap6s administragdo intravenosa de 1 mg kg a cada dois dias. Além
das questdes descritas anteriormente, a modificacdo da matriz com
o poli(4dcido acrilico) permitiu o controle da liberacdo responsivo
ao pH, sendo um dos fatores responsdveis pelos efeitos terapéuticos
observados, conforme reportado pelos autores. Também, Cui e
colaboradores®® observaram que o sistema DOX-PTX-NPs-Tf
(150 nm, -18 mV), apds administra¢do intravenosa de 50 mg kg' a
cada trés dias, possibilitou o transporte através da BHE e o controle

Quim. Nova

daliberacdo dos fairmacos — doxorrubicina e palataxel, exibindo uma
atividade anti-tumoral in vivo superior aos tratamentos controles,
reduzindo a progressao das células cancerigenas. Também, o sistema
sem os farmacos foi avaliado e ndo demonstrou toxicidade apds
exposicao aguda.

Conforme a Tabela 2, as NPSiO, aplicadas como DDS para o
SNC apresentam caracteristicas fisico-quimicas diversificadas, bem
como podem ser observadas também pela Figura 7.

Tabela 2. Caracterizagdo quantitativa das NPSiO, empregadas como DDS para o SNC

T o P fal ¢ A v Perfil de Liberagio
. amanho Potencial-
Sistema® S P EE (% DL (% i 3 Ref.
! (nm) mvy  (m*g)  (emg) (%) %) L‘b(e;,a)gao Tempo (h) T (°C) pH
0
2 48 37 4,5
XL-MSN-IL13 400 -23 542 1,21 99 2,00 <1 48 37 7.4 69
ANG-LP-MSN-PXT 106 -16 425 0,37 - 11,00 75 48 37 7.4 70
8 65 37 1,2
L-DOPA@MSN 116 - 303 0,16 - 0,10 25 65 37 74 71
95 120 37 4,0
MSN-BBR-L 142 +8 - - 75 28,20 % 120 37 74 72
CP-SiNPs 100 - 46 0,03 - - 60 11 25 73 73
77 48 37 5,0
ANG-LP-PAA-MSN@ATO 141 -14 1084 1,14 10 8,20 62 48 37 6,0 74
49 48 37 74
Fe @MSN-PEG-CREKA 100 =32 - - - 20,00 80 (5 KHz) 0,5 - - 75
SBA-15 400 - 1020 1,17 6 0,06 85 3 37 72 76
91 72 37 55
MSNTQ-WA 80 - 127 0,04 7 - 86 72 37 6,8 77
26 72 37 7.4
MSN 105 -16 - - 95 - 15 48 37 74 78
NMP-C3 250 - 732 0,94 65 - 26 48 37 - 79
ML336 LC-MSN 164 -2 - - - 2,00 34 24 - - 80
NPSNP-NH, 50 +15 1160 1,00 99 0,02 <1 1920 37 7.4 81
MCM-41L 145 -37 - - 88 34,16 80 48 37 7.4 82
LPMSNP 200 - 64 - - - 1,60 90 120 - 7.4 83
T-SiNP-3 174 - - - 100 20,00 45 24 37 7,2 84
95 0,4 37 1,8
1:3 DZP/CMS 250 - 568 0,75 - 26,00 90 24 37 6,8 85
100 24 37 7,8
1:3 NMS/CMS 250 - 568 0,75 - 21,17 90 24 37 7,8 85
. 35 72 4.8
SiO,@LDH-Bev-Dox 253 -33 - - 21 0,46 19 7 - 74 86
HPSNs-NH,@ Au@ 5 72 7,2
captopril @nanogel 490 25 747 1,26 3 ) 40 (GSH)® 72 ) 7,2 87
60 72 37 4,5
MSN-DOX-PDA-NGR 168 -22 - - 41 19,02 5 7 37 7.4 88
MSN-BpV 107 +17 790 0,69 - 2,70 100 240 37 - 89
9 24 37 5.5
Chry-MSNP 283 -31 987 0,95 12 14,95 16 2 37 74 90
53 24 37 5.5
Curc-MSNP 263 -17 987 0,95 12 11,49 16 24 37 7.4 90
DOX@MSN 44 +40 1200 3,38 9 0,81 55 72 37 7.4 91
PNA-TMZ-MSN 105 +38 - - 17 - - - - - 92
Si-Piracetam 120 - - - 10 3,00 - - - - 93
Si-Pentoxifylline 112 - - - 10 3,00 - - - - 93
QC@PEGylated SiO, 420 -38 15 0,02 90 44,00 98 25 37 7.2 94
22 168 6,0
DOPC:Chol 230 -11 935 0,48 - 1,00 16 168 37 74 95
89 (PTX) 13,64 (PTX) 65 (PTX) 120 37
DOX-PTX-NPs-Tf 150 -18 687 1,20 22 (DOX) 3.13(DOX) 30 (DOX) 120 37 - 96

