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NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

A nanotecnologia hoje é uma realidade no nosso cotidiano. Abrange a
sintese de novos materiais, como também aplica¢des na saide humana
e animal, e despoluicdo ambiental, entre muitas outras aplicacdes.
Quando falamos de sintese de nanomateriais estamos nos referindo a
um alto nimero de diferentes matérias (todos na escala nanométrica)
e que podem ser utilizadas nas mais diferentes aplicagdes. Neste livro,
serd abordada a sintese de trés tipos de nanomateriais, que podera
servir de ponto de partida para um futuro aprofundamento por parte
do leitor se assim o desejar. Ademais, no tépico de sintese e caracte-
rizacdo, serd abordada a chamada sintese verde, que busca utilizar
recursos biolégicos autossustentdveis associados a ganhos econd-
micos e sociais.

Em uma segunda secéo, busca-se demonstrar o potencial do uso da
nanotecnologia no tratamento de diferentes enfermidades, entre as
quais cancer, doencas virais, doengas cutaneas, doengas oftalmolo-
gicas, cicatrizacdo e regeneracgédo tecidual. Aqui vale ressaltar que
muitas outras doencas podem ser tratadas com auxilio de diferen-
tes tipos de nanomateriais, pois, em geral, esses materiais ndo sédo
farmacos em si, mas carreadores de farmacos, e visam aumentar a
eficacia e eficiéncia, além de diminuir os efeitos colaterais. Importan-
te ressaltar que os nanomateriais citados na se¢éo 1 sdo, em muitos
casos, utilizados para o carreamento dos farmacos, ou outra aplicacgédo
na drea da satde.

Finalmente, mas ndo menos importante, o livro apresenta uma dis-
cusséo sobre as possibilidades do uso da nanotecnologia na descon-
taminac&o de corpos d’agua. A discussdo abrange os nanomateriais
empregados, suas propriedades fisico-quimicas, os processos envol-
vidos, suas vantagens e limitacdes em comparag&do com 0s processos
existentes, e as barreiras e necessidades de pesquisa para sua utili-
zacdo em grande escala, de forma efetiva e segura.



O livro ndo pretende esgotar os assuntos abordados, mas espera que
o leitor se familiarize com os conceitos apresentados e possa entender
0 processo para o uso dos nanomateriais, desde sua sintese e carac-
terizacéo até algumas de suas aplicagdes. Boa leitura.

Dra. Graziella Joanitti
Dr. Paulo Morais
Dr. Ricardo Azevedo
Organizadores
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CAPITULO 1

Nanoparticulas de ouro:
métodos classicos de obtencao e
caracterizacao

Claure N. Lunardi™; Fellipy S. Rocha?; Anderson J. Gomes"”

1. Introducao

As nanoparticulas de ouro (AuNP) possuem um vasto campo de inves-
tigacdo em pesquisa devido as suas diversas caracteristicas fisicas e
quimicas, contribuindo para o desenvolvimento da nanotecnologia™.
Essas particulas possuem uma estabilidade quimica e, em relagéo
a realizacdo de modificacdo da sua superficie, essa caracteristica
permite o seu uso em diversas aplicacdes, nos diferentes campos
interdisciplinares da fisica, quimica, biologia, medicina e ciéncia dos
materiais® .

Pesquisadores investigam o uso das AuNP frente as suas propriedades
eletrdnicas, 6pticas, térmicas e cataliticas, permitindo a utilizacdo na
construcdo de biossensores, sistema de liberagdo gradativa de drogas,
lubrificantes, células solares, catédlise e outros''". Devido a ampla area
superficial por unidade de volume ou massa do metal, as AUNP tornam-
-se promissoras para catélise, o que é de grande interesse industrial.

N6s compilamos os 800 artigos mais citados nos udltimos 10 anos no
indexador Scopus, referentes ao procedimento de sintese de nano-

1.Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Brasil

2.PPG-Nano - IB, Universidade de Brasilia, Brasil

E-mail: clunardi@unb.br; ajgomes@unb.br

n



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

particulas de ouro, e criamos um mapa bibliométrico com as 30 pala-
vras-chave mais relevantes encontradas nesses artigos (Figura 1).
O tamanho dos circulos esta relacionado com a frequéncia das pala-
vras-chave nos artigos enquanto as cores representam grupos com
maior correspondéncia.

Figura 1: Mapa bibliométrico sobre a sintese de nanoparticulas de

ouro e suas correlagbes
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Fonte: Elaborado pelos autores com base no software VOSviewer *.

Nanoparticulas coloidais exibem propriedades elétricas, épticas, mag-
néticas e quimicas diferentes dos seus homdlogos em massa. Essas
propriedades s&o determinadas por parametros como tamanho, forma,
composicado e estrutura cristalina.
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As dispersdes coloidais compostas por nanoparticulas metdlicas dife-
renciam-se completamente das demais em virtude de uma propriedade
Optica que elas apresentam, denominada de Ressonancia Plasmonica
de Superficie (SPR). Essa propriedade da cor aos coloides formados
e possui intensa absorg&o e espalhamento da luz na regido visivel do
espectro eletromagnético 811921,

As propriedades 6pticas de nanoparticulas metdlicas surgem da inte-
racdo da luz com nanoestruturas de dimensdes menores que o seu
comprimento de onda. Nessa condicéo, considera-se que a particula
estd sob influéncia de um campo eletromagnético quase estético e
homogéneo. Tal interagé@o gera uma separacdo de cargas na superfi-
cie metdlica, que apresenta uma forte for¢a restauradora, originando
um dipolo oscilante. Dessa forma, s&o induzidas oscila¢des coerentes
dos elétrons da banda de conducéo da nanoestrutura em ressonancia
com a radiacdo incidente, dando origem a um campo eletromagnético
intensificado na superficie da nanoestrutura (Figura 2).

Figura 2: Formacgdo da Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

das nanoparticulas metélicas

Nanoparticula Metdlica

Onda Luminosa

Campo Elétrico

Nuvem Eletrénica

Fonte: elaborada pelos autores.
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Uma das vantagens dessa propriedade de SPR das AuNP consiste
no fato de poderem absorver e dispersar a luz de forma tdo intensa,
0 que permite que as nanoparticulas individuais sejam observadas
usando microscopia de campo escuro (disperséo 6ptica). Dessa forma,
as AuNPs podem ser incorporadas a materiais como rétulos e serem
utilizadas em imunoensaios, e como sensores bioquimicos e outros. Em
relacdo ao tamanho, as nanoparticulas de tamanhos menores podem
ser utilizadas para a marcagéo de proteinas e imageamento celular
porque a sua menor area de superficie reduz interagdes ndo especi-
ficas e permite um melhor direcionamento. Um aspecto importante
a respeito da ressonancia plasmdnica refere-se ao fato de que esta
é influenciada por condi¢cGes que rodeiam a particula, como o tipo
de ligante (moléculas que interagem com nanoparticulas), solvente
(mudando a constante dielétrica) e geometria (mudando condigGes
de energia em sua superficie). Com isso, pode-se, ao avaliar as SPR,
concluir algumas observagdes acerca da nanoparticula. Uma mudanca
de coloragdo causada pela adigdo de algum ligante na solugédo coloidal
indica uma interagdo. O tipo de solvente em que as nanoparticulas
estdo dispersas pode, também, deslocar o comprimento de onda de
absorgdo maxima. E devido as caracteristicas das AuNP que métodos
de sintese sédo amplamente avaliados, sempre em busca de conhecer
e controlar algumas dessas propriedades relativas aos nanomateriais.
Atualmente, estudos na drea da nanotecnologia focam a sintese con-
trolada de nanoparticulas metélicas com diferentes tamanhos, formas
e composicdo quimica, controlando sua disperséo para aplicacdes em
diversas areas '420.22:26,

Neste capitulo, abordaremos os métodos cldssicos de sintese e carac-
terizagdo de nanoparticulas de ouro.
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2. Desenvolvimento

2.1. Métodos de obtencao das nanoparticulas de ouro
Os métodos de obtenc¢do das nanoparticulas podem ser separados
em fisicos (top-down), quimicos e bioldgicos (bottom-up) (Figura 3).

Figura 3: Esquema ilustrativo dos métodos de obtencdo das AuNPs

Métodos de Sintese de Nanoparticulas

TOP-DOWN BOTTON-UP

R

QuiMIco BIOLOGICO

Redugio,
decomposigio, sol-gel,
precipitagho.
micropcator micelar

Bactéria,
algas, fungos,
extratos de plantas

Litografia, d posicl — —
metal-vapor, térmica,
ablagio a laser

Fonte: elaborado pelos autores.

Em relagdo aos métodos fisicos (top-down), a particula inicial possui
um tamanho maior (ouro sélido macico) que a do final do processo.
Utilizam-se métodos mecéanicos, como moagem, tratamentos termoqui-
micos, litografia com feixe de elétrons, deposicédo a vacuo e ablagéo a
laser. Esses tipos de processos de preparagdo sdo complexos e demora-
dos, além do alto custo dos equipamentos, e levam a diversos defeitos
nas nanoparticulas, comprometendo muitas de suas propriedades ?'.

Nos métodos quimicos (bottom-up), as nanoparticulas séo feitas come-
cando do menor tamanho e crescendo até chegar ao tamanho dese-
jado por nucleagdo (Figura 4). Os métodos quimicos utilizados sédo
redox, eletroquimico, fotoquimico, crescimento de semente, sintese
modelo, sintese modelo de microemulséo, sintese por micro-ondas etc.
Os compostos de ouro, como o acido clorodurico, s&do reduzidos, e o
crescimento das particulas é controlado (tamanho e forma) 2 1421.28.29,
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Alguns métodos de sintese “verde” de nanoparticulas vém sendo desen-
volvidos recentemente. S&o alternativas inovadoras, pois envolvem a
sintese bioldgica, sobretudo, por meio do uso de bactérias, fungos e
plantas. Esses processos sdo de extrema importancia porque reduzem
ou eliminam o uso de solventes, reagentes e a geracdo de produtos
toéxicos, nocivos a saide humana %32,

A maioria dos sistemas contendo nanoparticulas de ouro pode sofrer
agregacdo causada pela alta energia da superficie, caso a superficie
esteja sem protegdo ou passivacéo 3. O uso de agentes estabilizantes
constitui uma ferramenta para alterarem as propriedades da superficie
das AuNP, impedindo, assim, que estas formem agregados (Figura 4).