“Nomenclatura dos sistemas avaliados atribuida pelos autores das respectivas referéncias. A média do tamanho hidrodindmico das NPs foi priorizada em detrimento do
tamanho obtido pelas microscopias eletronicas. °potencial-C das NPs apds a funcionalizag@o ou incorporagdo do principio ativo. “Valores de drea superficial (Ag) e volume do
poro (V,) das NPs antes da inser¢ao do principio ativo e modificagdo da matriz. °Liberagao do principio ativo responsivo ao uso de um estimulo externo. Nos casos referidos
os estimulos sdo em relagdo a frequéncia de um campo magnético (KHz) e um agente redutor (GSH). GSH: glutationa reduzida; PXT: paclitaxel; DOX: doxorrubicina.
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O tamanho das NPs, listadas na Tabela 2 e sumarizadas
na Figura 7a, varia entre 44 e 490 nm. Considerar o didmetro
hidrodinamico € importante em relagdo a aplicagdo farmacoldgica
das NPSiO, por representar com bastante proximidade o tamanho das
particulas em suspensdo. Geralmente, o tamanho obtido por outras
técnicas como SEM e TEM n@o costumam variar abruptamente
em relacdo ao tamanho hidrodinamico obtido pelo DLS. Contudo,
os valores obtidos podem ser menores devido as amostras serem
analisadas secas nas microscopias eletronicas, contrdrio ao DLS,
em que as andlises sdo realizadas em suspensdo aquosa, geralmente.
Excepcionalmente, o sistema XL-MSN-IL13 apresentou tamanho
hidrodindmico aproximado de 400 nm, enquanto o tamanho obtido
pela microscopia eletrdnica foi aproximadamente 3 vezes menor.”
Como discutido até entdo, o tamanho € considerado uma propriedade
essencial no desenvolvimento nanotecnolégico, uma vez que
influencia em aspectos como tempo de circulacdo das particulas, bem
como nos perfis de permeagdo e acumulagdo in vivo.

Além dos aspectos descritos, o tamanho da particula esta atrelado
alise celular, sendo observado que o acréscimo no tamanho aumenta
a probabilidade do fendmeno — principalmente em hemdcias,
diminuindo a biocompatibilidade do sistema.®*!® Em consoante,
outras propriedades fisico-quimicas também estdo associadas
a hemolise. Nesse sentido, o aumento da area superficial e das
hidroxilas presentes na superficie das NPSiO, podem comprometer
a compatibilidade dos nanocarreadores baseados em silica por
tornarem mais favordvel a interacéo das particulas com as hemécias,
em relac@o ao seu contraposto.'® Assim, a modifica¢do da matriz é
uma estratégia capaz de contornar a questao relacionada a hemdlise,
tornando o sistema mais biocompativel.**’ Ainda, o potencial-C
— derivado dos componentes presentes na superficie das NPSiO,,
impacta na interacdo particula-eritrécito, sendo o potencial de repouso
das membranas celulares negativo, tornando menos propensa a
interagio com particulas que apresentam um valor de carga superficial
também negativo, devido a repulsdo eletrostética, diminuindo, como
consequéncia, a taxa de hemdlise.®? Interessantemente, as MSN
causam menor taxa de hemoélise quando comparadas as SiNP de
mesmo tamanho, o que pode ser associado a diminui¢@o da superficie
disponivel para interagir com as membranas celulares, jd que a
superficie dos poros estd voltada para o interior das NPs 621