Figura 4: Esquema mostrando nucleagéo e estabilizacdo

(eletrostatica e estérica) das nanoparticulas de ouro

Nucleos estiveis e irreversiveis

Fonte: elaborado pelos autores.
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2.1.1. Obtencao de Nanoparticulas pelo Método Fisico
Método sintese metal-vapor

Na sintese em fase vapor, a formagéo das nanoparticulas ocorre na
fase gasosa. Esse processo tem sido utilizado nas ultimas décadas
por muitas empresas em reatores para a fabricacdo de nanoparticu-
las de carbono ou diéxido de titanio. Nessa técnica, ao se formar uma
particula, esta colide, rapidamente, com um gés inerte num ambiente
de baixa presséo, formando tamanhos muito pequenos. Um exemplo
dessa forma de producéo de nanoparticulas envolve a hidrélise de
cloretos metdlicos em fase gasosa com influéncia de dgua 4. A reacéo
produz um 6xido metdlico tendo o géas cloridrico (HCI) como subpro-
duto que pode ser reciclado. Uma variacdo mais moderna e eficiente
na producédo de nanoparticulas é conhecida como condensacé&o por
gds inerte. Nesta, a producéo é controlada e o tamanho mais homo-
géneo®*. As particulas sdo formadas quando d&tomos oriundos de uma
fonte quente perdem rapidamente a energia colidindo com dtomos
de um gds inerte. Os tamanhos podem ser inferiores a 10 nm e varios
metais podem ser sintetizados nesta escala, como Al, Co, Cr, Cu, Fe,
Ga, Mg e Ni.

Método sintese ablacdo a laser

Em sinteses recentes, as AUNPs podem ser preparadas por ablacédo
a laser em meio aquoso biocompativel, o que modifica, fortemente, a
quimica da superficie e as propriedades fisicas e biolédgicas. De manei-
ra simplificada, uma porg¢é&o de ouro (filme, fios, pedagos macigos) é
imersa em meio aquoso e irradiada por laser de alta intensidade, pro-
duzindo as nanoparticulas de ouro (Figura 5). Quando liberadas no
meio aquoso, essas nanoparticulas coalescem e formam uma solugédo
coloidal de NPs. A ablac&o por laser em dgua deionizada, sem agentes
ligantes/estabilizantes, leva a solu¢des NP extremamente estdveis em
um estado quase monodisperso. Essa estabilidade € atribuida a um
efeito de repulsédo elétrica resultante de uma carga negativa das NPs
produzidas. As AuNP sintetizadas por ablacdo a laser podem exibir
uma quimica de superficie Unica, o que as torna reativas com uma
série de novos materiais %'.
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Figura 5: Técnica de obtencé&o fisica de nanoparticulas de ouro por

ablacdo a laser

QOuro Macigo

Agitador

Fonte: adaptada de Rajeshkumar, S. (2013)%".

2.1.2. Obtenc¢ao de nanoparticulas pelo método quimico

As técnicas bottom-up s&o, também, conhecidas como métodos qui-
micos. Caracteristicas como o tamanho, a morfologia, a estabilidade
e a funcionalidade da superficie das nanoparticulas dependem néao
apenas do método de sintese empregado como também das condigdes
experimentais (concentragdo do ion metalico, velocidade de reducgéo,
temperatura, uso e concentracédo de agentes estabilizantes etc.).

O 4cido clorodurico, [HAuCl,], é utilizado como fonte de ions Au(lll) e,
na presenca de citrato de sédio e borohidreto de sédio, sdo os métodos
classicos de preparo de nanoparticulas de ouro. Outo método utiliza-
do é o de reducdo quimica dos ions metdlicos no interior de micelas
formadas por surfactantes e usadas como nanorreatores (método de
troca de ligante).

Método de Turkevich-Frens

O método cldssico de sintese controlada e reprodutivel para nanopar-
ticulas de ouro foi estabelecido por Turkevich em 1951. Esse método é
conhecido pelo método do citrato 3536, Até hoje, o protocolo de sintese
original foi modificado inimeras vezes, permitindo a fabricagéo de
nanoparticulas em uma ampla gama de tamanhos.
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Resumidamente, ocorre uma reagéo de oxirredugdo em meio aquoso,
em que os ions de ouro (Il1) sdo reduzidos pelo citrato, que atua como
agente redutor e estabilizante. O amplo uso do Método de Turkevich
estd associado ao fato dele ser atéxico, de simples manipulagéo, facil
execugdo, baixo custo, rapido, seguro e reprodutivel (Figura 6). As
nanoparticulas formadas pelo método de citrato possuem boa homo-
geneidade no tamanho e dispersédo das nanoparticulas, com tamanho
em torno de 20 nm.

Figura 6: Sintese de AUNP pelo método de Turkevich

O=— 7N —=0
0 Na \ /N F
H A0S
H,0 G, @ ©_ 098
HAuCl + - e ONG® ©0 R
(o] o] o) /
_ R ° O—_
o o N o8 eeeNaC\
Na' Na Na N 00 @®
/ aNa@ \ Na (o]

Fonte: adaptada de Zhao, P. (2013) *".

Método de Brust-Schiffrin

O método Brust-Schiffrin (Figura 7) foi o primeiro a preparar AUNP
estabilizadas com tiolatos por sintese in situ, produzindo AUNP mais
hidrofébicas, com diametros na faixa de 1,0 a 8,0 nm ?*. Derivados de
ouro sdo reduzidos com borohidreto de sédio em solvente organico
e na presenca de ligantes de tiol, usando um sistema liquido-liquido
bifasico ou um solvente adequado. Essas AuNP s&o estabilizadas por
ligagdes relativamente fortes de Au-S 2.
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Figura 7: Sintese de AuNP pelo método de Brust
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Fonte: adaptada de Calandra, P. (2010) 25.

Método de Reacdo de Troca de ligante

O método de preparo de AUNP mais comumente usado é a reagdo
de troca de ligante de superficie (Figura 8), que foi introduzida, pela
primeira vez, por Murray e colaboradores . Nessa reagéo, os ligantes
iniciais na superficie de nanoparticulas sdo substituidos por ligantes
funcionalizados, assim nanoparticulas multifuncionalizadas podem ser
obtidas de maneira controlada. Quando a superficie de nanoparticulas
apresenta grupos quimicamente reativos, ligantes adicionais podem
ser conjugados por meio de protocolo convencional, fornecendo uma

segunda via para a funcionalizagéo de particulas.

20



CAPITULO 1: NANOPARTICULAS DE OURO: METODOS CLASSICOS DE OBTENGAO E CARACTERIZAGAO

Figura 8: Sintese de AuNP pelo método de Troca de Ligantes
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2.1.3. Obtencao de nanoparticulas pelo método Bioldgico

A sintese verde busca a utilizagdo de compostos naturais como agentes
redutores, proporcionando uma alternativa sustentavel aos produtos
toxicos.

S&o utilizados reagentes naturais, tais como vitaminas, aclcares,
extratos de plantas, polimeros biodegraddveis e microrganismos como
agentes redutores em vez de solventes organicos e agentes estabili-
Zantes12, 31,39—42.

Uma das rotas biolégicas dentro da sintese verde é o uso de extratos
obtidos com base em partes da planta, e o agente ativo nesse tipo de
sintese é atribuido aos compostos fendlicos, flavonoides, aminoéci-
dos, terpenoides, acido citrico, grupos funcionais (&lcoois, aldeidos,
aminas), compostos heterociclicos, polissacarideos e acido tanico e
outros (Figura 9). A sintese verde se mostra interessante e os métodos
de sintese tém sido amplamente estudados, uma vez que séo simples,
de baixo custo, reprodutiveis e muitas vezes resultam em materiais
mais estdveis, biocompativeis e biodegraddveis*z4°.

A natureza do extrato da planta, sua concentragéo, a concentragéo do
sal de metal, o pH, a temperatura e o tempo de reagdo sdo conhecidos
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por afetarem a velocidade de sintese de nanoparticulas, a quantida-
de e outras caracteristicas. As rotas sintéticas verdes visam otimizar
condicdes experimentais levando a um aumento do rendimento e da
velocidade de reagdo quando comparados com os padrdes de sintese
por rotas tradicionais.

Figura 9: Sintese de AuNP pelo método bioldgico
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Fonte: adaptada de SHAH, M. (2015) 2.

2.2. Métodos de caracterizacao das nanoparticulas de ouro
As nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo uma fascinante classe de nano-
materiais que podem ser usadas para uma ampla gama de aplica¢des
biomédicas, incluindo bioimagem, ensaios de fluxo lateral, detecgéo
e purificacdo ambiental, armazenamento de dados, entrega de medi-
camentos, biomarcadores, catdlise, sensores quimicos, deteccéo de
DNA, entre outros.

As AuNPs sdo caracterizadas principalmente pelas técnicas: espectros-
copia UV-vis, espalhamento dinamico de luz, potencial zeta, emisséo
de fluorescéncia, espectroscopia na regido do infravermelho, eletroqui-
mica, microscopia eletrdnica de varredura, espectroscopia de energia
dispersiva e microscopia eletrdnica de transmisséo, que se mostraram
ser técnicas muito Uteis para essa finalidade*-54.
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Espectroscopia na regidao do ultravioleta e visivel (UV-Vis)
Uma vez que a ressonancia de plasmon de superficie (SPR) origina
um espectro de extingdo o qual depende do tamanho, forma e estado
de agregacédo das nanoparticulas de ouro, a espectroscopia de UV-vis
se torna uma técnica util que permite calcular o tamanho, a concen-
tracdo e o nivel de agregacéo das particulas? %, A SPR das AuNPs é
claramente vista como um pico entre 520 nm e 580 nm, e um modelo
matematico baseado na teoria de Mie pode descrever o tamanho e a
concentracdo das nanoparticulas com tamanhos entre 5,0 nm e 100
nm baseando-se nesse pico*'. De acordo com a teoria de Mie, a for-
macdo de bandas simétricas e agudas de SPR para AuNPs sugere a
formacé&o de nanoparticulas esféricas, dispersas em solugdo aquosa
e sem sinais de agregac&o. O comprimento de onda do pico de absor-
bancia aumenta conforme o diametro da AuNP aumenta (Figura 10).
Para particulas com o mesmo tamanho, mas com formas variadas, o
espectro de absorbancia se desloca, significativamente, para a regiéo
do vermelho*.

A técnica de UV-Vis também pode ser utilizada para avaliar a
funcionalizag&o das nanoparticulas de ouro. Ao se adicionar ligantes
na superficie das AuNPs, e mantendo o diametro do nucleo metali-
co, o espectro de absorbancia deslocard para comprimentos de onda
maiores (deslocamento batocrémico)®°. Esse deslocamento pode ser
utilizado para identificar diferentes propor¢des do agente funcionaliza-
dor, e é resultante do aumento no indice de refragdo local na superficie
da nanoparticula de ouro®.
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Figura 10: Espectro de absor¢cdo das AuNP com diferentes tamanhos
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Fonte: adaptado de Lopez-Munoz, G. A. (2012)%¢

Espalhamento Dinamico de Luz

Espalhamento dindmico de luz é uma técnica analitica utilizada para
mensurar o tamanho médio, a distribuicdo de tamanho e o indice de
polidisperséo de particulas. A performance da técnica estd relacionada
ao setup experimental e as caracteristicas das amostras. Usualmen-
te, para avaliar AUNPs, o sistema é equipado com um laser de He-Ne
de comprimento de onda de 633 nm e as medidas s&o realizadas em
temperatura ambiente; o resultado é uma média de varias corridas
do equipamento. As particulas s&do iluminadas pelo laser e a variagédo
do espalhamento da luz € monitorada. A técnica nos permite medir o
diametro hidrodinamico das particulas, o que inclui a nanoparticula,
agentes funcionalizantes e a camada de solvente associada a parti-
cula*® 48,

A técnica pode ser aplicada em solucdes diluidas ou concentradas,
mas € limitada para identificagdo de misturas devido a contribuicdo
das particulas na intensidade do espalhamento da luz “¢57. A agrega-
¢cdo das nanoparticulas de ouro pode ser avaliada por meio do alar-
gamento do pico indicando o tamanho hidrodindmico. Por exemplo, o
processo de aglomeracédo pode ser resultante da troca de ligantes na
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superficie das AuNPs, o que pode acarretar um aumento significativo
de tamanho médio das particulas de ~50 nm para ~140 nm, e, com o
aumento da concentracdo do ligante, o tamanho médio pode aumen-
tar ainda mais, apresentando muiltiplas populacdes com uma delas a
aproximadamente 960 nm 58,

Potencial Zeta

O potencial zeta (ZP) é uma propriedade fisica exibida por qualquer
particula em suspensé&o. Pode ser usado para otimizar as formulagdes
de suspensdes e emulses. Um potencial zeta minimo de -30,0 mV
é essencial para uma boa estabilidade*”%. AuNPs produzidas pela
reducéo do acido clorodurico por meio de citrato de sédio resultam em
um valor médio de ZP de -34,9 mV®°; AuNPs produzidas por meio de
sintese verde usando o extrato Eclipta prostrata resultaram em um valor
de -17,4 mV 326", Esses valores indicam que as moléculas de cobertura
presentes na superficie de AUNPs sdo compostas, principalmente, de
grupos carregados negativamente e conferem estabilidade moderada
as nanoparticulas.

Emissao de Fluorescéncia

Quando uma molécula absorve um féton na regido ultravioleta ou visi-
vel (UV-Vis) (190 - 800 nm), ocorre uma transicéo eletrénica dentro
da molécula. Essa transicdo envolve a transferéncia de um elétron do
estado fundamental singleto (S,) para o estado excitado singleto (S,).
O retorno da molécula para o estado fundamental pode ocorrer de trés
maneiras distintas: por desativacgéo colisional, fluorescéncia ou fosfo-
rescéncia. O mecanismo de fluorescéncia envolve o retorno do elétron
do estado excitado singleto ao estado fundamental acompanhado pela
emissédo de um féton de energia mais baixa (maior comprimento de
onda) que o féton absorvido; a perda de energia é devida ao relaxa-
mento vibracional enquanto no estado excitado %'

O espectro de fluorescéncia das nanoparticulas de ouro pode ser medi-

do por meio da excitagdo da amostra com comprimento de onda de
308 nm e o monitoramento do pico de fotoluminescéncia que apare-

25



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

ce, aproximadamente, em 423 nm, permitindo inferir o tamanho das
nanoparticulas (Figura 11-A). A incidéncia da luz em 308 nm leva a
excitacdo do plasmon de superficie, assim como dos elétrons do nivel
energético d. Além disso, em andlises quantitativas com tamanho fixo
de AuNPs, a intensidade de fluorescéncia do espectro aumenta linear-
mente com o aumento da concentracdo com correlagéo de R?= 0,995
(Figura 11-B). Assim, podemos dizer que a intensidade da banda de
emisséo de fluorescéncia é dependente da concentragdo e do tamanho
da particula®.

Figura 11: (A) Espectro de emissédo de fluorescéncia de uma solugéo
de AuNPs; (B) Pico de emissdo de fluorescéncia para AUNPs com 10

nm de diametro em diferentes concentracdes

X
350000 4 © 1
A /«-\. AuNPs E 2501 B AuNPs 10 nm
300000 / \ —— 10nm = — 0,5x10°M
f \ 20 nm S 08x10°M
250000 / \ 50 nm @ TN 1,0x10°M
£ / \ g ™ 7\ —— 25x10°M
g 200000 4 x \\ T el / \ 10x10° M
] / \ @ / \
£ 150000 / \ © / \
s / \ o 10 \
O 10000 4 / \ © | 15/ \
/ \\ 5 ® /c‘/ “\,\ N\
B - / |
B~ _ 2 o & SN
—— 2 =
1 =
o -_— 01
350 400 450 00 550 350 400 450 00 550
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: adaptada de Abdelhalim, M. (2012)%2,

Espectroscopia na regidao do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR é uma técnica amplamente utilizada para investigar os pos-
siveis grupos funcionais envolvidos na formagéo de AuNPs, que d&o
origem as assinaturas bem conhecidas na regiéo Infravermelho (IV)
do espectro eletromagnético. Os espectros de FTIR para as AuNPs
sdo diretamente dependentes de seus precursores (citrato, luminol,
extratos de plantas, fungos e outros agentes redutores)®.
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Diversos autores 2-30:32.52.63.64tam relatado que a redugdo de ions ouro
estd intimamente relacionada a presenca dos grupos funcionais carbo-
xilico, amina, fosfato e hidroxila?®. Esses grupos atuam como agentes
redutores para a redugdo do ion metdlico para nanoparticulas meta-
licas. Especialmente a conversdo do grupo CO dos terpenos para o
grupo —COOQO pode ser responsével pela redugdo de Au+ para Au0%°,

Na Figura 12, é apresentado o espectro de FTIR do latex da Euphorbia
tirucalli, que simplificadamente neste trabalho é chamado de Eufol, na
mesma figura é apresentado o espectro das nanoparticulas de ouro
(AuNPs) produzidas por meio de uma reagéo de redugdo ocasionada
por este latex. Durante o processo de producdo das AuNPs, o reco-
brimento da superficie das particulas por compostos antioxidantes
do tipo flavonoides e polifendis provenientes do Eufol aumenta sua
estabilidade 64. Esse processo de reducdo é acompanhado pelo des-
locamento do pico no nimero de onda de 3.419 cm™ para 3.400 cm™,
o qual é atribuido a vibrag6es de estiramento do grupamento hidroxila
(vOH). Um comportamento semelhante é observado com o desloca-
mento de 1.456 para 1.419 cm™ em decorréncia das deformagdes de
flexdo do grupamento metileno (8CH) e estiramento da ligag&o C-C®%.
Outros grupamentos funcionais que desempenham papéis importantes
na producéo e estabilizacdo de AuNPs sdo as aminas priméarias (vNH)
e carbonilas (vC=0), que se encontram extensamente presentes em
compostos polifenélicos. No espectro de FTIR, destacam-se também
as vibragdes de estiramento do grupo funcional alcano (v,CH,), que
ocorre na regido de 2.972 cm”, e do grupo amida primdria com suas
bandas em 1.617 cm™ (vC=0) e 1.405 cm-1 (3CH).
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Figura 12: Espectro de FTIR de nanoparticulas de ouro com latex de
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Fonte: Lunardi, C.N. (2018) &,

Espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS)

A espectroscopia Raman intensificada por superficie aumenta o espa-
lhamento Raman de moléculas adsorvidas na superficie de metais,
sendo efetiva para o estudo das propriedades de superficie interfa-
ciais, como a interacdo de biomoléculas com a superficie de metais®®.
Os processos de modificagdo quimica das superficies podem ser
relevantes para estabilizar o substrato, criar afinidade especifica com
o objeto de estudo, servir de padrdo para medidas quantitativas e
melhorar a reprodutibilidade?: %67, O fator contribuinte dominante para
a intensificacdo do espalhamento Raman € o efeito de Ressonancia
Plasmonica de Superficie (SPR), que as nanoparticulas metdlicas apre-
sentam. Esse efeito é abordado, preferencialmente, nas nanoparticulas
de metais nobres como o ouro e a prata por serem estdveis no ar e
apresentarem SPR nos comprimentos de onda mais utilizados para
andlises de Raman™. A intensificacdo do espalhamento Raman pode
chegar a ordem de magnitude de 10" vezes comparado com o sinal
fraco inerente das moléculas, sendo dependente do tamanho e forma
das nanoparticulas de ouro™. Na Figura 13, observa-se um exemplo de
caracterizagdo por meio da técnica de Raman apresentando o efeito

28



CAPITULO 1: NANOPARTICULAS DE OURO: METODOS CLASSICOS DE OBTENGAO E CARACTERIZAGAO

SERS da associagdo de corante e DNA a superficie de nanoparticulas
de ouro, amplificando o sinal de Raman e permitindo o uso desta como
sensores,

Figura 13: Espectros Raman de oligonucleotideos de DNA modificado
cy5 puro (sem nanoparticulas de ouro, preto) e nanossondas Au

(nanoparticulas de ouro conjugadas com oligonucleotideos DNA cys5,

vermelho)
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Eletroquimica

A caracterizagdo eletroquimica é uma técnica utilizada, geralmente,
quando se quer avaliar a atividade de um sensor ou de algum substrato
condutor apds a sua modificagdo. A voltametria ciclica é importante
para obter informacgdes sobre o potencial redox e as rea¢des eletro-
quimicas de solucdes de analitos. Nessa técnica, a voltagem é medida
entre o eletrodo de referéncia e o eletrodo de trabalho, enquanto a
corrente é medida entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar. As
medidas obtidas sdo inseridas em graficos de corrente vs. voltagem,
obtendo um gréafico conhecido como voltamograma. Durante o pro-
cesso ciclico, parametros importantes a serem avaliados s&o os picos
catddicos e anddicos, e, quando houver correspondéncia entre eles,
o grafico fornece informagd&es sobre a reversibilidade da reacdo*:. A
velocidade de varredura é um fator critico, pois sua variacédo produz
resultados diversos correspondentes devido a necessidade de tempo
para que as reagdes quimicas ocorram de forma significativa® ® 73,
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Nanoparticulas de ouro podem ser diretamente eletrodepositadas em
eletrodos, tornando o processo eletroquimico multifuncional, ou seja,
a técnica eletroquimica é utilizada para a modificagdo com AuNPs e
posterior caracterizagdo do material condutor. A modificacdo do ele-
trodo com AuNP geralmente consiste em um processo de nucleagéao
e crescimento divididos em duas etapas eletroquimicas de diferentes
potenciais. A etapa de nucleacgdo é tipicamente realizada em poten-
cial mais elevado determinando a uniformidade e a distribuicdo das
AuUNPs, e o crescimento em um potencial menor determina precisa-
mente o tamanho das nanoparticulas até sua coalescéncia 28374, Por
exemplo, Eletrodos Interdigitados de Carbono nanométrico (EIC) foram
recobertos com AuNPs, de diametro entre 90 nm €150 nm (Figura 14
D ,E), em duas etapas de eletrodeposi¢cdo: primeiro uma polarizacéo
direta de -0.9 V vs. Ag/AgCl é aplicada por 20 s promovendo a nuclea-
¢cdo uniforme, seqguida da aplicagdo de uma polarizacéo reversa mais
baixa de -0.7 V vs. Ag/AgCl por 40 s, para controlar o crescimento e,
consequentemente, o tamanho das AuNPs. O tempo de cada etapa
deve ser otimizado de acordo com a aplicacédo desejada. Tamanho, uni-
formidade e densidade das nanoparticulas de ouro tendem a aumentar
juntamente com o tempo de crescimento, que deve ser limitado para
impedir a coalescéncia das AUNPs*: 7,