O potencial- das NPSiO, ndo modificadas tem valor aproximado
de -30 mV em suspensdo aquosa, devido a presenga dos grupos
hidroxilas na superficie das particulas que garantem a carga negativa
e a alta estabilidade coloidal. A insercdo do principio ativo e/ou a
modificacdo da superficie geram perfis de potencial-C variados,

conforme observado na Figura 7b. No geral, o potencial- ndo impacta
tanto quanto o tamanho na captagio das particulas pelo cérebro.”
Contudo, devido ao potencial de repouso das membranas celulares ser
negativo, NPs com carga positiva apresentam uma captacio celular
maior em relagdo as negativas ou neutras.”® Apesar disso, a carga
positiva pode representar uma diminui¢do da biocompatibilidade
devido a interacdo com os fosfatos presentes no DNA que possuem
carga negativa, principalmente.!® Contrério, devido 2 menor captagdo
pelas células, as NPs com carga negativa possuem maior tempo de
circulac@o, conforme discutido previamente.!!

As NPSiO, possuem elevada drea superficial — ultrapassando
1000 m? g!' em alguns casos, conforme a Tabela 2 e Figura 7c. O
volume total dos poros costuma variar de acordo com os aspectos
sintéticos, como descrito anteriormente. Os valores elevados dessas
propriedades estruturais podem estar correlacionados com uma
elevada incorporacdo mdssica de moléculas, que sdo incorporadas
nos poros e adsorvidas na superficie. Contudo, isso ndo significa
uma EE ou um DL elevado (Figuras 7d e 7e), que dependem de
outros aspectos como, por exemplo, a interagdo entre o principio
ativo e a superficie do nanocarreador. Ainda, valores elevados de EE
podem estar relacionados ao método empregado, como no caso do
sistema T-SiNP-3, que utilizou o método de evaporagdo de solvente —
resultando em 100% de rendimento no processo, conforme descrito no
trabalho.* O alto rendimento pelo método € associado a evaporagido
total do solvente orgdnico empregado na metodologia. Contudo,
o método descrito pode comprometer alguns pardmetros como o
perfil de liberag¢@o do principio ativo, devido a presenca do estado
cristalino do farmaco incorporado formado pela rdpida evaporacdo
do solvente, o qual estd relacionado ao processo de dissolugdo da
molécula, conforme mencionado anteriormente.’* A porcentagem de
principio ativo incorporado nas NPSiO, € considerada elevada em
vdrios casos (> 30%). Apesar disso, ¢ importante considerar se a
quantidade de principio ativo carreada possui efeito terapéutico ou
se a quantidade total do nanomaterial necessario ndo ultrapassa o
limite de biocompatibilidade para a administra¢@o pela via pretendida.

O perfil de liberag@o dos principios ativos depende de uma série
de fatores relacionados ao meio de liberagdo e aos fendmenos de
interagdo do formaco com a superficie da particula. De modo geral, os
ensaios in vitro costumam avaliar o perfil de liberagdo em condicdes
fisiolégicas padrao —pH 7,4 a 37 °C (Tabela 2 e Figura 7f). Contudo,
como um fator que altera significativamente o perfil de liberacio
dos principios ativos, os valores de pH costumam ser variados de
acordo com a aplicagdo proposta, principalmente em relagio a via de
administragdo e as condi¢des de pH relacionadas a patologia. Nesse
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aspecto, a influéncia do pH costuma ser analisada para administracio
oral das particulas, sendo avaliado o perfil de libera¢do no pH
estomacal e intestinal, para estimar a biodisponibilidade final do
principio ativo; e na utilizacdo das NPs para o tratamento do cincer,
devido ao ambiente tumoral possuir um pH menor que o fisiolégico.
Além desses fatores, as propriedades moleculares dos ativos
incorporados modificam a taxa de liberagdo, devido as interacdes
intermoleculares com a superficie da silica, principalmente.®*° Desse
modo, quanto mais interagdes nio-covalentes forem estabelecidas
entre a molécula e a silica, menor serd a taxa de dissoluc@o.” Ainda,
a solubilidade dos compostos ativos precisa ser considerada, uma
vez que a taxa de liberacdo deve ser realizada conforme as condi¢oes
sink do insumo farmacéutico ativo (IFA), ou seja, utilizando no
minimo trés vezes o volume de meio necessdrio para se obter uma
solucdo saturada do IFA, sendo possivel modificar a lipofilicidade do
meio com a adic@o de solvente organico e/ou surfactante para que a
solubilidade do principio ativo ndo seja um fator determinante para
avaliar a taxa de dissolug@o.