A presenca de AuNPs pode ser determinada por meio da andlise e
da comparagédo do perfil do voltamograma ciclico antes e depois da
funcionalizac&o do substrato. Essa etapa de caracterizagédo pode ser
realizada em solugé&o de eletrdlito suporte (H,SO,, 0,5 molxL") ou em
solug&o com par redox como [Fe(CN)6]*/[Fe(CN),]* em 0,1 molxL™" de
KCl, que amplifica o sinal de corrente assegurando a sensibilidade do
sensor 7. A Figura 14 A mostra a diferenga entre o sinal eletroquimico
dos sensores EIC e AUNP/EIC. A corrente é medida em microampere
(nA) e o potencial é varrido de 0,0 a 0,6 volts com velocidade de 50
mVxs'. A intensidade da corrente é maior na presenca das AuNPs
devido ao aumento de transferéncia eletrénica que o ouro proporciona
na superficie, e o potencial de separagéo entre os picos catddicos e
anddicos diminui de 190 mV para 85 mV. Os picos de corrente em rela-
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¢do ao potencial sdo dependentes da velocidade de varredura, como
evidenciado na Figura 14 B, e a relagéo do pico de corrente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura exibe um grafico com relagéo

linear (Figura 14 C), sugerindo um processo de difusdo controlada
quasi-reversivel 45,

Figura 14: (A) Voltamograma ciclico de EIC e AUNP/EIC em 10 mM
[Fe(CN),]* em solug&o de 0,1 molxL" de KCl com velocidade de
varredura de 50 mVxs™. (B) Voltamograma ciclico de AUNP/EIC em
10 mM [Fe(CN),]* em solug&o de 0,1 molxL" de KCI com velocidade
de varredura variavel, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mVxs"
(curvas a - j respectivamente). (C) Relacéo entre o pico de corrente e
a raiz quadrada da velocidade de varredura. Imagens de Microscépio

Eletronico de Varredura (MEV); (D) EIC, e (E) AUNP/EIC
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Fonte: adaptada de Rocha F.S (2015) ™ e Sharma D. (2017) .

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises de MEV apresentam uma indicacéo clara sobre a forma
e o tamanho das nanoparticulas (Figura 15). As AUNPs mostradas
apresentam dimensdes variando entre 25 nm e 40 nm, e essas parti-
culas apresentam formatos esféricos, bastdes, estrelas e triangulo. Na
literatura, também sdo descritas AuNPs no formato de discos, prismas
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e outros®. Para se controlar a forma e o tamanho dessas particulas,
utilizam-se alguns agentes de controle, tais como surfactantes orga-
nicos, entre eles o brometo de hexadeciltrimetilamoénio (CTAB), cloreto
de hexadeciltrimetilaménio (CTAC); polimeros como polivinilpirrolidona,
(PVP), poli (cloreto de dialildimetilamonio) (PDAC) e polietilenimina
(PEI); sais inorganicos como nitrato de prata (AgNO,), bem como molé-
culas ou ions pequenos, por exemplo citrato.

Figura 15: Nanoparticulas de ouro observadas pela técnica de

microscopia eletrdnica de varredura. As particulas mostraram forma

esférica, bastdes, estrela e tridangulos. Escala de magnificagdo
20,000x%

Fontes: Sotnikov, D. (2015), Salinas, K. (2014), Satija, J. (2010),
Liebig, F. (2016)77.
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Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS ou
EDX)

A andlise de EDS é conduzida para determinar os elementos presentes
nas particulas. Trata-se de uma técnica de microandlise quimica utili-
zada em conjunto com a microscopia eletrénica de varredura (MEV). A
andlise qualitativa envolve a identificagcdo das linhas no espectro e é
bastante direta, devido a simplicidade dos espectros de raios X 454, A
andlise quantitativa (determinacéo das concentracdes dos elementos
presentes) implica a medicdo das intensidades das linhas para cada
elemento na amostra, para os mesmos elementos nos padrdes de cali-
bragdo de composicédo conhecida.

O pico de adsorcéo 6ptica observado em aproximadamente 2,30 keV
é atribuido a adsorcdo de nanocristais de ouro devido a ressonancia
plasmonica da superficie. No caso do precursor biolégico Withania
somnifera, foram observados sinais de 4&tomos de ouro fortes em torno
de 2,30; 8,10; 9,40 e 11,30 keV . Na Figura 16, observa-se o mesmo
pico quando nanoparticulas sdo associadas a flavonoides (FAUNPS)
derivados de extrato retirado das folhas de B. lycium .

Figura 16: Perfil de EDS de nanoparticulas de ouro
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Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

O microscopio eletronico de transmissdo é uma ferramenta muito pode-
rosa para a ciéncia dos materiais. Essa tecnologia pode nos informar
sobre a estrutura, cristalizacdo, morfologia e estresse de uma subs-
tancia. Nessas técnicas de MET e MEV, é amplamente considerado
o padrdo ouro para a caracterizacdo de nanoparticulas. A principal
diferenca entre as duas técnicas é a maneira como as imagens das
nanoparticulas sdo resolvidas. O MEV produz imagens 3D precisas
de particulas na dispersdo enquanto o MET produz imagens 2D que
requerem interpretacgdo adicional 2.

Materiais como virus, nanoparticulas ou agregados de polimeros dificil-
mente requerem qualquer preparagdo. No caso de estruturas maiores,
estas sdo geralmente cortadas em se¢des finas (<100 nm) para torna-
-las transparentes para o feixe de elétrons. Como pode ser observado
na Figura 17, a andlise indicou AuNPs esféricas e monodispersas com
tamanho entre 15 nm e 30 nm 353,

Figura 17: Nanoparticulas de ouro. (A) Histograma de distribuicéo de
tamanho de particula; (B) Uma imagem de nanoparticulas de ouro a

partir da micrografia eletrénica de transmisséo

>
w

Percentual de nanoparticulas, %

Didmetro (nm)

Fonte: adaptada de Sotnikov, D. (2015) ™.
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3. Consideracdes Finais

Estudos envolvendo nanoparticulas de ouro (AuNPs) vém contribuindo
de forma significativa para o campo da nanotecnologia, que € evi-
denciado a partir de suas inUmeras aplicag6es existentes e de muitas
outras importantes que podem ser esperadas em um futuro préximo.
As AuNPs existem h& muito tempo, mas, nas duas Ultimas décadas,
as suas aplicacdes dispararam devido ao avango das ferramentas
analiticas em nanoescala.

Como foi destacado neste capitulo, as AUNPs podem ter sua superficie
facilmente modificada, permitindo o seu uso em diversas aplicacoes,
tais quais: na construcdo de biossensores, sistema de liberacéo gra-
dativa de farmacos, lubrificantes, células solares, catdlise e outros
campos interdisciplinares da fisica, quimica, biologia, medicina e cién-
cia dos materiais.

Um esforgo considerdvel tem sido dedicado as técnicas de sintese para
construir nanoestruturas de ouro com uniformidade de distribuicéo
espacial e estabilidade melhoradas. Essas particulas sdo sintetizadas
convencionalmente por meio dos métodos de Turkevich, Brust-Schiffrin
e outros, e mais recentemente tem-se preferido a utilizagdo de méto-
dos verdes, pois eles sdo reprodutivos, eficientes e ecoldgicos. Esse
método de sintese favordvel ao meio ambiente para AuNPs pode ter
um grande potencial na producdo em grande escala para atender a
crescentes demandas comerciais e industriais por esses materiais nos
campos de entrega biomédica, farmacéutica, cosmética, alimenticia
e medicamentosa.
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CAPITULO 2
Nanoemulsdes: Preparacao,
Caracteristicas e Estabilidade

Lucas C. Silva'?, Leonardo O. B. Silva'?, Graziella A. Joanitti"?"

1. Nanotecnologia e nanoemulsdes

A nanotecnologia é a ciéncia, engenharia e tecnologia conduzidas na
escala nanométrica (10° m), em que muitas propriedades quimicas,
fisicas e mecanicas dos materiais mudam significativamente. Ao estu-
dar as propriedades que regem a escala nanométrica, pode-se, entao,
pensar em outras formas de utiliza-las para desenvolver novas tecnolo-
gias'. Nesse contexto, os nanocarreadores s&o materiais nanométricos
que podem realizar o transporte de miultiplos fadrmacos, agentes de
imagem efou compostos bioativos. Eles possuem uma elevada drea de
superficie/volume e s&o utilizados para aumentar a concentragéo de
farmacos em determinado local, promovendo a liberagéo sustentada
destes e minimizando sua degradacéo'. Dentre os nanocarreadores
mais estudados, podem-se citar nanoparticulas poliméricas, nanotubos
de carbono, nanoparticulas de ouro e nanocarreadores baseados em
lipidios, tais como lipossomas e nanoemuls&es?.
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As nanoemulsdes sdo um tipo de nanoparticula que séo dispersdes
coloidais de liquidos imisciveis, do tipo 4gua em 6leo (A/O) ou éleo
em dgua (O/A), estabilizadas por um surfactante que contribui para
a manutencdo do tamanho e propriedades em nanoescala (10° m). A
adicdo de um surfactante é necessaria para a formac&o das nanogo-
ticulas, uma vez que essa molécula diminui a tensédo interfacial, isto
€, a energia superficial por unidade de area entre as fases de 6leo e
de dgua. Além disso, pode desempenhar um papel estabilizante para
as nanoemulsdes, por meio de interacdes eletrostaticas repulsivas's.
Sao sistemas com notdria estabilidade cinética e instabilidade termo-
dindmica. Em outras palavras, apresentam resisténcia a mudancas
fisico-quimicas no meio (pH, temperatura, presséo, diluicdo); porém,
suas fases se separardo e formardo um complexo heterogéneo com o
passar do tempo (geralmente na ordem de anos). A Figura 1 apresenta
uma representacdo esqueméatica dos sistemas de nanoemulsdo O/A
e AJO:

Figura 1. Representacgdo esquemadtica de nanoemulsdes 6leo em dgua
(O/A) e &gua em 6leo (A/O), em que a parte amarela representa a fase
oleosa, e a parte azul, a fase aquosa. As caudas apolares do agente
tensoativo ficam sempre voltadas para a fase oleosa, devido as suas

caracteristicas lipofilicas

Cauda apolar

A/O

Cabega polar

Fonte: elaborada pelos autores.
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Tais sistemas apresentam diversas aplicacdes na agricultura como
alternativa ao uso de agroquimicos, proporcionando a criagédo de
nanodispositivos e nanobiossensores para a manipulacdo genética e
identificagcdo de residuos de tais compostos em plantas*®. Seu uso na
industria alimenticia se d& a partir da nanoencapsulagdo de nutrientes
para protecdo contra oxidagado, variagdo de pH e retengdo de ingredien-
tes volateis*; e na industria farmacéutica, como sistemas carreadores
de moléculas para que ocorra melhor biodistribuicdo e acimulo das
goticulas no alvo de interesses*. Também podem ser utilizadas para
carrear medicamentos por meio de barreiras compostas por células
ou tecidos, como a barreira hematoencefdlica, devido ao seu tamanho
reduzido*. Essas nanoestruturas também podem ser aplicadas no com-
bate ao cancer. Um dos problemas presentes na forma tradicional de
tratamento (quimioterapia) é o desenvolvimento de células tumorais
resistentes aos medicamentos”'?. Segundo Minko e colaboradores
(2013), essa resisténcia é adquirida por causa da baixa eficiéncia do
tratamento, que, muitas vezes, néo inviabiliza todas as células neopla-
sicas, favorecendo a proliferacéo das sobreviventes™. Para minimizar
o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos, tem se estudado
a utilizagdo de nanoestruturas a base de éleo para encapsular os qui-
mioterapicos, visando aumentar sua efetividade* e seu direcionamento
para células tumorais, por exemplo™ .

1.1 Nanoemulsdes X Microemulsdes

Na literatura, ainda existem divergéncias de conceitos em relagdo a
definicdo e a classificagdo de nanossistemas em nanoemuls&o ou
microemuls&o. Apesar de ambos os sistemas serem dispersdes coloi-
dais, hd uma clara diferenca entre eles. Nanoemulsdes sdo sistemas
na escala nanométrica (20 nm a 500 nm) com notdria estabilidade
cinética e instabilidade termodinamica. Isso quer dizer que, passado
um determinado periodo, o sistema apresentard duas fases (instabili-
dade termodinamica). Em contrapartida, as microemulsdes (10 nm - 100
nm) apresentam estabilidade termodinamica e relativa sensibilidade
a mudancgas fisico-quimicas (pH, temperatura, presséo, adi¢éo de sol-
vente, diluicdo) que afetam diretamente sua estabilidade cinética'?.
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Outra grande divergéncia entre nanoemuls&o e microemuls&o € a uti-
lizagdo de diagramas de fase pseudoterndrios para suas formulagdes.
Por meio desse diagrama, € possivel identificar os componentes mais
adequados e suas proporcdes relativas para a obtencéo de sistemas
termodinamicamente estdveis'®. Geralmente, séo apresentados com
variagOes de quantidade de fase oleosa, fase aquosa e surfactante.
Tal diagrama é adequado para a obteng&o de microemulsdes. Porém,
considerando-se as caracteristicas de uma nanoemuls&o do tipo éleo
em agua, por exemplo, o uso desse diagrama para sua formulacéo
se tornaria inadequado. Dentre todos os componentes presentes na
nanoemulsdo, apenas a variagdo de dois deles, dleo e surfactante,
pode impactar diretamente as caracteristicas fisico-quimicas do sis-
tema. Ou seja, uma nanoemulsdo do tipo OfA n&o é expressivamente
afetada pela variagdo de dgua no sistema’34,

1.2 Nanoemulsodes: fase, aquosa, fase oleosa, surfactante e
superficie

Este tépico visa abordar aspectos relativos as fases que comp&em
uma nanoemulsdo (aquosa e oleosa), bem como as caracteristicas
dos surfactantes e cossurfactantes empregados para a estabilizagédo
desse nanossistema. Informacdes sobre as possibilidades de mudan-
cas na superficie de nanogoticulas presentes em uma nanoemuls&o
também serdo comentadas.

1.2.1 Fase aquosa

A fase aquosa utilizada no preparo de uma nanoemulsédo também pode
conter uma variedade de outros componentes polares, incluindo cos-
solventes (tais como &lcoois e polidis), carboidratos, proteinas, mine-
rais, acidos e bases'. Em emulsdes do tipo A/O, é possivel incorporar
farmacos com afinidade hidrofilica no interior de suas nanogoticulas.
Essa agregacéo ja foi demonstrada para farmacos direcionados ao
tratamento de doencas cerebrovasculares, por vias orais e intranasais,
aumentando sua biodistribuicdo e biodisponibilidade' ™.
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Quando utilizada como fase continua, a fase aquosa torna-se vulne-
ravel a contaminacdes e desestabilizagdo. Para minimizar tais efeitos,
podem ser incorporados agentes conservantes, reguladores de pH e
agentes de tonicidade na composigéo da fase aquosa. E o caso de
emulsdes parenterais, em que a fase aquosa deve ser isosmdética ao
sangue. Isso é obtido com a adicdo de aditivos, como eletrdlitos (cloreto
de sédio), glicerol, dextrose e sorbitol. Além disso, a escolha de agen-
tes antimicrobianos é determinante para minimizar a contaminagéo e
contribuir para a manutencéo da estabilidade das formulagées™. O pH
da nanoemulsdo também indica estabilidade e aplicabilidade para as
vias parenteral e oftdlmica. Emulsées injetaveis devem manter o pH
compativel com seu local de aplicag&o™".

1.2.2 Fase oleosa

Diversos 6leos (sintéticos ef/ou naturais) podem, potencialmente, ser
utilizados para compor a fase oleosa de uma nanoemuls&o. Antes de
selecionar o 6leo, é importante conhecer sua composigdo e seus para-
metros fisico-quimicos, uma vez que tais caracteristicas podem influen-
ciar diretamente no tamanho e na estabilidade da nanoemulsao final'.

Tratando-se de nanoemulsdes do tipo O/A, a fase oleosa forma um
compartimento de cardter hidrofébico no interior de cada nanogoti-
cula. Neste contexto, o 6leo pode desempenhar um papel importante,
como o de acondicionar um farmaco ou composto bioativo no interior
do nanossistema. Posteriormente, esse composto pode ser utilizado
em aplicagGes nutricionais, biomédicas ou cosméticas. Dessa forma,
a escolha do éleo para compor a nanoemulséo deve levar em consi-
deragéo a solubilidade do farmaco — que normalmente apresenta
caracteristicas lipofilicas — e a estabilidade do sistema. Normalmen-
te, o 6leo que tem potencial méximo de solubilizacdo para o fa&rmaco
a ser utilizado é selecionado para compor a fase oleosa do sistema,
favorecendo a incorporagéo da maior concentragdo possivel no interior
das nanogoticulas®™.
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Sabe-se que os triglicerideos de cadeia longa (TCL) e os triglicerideos
de cadeia média (TCM) tém sido bastante utilizados para fins de for-
mulagdo. Os TCL sdo compostos por dcidos graxos com mais de 12
carbonos em sua cadeia alifatica e s&do derivados de fontes vegetais,
como 6leos de soja, de ricino e de oliva. Os TCM sé&o obtidos pela
re-esterificacdo de &cidos graxos do 6leo de coco fracionados (princi-
palmente céprico e caprilico) com glicerina®™. Os TCM s&o mais faceis
de nanoemulsificar que os TCL, devido ao seu carater menos hidrofé-
bico, em funcéo de suas cadeias alifaticas mais curtas (entre 6 e 12
carbonos)'. Em contrapartida, a capacidade de dispersédo de compostos
lipofilicos geralmente aumenta com o comprimento e o grau de satura-
cdo da cadeia'?'. Dessa forma, a escolha da fase oleosa é frequente-
mente um equilibrio entre a sua capacidade de solubilizar o farmaco/
composto bioativo e a sua capacidade de favorecer a formagé&o de
nanogoticulas com as caracteristicas desejadas''®. E possivel utilizar,
ainda, uma mistura de dois ou mais dleos, a fim de obter caracteristicas
de solubilizacdo e emulsificagdo de interesse’2?°, Um exemplo citado
na literatura relata a obtencdo de nanoemuls&es estdveis a partir da
mistura de dleo de laranja e TCMs como fase oleosa?'. Outro exemplo é
a incorporagdo do resveratrol, um composto bioativo natural, em uma
nanoemuls&o. Apds o teste de solubilizacdo em diferentes matrizes
de 6leos, utilizou-se uma mistura de propilenoglicol e éleo de oliva, a
fim de favorecer tanto a solubilidade do composto nas nanogoticulas,
quanto a estabilizacdo do sistema nanoestruturado?.

Oleos derivados da biodiversidade brasileira também podem ser utili-
zados como componentes da fase oleosa de nanogoticulas. Tais 6leos
sdo amplamente estudados por sua composi¢do rica em moléculas
bioativas, como agentes antioxidantes e compostos fendlicos?®. Esses
componentes, além de importantes para a dieta, possuem atividades
bioldgicas, como o combate e a prevencéo de doengas (como o can-
cer, inflamacg&o), antitrombdticos, antiplaquetarios, antibacterianos,
cicatrizantes e antimutagénicos®-%’. A biocompatibilidade desses 6leos
de origem natural torna esse sistema uma alternativa promissora para
a administrag&o de diversos tipos de moléculas bioativas, que ja sédo
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parte da composicdo deles. Nesse contexto, a fase oleosa apresenta
tanto um papel estrutural, quanto um papel de atividade bioativa na
nanoemulsdo. Alguns exemplos sdo citados a seguir.

Nanoemulsdes a base de dleos da biodiversidade brasileira, como
6leo de buriti (Mauritia flexuosa), de pequi (Caryocar brasiliense),
de andiroba (Carapa guianensis) e de acai (Euterpe oleracea), foram
desenvolvidas com sucesso pelo Laboratério de Compostos Bioativos
e Nanobiotecnologia (LCBNano) da Universidade de Brasilia?-3°. As
formulagdes apresentaram nanogoticulas esféricas, monodispersas e
com diametro hidrodindmico na faixa de 80 nm a 250 nm, dependen-
do do 6leo utilizado. Considerando a riqueza de compostos bioativos
presentes nesses 6leos (ex.: carotenoides, compostos fendlicos, 4cido
oleico), estudos desse mesmo laboratério tém avaliado os efeitos de
tais nanoemulsdes em diferentes aplicagdes biomédicas. Por exem-
plo, em ensaios in vitro, nanoemulsdes a base de dleo de pequi e de
buriti reduziram significativamente a viabilidade de células de cancer
de mama (MCF-7)?2°, Uma redugdo similar também foi observada na
viabilidade de células de cancer de pele ndo melanoma (A431), quando
expostas a nanoemulsées a base de 6leo de andiroba®.

Nanoemulsdes a base de 6leos derivados da biodiversidade brasi-
leira s&o versateis e também permitem a incorporagéo de farmacos
ou outros compostos bioativos de interesse, visando incrementar a
atividade deles em uma determinada aplicac&o. E importante ressal-
tar, ainda, que a utilizagdo desses 6leos para o desenvolvimento de
nanoemulsdes é promissora e se configura como uma estratégia de
agregacéo de valor a biodiversidade brasileira, contribuindo para a
valorizagdo do produto nacional, extrativismo sustentédvel e preser-
vagdo das espécies nativas?®=°,

1.2.3 Surfactante

Como ja citado no inicio deste capitulo, a estabilidade das nanoemul-
sBes é mediada por emulsionantes ou surfactantes. A selecdo de um
surfactante apropriado (ou combinacg&o de surfactantes) é um dos
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fatores mais importantes a serem considerados para o desenvolvimen-
to adequado de uma nanoemulsdo. Os surfactantes sdo moléculas
que consistem em uma regido de cardter hidrofilica (denominada de
“cabeca”) e uma de carater hidrofébico (denominada “cauda”). Na
maioria dos casos, 0s grupos néo polares sdo hidrocarbonetos alifati-
cos, aliciclicos ef/ou aromaticos. Por outro lado, os grupos funcionais
polares contém heterodtomos, como oxigénio, nitrogénio e enxofre®'.

O desempenho funcional dos surfactantes depende das caracteristi-
cas moleculares de seus grupos de “cabeca” e “cauda”. Eles podem
apresentar diferentes estruturas moleculares, porque seus grupos
de “cabeca” podem variar em termos de dimenséo e carga elétrica,
enguanto seus grupos de “cauda” podem variar em niimero e grau de
saturacdo. A selecdo de um determinado surfactante deve levar em
conta o tipo de estrutura que precisa ser formada, custo, niveis de
uso, compatibilidade de componentes, estabilidade e facilidade de
utilizacao®.

Vérias formulagdes de nanoemulsdes empregam normalmente apenas
um tipo de surfactante. No entanto, ha casos em que uma combinagéo
de surfactantes é necessdria para diminuir a tenséo interfacial entre
agua e 6leo®**412, Pode-se utilizar, ainda, agentes cossurfactantes (por
exemplo, etanol e butanol) ou cossolventes (polidis, como propileno
glicol, glicerol e sorbitol) para reduzir a tenséo interfacial, controlar
o tamanho e incrementar a estabilidade das nanogoticulas de uma
nanoemulsdo'235-37,

Os surfactantes (Figura 2) podem ser classificados considerando-se
seus grupos de funcionalidade polar. A porgdo hidrofdbica €, frequen-
temente, uma cadeia de hidrocarbonetos, enquanto a porgéo polar
pode ser idnica (anidnica ou catidnica), anfotérica ou ndo idnica®.
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Figura 2. Diferentes tipos de surfactantes e suas estruturas.

Os surfactantes aniénicos contém um anion (A, carregado
negativamente) em sua cadeia de hidrocarbonetos. Os surfactantes
catidonicos contém um cétion (C*, carregado positivamente) em sua
cadeia de hidrocarbonetos. Os anféteros possuem um cétion e um

anion em suas extremidades, diferentemente do n&o idnico, que

possui carga neutra

Cadeia de hidrocarbonetos

7
AV VA VAN VAV VAN

A- C+
Anibnico Catidbnico

Anfétero Nio iénico

Fonte: elaborada pelos autores.

Os surfactantes sdo moléculas interessantes para o preparo de
nanoemulsdes porque a estrutura e o nimero de “cabecas” e “cau-
das” podem ser variados, independentemente. O balanco hidrofili-
co-lipofilico (HLB)3® € uma caracteristica muito util para a escolha do
surfactante mais adequado a determinada formulag&o, uma vez que
o nimero e a polaridade das “cabecas” na estrutura do surfactante
determinam se ele é soluvel em d4gua ou em 6leo. Esse conceito € apli-
cado pelo célculo do HLB. Surfactantes com valores elevados de HLB
estédo associados a facilidade de dispersdo em dgua e sdo Uteis para
preparar nanoemulsdes de 6leo em dgua. Em contraste, os surfactantes
com baixos valores de HLB s&o Uteis para preparar nanoemulsdes de
dgua em dleo. Ou seja, quanto maior o HLB, maior a hidrofilicidade do
surfactante, e vice-versa (Figura 3).

53



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

Figura 3. Representacdo esquemaética do balango hidrofilico-lipofilico

(HLB) de surfactantes

Cauda hidroféobica
f Cabeca hidrofilica

1

HLB BAIXO HLB ALTO

A porgdo lipofilica (hidrofébica) A porg¢do hidrofilica é dominante
¢ dominante

Fonte: elaborada pelos autores.

Em suma, é possivel moldar/controlar caracteristicas, como tamanho
e polidispersividade, de uma nanoemulséo, variando-se parametros,
como valores de HLB do surfactante e a concentracéo de cossolventes
e/ou cossurfactantes empregados. Entre varios surfactantes disponi-
veis no mercado, as lecitinas, os “poloxamers” e o polissorbato 80 sdo
os mais utilizados na preparagdo de nanoemuls&es*. Polietoxilados
derivados de 6leo de mamona (Cremophor®EL, Cremophor® RH 40 e
Cremophor® RH 60) também s&o utilizados em algumas formulacdes
comercializadas*'. As lecitinas sdo misturas complexas de fosfolipi-
deos extraidos da gema de ovo ou da soja, cujo componente mais
abundante é a fosfatidilcolina*?. Elas geralmente s&o utilizadas por
apresentarem notdvel biocompatibilidade; no entanto, dependendo do
método empregado para a preparacgdo desse tipo de nanossistema,
€ necessdrio acrescentar outro surfactante, a fim de obter nanogoti-
culas estaveis. O polissorbato 80, por exemplo, é bastante utilizado
com essa finalidade®.

1.2.4 Modificagoes na superficie das nanogoticulas

A superficie das nanogoticulas pode ser modificada, a fim de incre-
mentar sua estabilidade e melhorar sua interagdo com células/teci-
dos de interesse. Existem vérios tipos de ligantes que podem ser
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utilizados para tais modificagfes. Uma opgéo € a adigdo de polimeros
de polietilenoglicol (PEG) em sua superficie**. O PEG é amplamente
empregado como agente emulsificante e solubilizante. Utilizado nas
nanoemulsdes, age como cossurfactantes, diminuindo o tamanho das
goticulas do sistema. Além disso, algumas caracteristicas da camada
de PEG, tais como a sua espessura, densidade de superficie, grupos
funcionais e conformacéo, influenciam na forma como a superficie
das nanogoticulas interagird com outras moléculas no organismo®*.

A adicdo de polimeros hidrofilicos as nanoemuls&es, como polissor-
bato 80 ou derivados de PEG, ligados covalentemente a superficie de
uma nanogoticula, pode resultar no prolongamento do seu tempo de
circulacdo na corrente sanguinea e melhorar sua biodistribuicdo*-2. E
possivel, ainda, adicionar a superficie de nanogoticulas outras molé-
culas, que podem ser especificamente reconhecidas por determinados
receptores do organismo, como anticorpos e oligonucleotideos, para
atuarem no direcionamento desses nanossistemas a um tecido-alvo.
Por exemplo, Afzal e colaboradores (2016), que adicionaram folato a
cadeia de PEG incorporada na superficie de uma nanoemulséo, visando
a entrega especifica do quimioterdpico docetaxel para tratamento anti-
tumoral“®. Similarmente, Shiokawa e colaboradores (2005) mostraram
a modificagdo da superficie de nanoemulsdes com folato em baixas
concentracdes, para direciona-las a tumores®°.

A quitosana também pode ser utilizada como polimero de revestimento
de superficies de nanoemulsdes, sendo aminopolissacarideo linear
composto por unidades de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosami-
na unidas por ligacdes glicosidicas B- (1 — 4)5'. Recentemente, esse
polimero vem sendo utilizado como objeto de estudo para aplicagéo
em vdrios campos biomédicos, devido as suas caracteristicas biofar-
macéuticas interessantes, tais como: cardter catidnico, sensibilidade
ao pH, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade®2.
De forma geral, a quitosana € insoltivel em meio aquoso e na maioria
dos solventes organicos. Contudo, pode ser dissolvida em solugdes
de acidos fracos, sendo a solugdo de acido acético a mais empregada
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como solventeS?. Estudos recentes relatam que a interagdo celular de
nanoparticulas de quitosana é normalmente atribuida as interagées
eletrostéticas, devido ao carater catidnico da quitosana e as subes-
truturas da membrana celular, que possuem propriedades anidnicas®'.
Severino e colaboradores (2014) utilizaram quitosana como reves-
timento de nanoemuls&es a base de éleos essenciais de tangerina
para avaliar atividades antimicrobianas®. Em outro estudo, Sugumar e
colaboradores (2015) desenvolveram e caracterizaram nanoemulsdes
a base de dleo de eucalipto, utilizando diferentes métodos de prepara-
¢do e incorporando a quitosana nas suas superficies. Eles validaram a
utilizacdo do polimero em estudos de efeitos antimicrobianos dessas
nanoemulsdes para o tratamento de feridas®.

2. Nanoemulsoes: métodos de
preparacao

Para encontrar a composi¢do mais adequada no desenvolvimento de
uma nanoemulsao, é crucial investigar em quais valores da razéo entre
concentracdo de surfactante/éleo sdo formadas nanogoticulas estéa-
veis e com os diametros almejados®. Existe uma grande variedade de
métodos descritos para se obterem nanoemuls&es, como ultrassoni-
cacéo, emulsificagdo espontanea, homogeneizacdo a alta presséo,
inversdo de fases por temperatura (PIT), dentre outros. De modo geral,
os processos utilizados podem ser didaticamente classificados em duas
grandes classes: (i) de baixa energia e (ii) de alta energia, conforme
descrito a seguir.