Nesse sentido, a fim de compreender a diferenga entre os perfis
de liberagdo da curcumina e crisina, Lungare e colaboradores®
avaliaram quais propriedades moleculares poderiam ser atribuidas
para justificar a varia¢@o na liberagdo dos fitoquimicos. A curcumina
(368,38 g mol™!) apresenta dois sistemas de anéis arométicos contendo
grupos o-metoxifendlicos, conectados por estrutura de sete carbonos
que apresenta dois sistemas o,p-insaturados com tautomerismo
ceto-endlico. Ja a crisina (254,23 g mol!) pertence ao grupo das
flavonas, que possuem uma estrutura de dois anéis conjugados (A e C)
substituido por uma fenila (B) na posi¢ao dois do anel C. Desse modo,
os pesquisadores concluiram que a diferenca na taxa de libera¢ao entre
os fitoquimicos estd relacionada a menor internalizag¢@o da curcumina
nos poros, devido a impedimentos estéricos em decorréncia do
tamanho da molécula, e a estereoquimica planar e ligagdes n-nt
conjugadas da crisina, que favorecem as intera¢des nao-covalentes
com a superficie do interior dos poros, resultando no perfil de
liberac@o mais lento da crisina em relagio a curcumina.

Por dltimo, uma liberagdo inicial rapida € comumente observada
no caso das NPSiO, devido a dissolugdo das moléculas que estdo
localizadas na superficie e nas extremidades dos poros, conforme
citado a priori. Nesse sentido, algumas estratégias sdo empregadas
para controlar a liberacdo do ativo até o local de acdo. Tao e
colaboradores™ demonstraram através dos ensaios de liberacdo
in vitro que a modificagiio da matriz com poli(acido acrilico) reduz
significativamente o efeito de liberacdo imediata. Conforme os
resultados, cerca de 80% do tridxido de arsénio foi liberado das MSN
sem o polimero em 48 h, sendo mais de 50% do farmaco liberado em
apenas 2 h. Apds a modificacdio da matriz, o efeito burst foi reduzido
para metade — aproximadamente 26%, sob as mesmas condic¢des de
liberagdo, sendo atribuido a atuagdo do poli(dcido acrilico) como
uma barreira, impedindo a liberagdo do farmaco. Ainda, o poli(acido
acrilico) € responsivo as condi¢des de pH do meio. Desse modo,
a liberagdo cumulativa do triéxido de arsénio foi cerca de 77% e
62% em pH 5,0 e 6,0, respectivamente, enquanto 50% do farmaco
tinha sido liberado em pH 7,4 no mesmo periodo de tempo. Nesse
caso especifico, o controle da liberacdo responsivo ao pH melhorou
o tratamento farmacoldgico do glioma, dentre outros fatores,
previamente citados, além de diminuir a distribuicio do triéxido de
arsénio para o tecido cardiaco, diminuindo a toxicidade associada ao
tratamento com o fadrmaco livre.

CONSIDERACOES TOXICOLOGICAS

Conforme as discussdes, ¢ possivel observar algumas questdes
relacionadas a toxicidade das NPSiO,. De forma abrangente,
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Sukhanova e colaboradores!® sistematizaram os principais

mecanismos citotéxicos associados as NPs:

1. “as NPs podem causar oxidagdo através da formagdo de espécies
reativas de oxigénios e outros radicais livres;

2. danificar as membranas celulares ao perfurd-las;

3. danificar os componentes do citoesqueleto, perturbando o trans-
porte intracelular e a divisdo celular,;

4. perturbar a transcri¢do e danificar o DNA, acelerando a muta-
génese;

5. danificar as mitocondrias e perturbar o seu metabolismo, o que
leva ao desequilibrio da energia celular;

6. interferir na formagdo dos lisossomos, dificultando a autofagia e
a degradacdo das macromoléculas — desencadeando a apoptose;

7. causar mudangas estruturais nas proteinas da membrana e per-
turbar o transporte de substdncias para dentro e para fora das
células, incluindo o transporte intercelular;

8. ativar a sintese de mediadores inflamatérios ao perturbar os
mecanismos normais do metabolismo celular, bem como o me-
tabolismo de tecidos e orgdos”.

Em relagdo as NPSiO, € possivel observar alguns dos pontos
citados. Os resultados encontrados por Ye e colaboradores* sugerem que
NPSiO, (68 nm, -38 mV) induzem a desacidifica¢@o e desequilibrio na
liberacao de célcio dos endolisossomos, apds 24 h em uma concentracao
0,1 ug mL"! em cultura primdria de neur6nios do hipocampo, sendo o
fato associado ao aumento da amiloidogénese — condi¢@o relacionada a
doenga de Alzheimer. Também, os resultados de Wu e colaboradores”’
indicam que o sistema 'I-SiO,-NPs (120 nm, -7 mV) por meio de
instilagdo intranasal em ratos adultos, 20 pg dia™ por 7 dias, entram
no cérebro e se depositam no corpo estriado. Essa exposi¢do induziu
dano oxidativo e aumentou a resposta inflamatdria na regido. O mesmo
estudo demonstrou in vitro que a exposicio de SiO,-NPs (156 nm,
-11 mV) a neurdnios dopaminérgicos, 250 ug mL"! por 24 h, diminui
a viabilidade celular, aumenta os niveis de lactato desidrogenase,
desencadeia estresse oxidativo, perturba o ciclo celular, induz apoptose
e ativa a via de sinalizagdo mediada pela proteina p53. Por tltimo,
Orlando e colaboradores'” demonstraram que a exposi¢do de MSN
(250 nm (TEM) e 1059 nm (DLS), -13 mV) a células endoteliais por
24 h nas concentragdes de 0,05 a 1 mg mL™! causam alta toxicidade em
termos de funcéo mitocondrial e integridade da membrana em relagiao
a MSN menores (30 nm (TEM) e 932 (DLS), -10 mV).

CONCLUSAO

As NPSiO, tém atraido a atencdo durante a tltima década como
sistemas de DDS para o SNC devido as inimeras possibilidades
relacionadas ao nanossistema, que possibilitam ou aprimoram o
tratamento farmacolégico dos DN. Contudo, muitos desafios precisam
ser superados para que as NPSiO, se tornem promissores DDS do
ponto de vista biolégico, considerando principalmente os aspectos
toxicoldgicos. Devido as consideracdes de biocompatibilidade, a
ascensdo das NPSiO, depende do olhar para as particulas como
um sistema terapéutico e ndo apenas como um nanocarreador,
sendo necessdrio considerar os possiveis efeitos adversos durante
o planejamento do nanossistema baseado em silica, avaliando a
aplicac@o sobre a relag@o risco/beneficio.

Devido a heterogeneidade dos nanossistemas baseados em silica
publicados até o momento, tracar ou estabelecer generalizagdes
convergentes acerca das relacdes entre as propriedades fisico-
quimicas e as fungdes bioldgicas € ainda pouco eficiente quando se
avalia as NPSiO, como DDS para o SNC. Isso torna imprescindivel a
caracterizacdo fisico-quimica detalhada e os ensaios bioldgicos para
cada sistema, a fim de compreender como as caracteristicas estruturais
afetam as propriedades bioldgicas.
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Contudo, apesar das dificuldades associadas, NPSiO, sdo

potenciais DDS devido a suas propriedades unicas e, apesar disso,
pouco exploradas pela literatura como DDS para o SNC, destacando
a importancia de mais pesquisas e reflexdes sobre o tema.
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