2.1 Métodos de baixa energia

Nessa categoria de métodos, utilizam-se reagentes cujas concentra-
¢Oes e caracteristicas quimicas permitem produzir nanogoticulas por
meio de processos mais simples, como o uso de aquecimento e resfria-
mento, ou até mesmo com uma simples mistura dos componentes da
formulagéo, sem a necessidade de qualquer tipo de agitagdo mecénica,
por exemplo™.

56



CAPITULO 2: NANOEMULSOES: PREPARAGAO, CARACTERISTICAS E ESTABILIDADE

Um dos métodos citados na literatura é o da emulsificagédo esponta-
nea, que pode ocorrer devido a varios processos fisico-quimicos®®, os
quais ndo envolvem adicdo de energia, seja por meios térmicos, seja
por meios mecanicos. Esse processo pode ser facilitado a partir do uso
de um solvente organico. Komaiko e colaboradores (2015) produziram
nanogoticulas a base de 6leo de canola, peixe, semente de uva (dentre
outros), utilizando a técnica de “emulsificagdo espontanea”*’.

Outro método de baixa energia amplamente utilizado é o de emulsifi-
cacdo por inversdo de fases, que consiste na adigdo titulométrica da
fase aquosa a mistura de fase oleosa com o surfactante (chamada
fase organica), até que ocorra a inversédo de fase com a formacéo da
nanoemulsdo. A inversdo de fase por temperatura (PIT) é outro exemplo
de preparacdo por método de baixa energia, no qual uma mistura de
fase aquosa, fase oleosa e surfactante é aquecida até a temperatura de
inversdo de fases e rapidamente resfriada com a adicédo de dgua gelada
(sob agitac&o constante), resultando na formagao de uma nanoemul-
sdo do tipo OJA"256, Ostertag e colaboradores (2012) desenvolveram
nanoemulsdes a base de dleo de canola, éleo de semente de uva, éleo
mineral, 6leo de oliva, 6leo de laranja e éleo de amendoim a partir da
metodologia de PIT, por exemplo®e,

Os métodos de baixa energia apresentam vantagens, como praticidade
e simplicidade de preparo, sem a necessidade de utilizagédo de equipa-
mentos sofisticados para a obtenc&o das nanogoticulas. No entanto,
a razdo entre as concentracGes de surfactante/dleo €, geralmente,
maior que 1, nesse tipo de método, ou seja, é empregada no sistema
uma maior proporcéo de surfactante em relagdo a proporg¢éo de 6leo,
a fim de obter goticulas estaveis e de dimensdes nanométricas. Tal
caracteristica gera implicac®es, como o possivel aumento no custo
final da nanoemulséo, devido a necessidade do uso de mais surfactan-
tes, e também uma possivel toxicidade em sistemas bioldgicos, caso
a concentracdo de surfactantes necesséaria supere a concentracdo
maxima tolerada pelos organismos'e.
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2.2 Métodos de alta energia

Para se produzir uma nanoemulséo, é necessdria uma quantidade de
energia livre suficiente para vencer a tenséo interfacial entre dgua-
-6leo. Uma adaptacdo da Equacgéo de Gibbs® para a formacgéo de
nanoemulsdes é apresentada abaixo (equagdes 1 e 2):

AG =AH - SAT

Equacdo 1: Equacdo de Gibbs na forma integral.

AG = A(Ay) - SAT
Equagdo 2: Equacéo de Gibbs adaptada para a formacéo de
nanoemulsdes.

Na equacdo ajustada, tem-se A (area interfacial), y (tenséo inter-
facial), T (temperatura) e S (entropia). Por defini¢édo, para que uma
nanoemulsdo seja formada, é necesséario que o termo A(Ay) da equa-
¢do seja menor que o SAT. Em outras palavras, a energia interfacial
(interagdo entre as superficies oleosas e aquosas) ndo pode ser maior
que a prépria energia livre do sistema®¢%8. Dessa forma, mais energia
livre precisa ser utilizada no sistema para favorecer a formacéo das
nanogoticulas. Nos métodos de baixa energia, a energia livre advém
de processos fisico-quimicos envolvidos nas etapas de producgdo. Em
contrapartida, nos métodos de alta energia, a energia livre advém de
forcas mecanicas aplicadas no sistema (turbuléncia, cisalhamento,
cavitacéo). Portanto, os métodos dessa categoria envolvem o uso de
equipamentos como sonicadores, homogeneizadores de alta pressédo
e outros equipamentos, todos capazes de romper mecanicamente as
goticulas da fase dispersa, conferindo-lhes dimensées nanométricasse.
Dentre os principais métodos de alta energia, destacam-se a homo-
geneizagdo a alta pressado, a microfluidizacéo e a ultrassonicacao.

2.2.1 Homogeneizacao a alta pressao (HAP)

No processo de HAP, a mistura dos componentes de uma nanoemul-
séo (fase aquosa, oleosa e surfactante) é forcada contra uma cavida-
de (chamada “agulha”), gerando alta tens&o na estrutura do fluido,
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juntamente com cavitacgédo, resultando na disperséo das particulas.
Esse método tem a capacidade de gerar particulas de tamanhos pré-
ximos a 1 nm — dependendo das configurag®es do equipamento — em
razdo das forgas hidrdulicas, da turbuléncia intensiva e da cavitacéo,
gue agem em conjunto. Esse método pode ser utilizado tanto em escala
laboratorial, quanto em industrial5®5°,

A desvantagem da técnica é o alto consumo de energia, aumento da
temperatura da nanoemulsdo durante o processo e a dificuldade de se
gerarem nanoemulsdes em fluidos com viscosidade elevada® . Yuan
e colaboradores (2008) sintetizaram nanoemulsdes do tipo (O/A) por
esse método utilizando B-caroteno como componente da fase oleo-
sa, e obtiveram resultados satisfatérios quanto a estabilidade fisco-
-quimica das nanogoticulas obtidas. No entanto, os dados referentes
a estabilidade quimica ndo foram satisfatérios, considerando que a
molécula de B-caroteno foi suscetivel a degradacgédo durante longos
periodos de armazenamento®. Qian e McClements (2011) estudaram os
fatores que afetam o tamanho das particulas nessa metodologia com
nanoemulsdes a base de éleo de milho e concluiram que o tamanho
das nanoemuls&es pode ser controlado pelo nimero de passagens
pelo equipamento de homogeneizacdo e da pressdo estabelecida®.

2.2.2 Microfluidizacao

A técnica de microfluidizacdo consiste em forgar a passagem da mistu-
ra dos componentes de uma nanoemuls&o por uma camara constituida
por um sistema de microcanais sob alta pressédo. Nesse processo, a
eficiéncia da formacado das nanogoticulas é determinada pelo tempo
de processamento, formato da cAmara de microcanais e pressdo uti-
lizada'.

Com isso, é possivel determinar, com preciséo, o tamanho das nano-
goticulas e sua distribuigdo. Esse método pode ser usado tanto em
escala laboratorial, quanto em escala industrial. Schuh e colaboradores
(2018) produziram com sucesso nanoemulsdes catidnicas com indice
de polidisperséo inferior a 0,25 e diametro hidrodinamico na faixa de

59



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

(100-200) nm, utilizando esse método®?. Adicionalmente, Garcia-Mar-
quez e colaboradores (2017) foram capazes de sintetizar nanogoticulas
a base de 6leo de peixe com didmetro hidrodinamico de 155 nm e indice
de polidispersdo de 0,15 a partir dessa metodologia®.

2.2.3 Ultrassonicacao

A ultrassonicagdo é um método de alta energia, que faz uso de um
equipamento denominado sonicador, o qual emite ondas sonoras com
energia suficiente para interagir com o sistema e diminuir o tamanho
das goticulas das nanoemulsdes. A Figura 4 apresenta uma represen-
tacdo esquemédtica de um sistema de sonicacgéo.

A intensidade da sonicagédo, juntamente com o tempo de processa-
mento, é um parametro crucial que influencia o diametro e o indice de
polidispersdo das nanogoticulas®. Em geral, quanto maior a intensi-
dade de sonicagdo, menor o didametro das nanogoticulas.

Figura 4. Representacdo esquemaética de um sistema de sonicagéo,
com o banho de gelo (para evitar o demasiado aquecimento da

amostra) e aparato de isolamento acustico

Painel digital

Sonda

Amostra
Banho de gelo

Aparato de
isolamento acistico

Fonte: elaborada pelos autores.

A sonicacgdo é uma metodologia de obtengdo de nanoemulsdes por
alta energia bem estabelecida em escala laboratorial. Porém, as suas
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condicdes de operagdo podem ser inadequadas para farmacos ldbeis
e macromoléculas, pois acabam por aquecer as amostras, podendo
desestabiliza-las. Para tanto, faz-se o uso do banho de gelo, que reduz
os efeitos do aquecimento®. Walia e colaboradores (2017) encapsula-
ram vitamina D em nanoemulsdes a base de 6leo de peixe produzidas
por ultrassonicacgédo e concluiram que esse método é adequado para
a producdo de tais sistemas®®. Ao passo que Shamsara e colaborado-
res (2015) estudaram os efeitos da ultrassonicagdo na estabilidade
de nanoemulsdes de lactoglobulina. Seus resultados apontam que o
tempo de sonicacéo, juntamente com a amplitude, produz um impacto
direto na diminuicdo do tamanho de particula e no potencial zeta®®.

De modo geral, os métodos de alta energia costumam apresentar exce-
lentes resultados em relagdo a estabilidade e aos parametros fisicos
das nanoemulsdes (diametros e indices de polidispersdo menores),
mesmo empregando uma raz&o entre as concentragdes de surfactante/
6leo geralmente menores que 1%¢. Algumas limitagdes consistem no
aquecimento das amostras devido a liberacdo da energia na forma
de calor e ao custo de manutencéo e de operacgdo dos equipamentos
a longo prazo™.
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3. Estabilidade de nanoemulsoes

A verificacdo da estabilidade de nanoemulsdes é fundamental desde
seu processo de obtengdo, armazenamento até aplicagéo. Varios para-
metros podem ser utilizados para avaliar tal estabilidade, como aspec-
to macroscépico, o diametro hidrodinamico, indice de polidisperséo,
potencial zeta, pH, oxidac&o, dentre outros.

A aparéncia (aspecto macroscépico) de uma nanoemulsédo pode ser
caracterizada considerando-se a homogeneidade, a opacidade e a
cor%¢¢7_ Uma nanoemulsdo estdvel apresenta aspecto visual homo-
géneo porque as nanogoticulas estdo uniformemente distribuidas no
sistema. Adicionalmente, quanto menor for o tamanho das nanogoti-
culas, menos opaca serd a nanoemuls&o®°.

O diametro hidrodinamico e o indice de polidisperséo (PDI) sdo parame-
tros importantes de serem monitorados ao longo do tempo. O didmetro
hidrodinamico refere-se ao diametro da nanogoticula, considerando-se
a camada de solvatacdo da 4gua em torno dela®%t. J4 o PDI é uma
medida dada no intervalo de 0 a 1, que fornece informacdes referentes
a homogeneidade da distribuicdo dos diametros das nanogoticulas,
ou seja, um PDI proximo de 1indica que o sistema consiste em nano-
goticulas de tamanhos muito diferentes entre si®56:64,

O potencial zeta de uma nanoparticula esté relacionado as cargas
presentes na sua superficie. Essa medida é diretamente influenciada
pela composicéo e pelo pH da nanoemuls&o®. A longo prazo, alteragdes
nesse parametro podem indicar mudancas de pH da nanoemulséo, o
que caracteriza um sinal de instabilidade. A determinacé&o do potencial
zeta também pode ser utilizada para estimar a estabilidade de uma for-
mulagdo por meio da probabilidade de interacéo eletrostatica entre as
nanogoticulas. Tal estimativa é baseada na teoria de atragédo e repulsédo
de cargas' e estabelece que o médulo do potencial zeta é diretamente
proporcional a repulséo eletrostatica entre as nanogoticulas; conse-
guentemente, a repulsdo entre nanogoticulas minimiza a coalescéncia
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(ver definicdo abaixo) entre elas e é um indicativo de estabilidade
do sistema'?. E importante ressaltar que nanoemulsdes com valores
de potencial zeta préximos de zero também podem ser consideradas
sistemas estdveis, caso a coalescéncia entre as nanogoticulas esteja
sendo minimizada por moléculas presentes nas suas superficies, que
atuam promovendo um impedimento estérico e reduzindo as chances
de aproximagéo entre elas®®.

Nanoemulsdes sdo suscetiveis a processos de desestabilizacédo (sepa-
racdo de fases, por exemplo), uma vez que ndo apresentam estabi-
lidade termodinamica’". Tais processos ocorrem naturalmente em
fluidos constituidos por compostos de densidade muito diferentes
entre si, e sdo conhecidos como coalescéncia, maturacdo de Ostwald
e floculacao.

3.1 Coalescéncia

Neste processo, as nanogoticulas do sistema se unem, formando uma
goticula tnica e maior, causando a diminuigdo da area de contato entre
as fases continua e dispersa, podendo acarretar, entéo, a separacédo
total de fases. Durante o processo, a area interfacial diminui e, como
consequéncia, 0 mesmo acontece com a energia livre do sistema™. Ha
raz0es para acreditar que as nanoemulsdes sdo menos sujeitas a coa-
lescéncia apds a emulsificagdo, em comparagéo com as particulas de
diametros da ordem de micrémetros, uma vez que o tamanho reduzido
das nanogoticulas previne a deformacgéo destas e, consequentemente,
a coalescéncia®™.

3.2.Maturacao de Ostwald

Este efeito ocorre, principalmente, em nanoemulsdes com dispersédo
de diametros heterogénea (PDI préximo de 1), em que nanogoticulas
menores sdo incorporadas por goticulas maiores, levando a formagéo
de uma Unica gota ou separagéo de fases. Isso ocorre, pois ha diferen-
cas entre a solubilidade de goticulas de tamanhos diferentes, o que
favorece a condensacdo delas®7®,
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3.3 Floculacdo

O evento da floculagdo € caracterizado pela aproximacéo e unido de
nanogoticulas sem coalescerem, ou seja, mantendo a integridade indi-
vidual de cada uma quando em repouso®. A presenca e as propriedades
dos flocos podem ser medidas ao longo do tempo ou apds a nanoemul-
sdo ser exposta a condigdes ambientais particulares (como variacdes
no pH, forga idnica ou temperatura). A formac&o de flocos em uma
nanoemulsdo pode ser determinada diretamente ou indiretamente,
usando uma variedade de métodos analiticos, incluindo microscopia,
reologia e métodos de estabilidade gravitacional®.

3.4 Oxidacao

Nanoemulsdes séo sistemas compostos essencialmente por matrizes
lipidicas. Sabe-se que alguns compostos de carbono sofrem mudancas
estruturais com barreiras energéticas, que podem ser alcancadas até
mesmo em temperatura ambiente”. Tais mudancgas incluem a oxidagéo
foto/termoquimica e autoisomerizagdo. Oxidagdo € um conjunto de
reacdes quimicas que ocorrem entre um agente oxidante e um agente
redutor. De forma mais simples, diz-se que o agente oxidante é reduzido
(ganha elétrons), ao passo que o agente redutor é oxidado, perdendo
elétrons. Em situacdes considerando cadeias de atomos de carbono,
uma oxidac&o pode alterar a estereoquimica e a isomeria dos &tomos
ao criar ligacdes duplas, triplas ou mudar a posicdo dos ligantes de Z
(cis) para E (trans)™.

Todo lipidio pode sofrer oxidagéo se exposto a luz ou a variagdes muito
altas de temperatura. Portanto, infere-se que, similarmente, a fase
oleosa de nanoemuls@es pode se tornar instdvel e sofrer iniimeras
reacdes de degradagédo na presenca de calor, luz, metais, umidade e
oxigénio’8°. O monitoramento da oxidacao lipidica, também denomi-
nada de peroxidacdo lipidica, em nanoemulsdes, ao longo do tempo,
é um parametro pouco relatado na literatura, porém representa um
aspecto determinante na estabilidade desse tipo de nanossistema.
Silva (2017) e Silva (2018) estudaram a estabilidade de nanoemulsdes
a base de 6leo de pequi e éleo de buriti a longo prazo e mostraram que,
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mesmo que alteracdes nos paradmetros de diametro hidrodinamico e
PDI n&do fossem detectadas, a peroxidagéo lipidica estava ocorrendo,
especialmente quando as nanoemulsdes eram armazenadas expostas
a luz e a temperaturas préoximas de 37°C7#'. Ou seja, nesse caso, 0
monitoramento apenas do diametro hidrodindmico e do PDI n&o foi
suficiente para confirmar que aquelas amostras de nanoemulsées eram
estdveis. Diante disso, o conhecimento da estabilidade oxidativa de
uma nanoemuls&o é uma informagdo necessaria para se determinar a
melhor forma de armazenamento e seu prazo de validade em relacdo
as aplicacdes nutricionais, biomédicas ou cosméticas.

Métodos espectrofotométricos e cromatogréaficos podem ser emprega-
dos para o monitoramento da peroxidacéo lipidica. Em geral, métodos
colorimétricos sdo mais utilizados, por apresentarem reprodutibilida-
de e baixo custo®. E importante ressaltar que, muitas vezes, esses
métodos cldssicos precisam ser adaptados antes de serem utilizados
na determinacdo de peroxidagéo lipidica de nanoemulsdes. Por exem-
plo, para monitorar a peroxidacao lipidica em nanoemulsdes a base
de éleo de pequi, Silva (2017)™ precisou padronizar e estabelecer um
protocolo colorimétrico adaptado para nanoemulsées, baseando-se
no protocolo cldssico de deteccdo de peroxidagéo lipidica de Shantha
e Decker (1994)%.

De modo geral, as estratégias que visam controlar a estabilidade das
nanoemulsdes incluem alteragdes em parametros como temperatura
de armazenamento, forga idnica da fase aquosa, solubilidade e com-
posicdo dos reagentes da formulacdo e a concentracdo de surfac-
tantes e cossurfactantes®. Recomenda-se sempre buscar monitorar a
estabilidade das nanoemulsées produzidas, uma vez que tal avaliagédo
impacta diretamente o armazenamento, a comercializacéo e a garantia
de eficdcia desses nanossistemas no momento de sua aplicagéo.
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4. Conclusao

Neste capitulo, foram apresentados e discutidos aspectos sobre as
caracteristicas das nanoemulsdes e seus componentes, algumas meto-
dologias de preparacgdo e parametros de avaliagdo de estabilidade.
A partir dessas informacgdes, pode-se concluir que a nanoemulséo
é uma plataforma nanoestruturada robusta, cineticamente estavel,
produzida por metodologias relativamente simples e versateis em rela-
¢do a gama de possibilidades de variacGes que podem ser feitas na
sua composicéo, visando ajustd-la para uma determinada aplicagéo
de interesse. Mais estudos relacionados a preparagéo e a estabili-
dade das nanoemulsdes ainda estdo em andamento; no entanto, as
informacdes disponiveis até o presente momento ja evidenciam suas
potencialidades e as colocam no rol de plataformas inovadoras para
serem utilizadas em aplicac¢des nutricionais, biomédicas e cosméticas.
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CAPITULO 3
Lipossomas e suas aplicacoes

Jaqueline R. Da Silva™; Jaqueline V. Oliveira?; Victor Hugo S Araujo?

1. Introducao

Desde que foi descrito pela primeira vez pelo hematologista inglés
Alec Banghan', em 1965, o lipossoma tem sido desenvolvido como um
potencial sistema para carregamento de farmacos, e tornando-se parte
integrante de pesquisas e aplicag@es clinicas no campo da nanomedi-
cina?. Devido ao amplo desenvolvimento de matérias e tecnologia na
preparacéo de lipossomas, varios farmacos, biomoléculas e genes que
apresentavam implicag8es para uso clinico por problemas de estabi-
lidade, solubilidade e toxicidade podem ter seus indices terapéuticos
melhorados, principalmente, por meio de altera¢des na sua farmaco-
cinética e farmacodinamica®.

A formacg&o termodinamicamente estdvel, e a possibilidade de incorpo-
rar moléculas hidrofilicas e lipofilicas simultaneamente ou n&o, conferiu
aos lipossomas vantagens que viabilizaram a formulagé&o de diversos
farmacos que hoje estdo disponiveis para uso humano e em muitos
produtos que estdo sujeitos a ensaios clinicos*®. Dentre as vantagens

1. Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Animal - Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia,
Brasil - E-mail: sol.jaque@gmail.com
2. Programa de Pds-Graduagdo em Nanociéncia e Nanobiotecnologa - Instituto de Biologia, Univer-

sidade de Brasilia, Brasil.
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do uso de lipossomas, incluem-se: melhora da solubilidade dos far-
macos encapsulados; prevencéo da degradagéo quimica e biolégica;
melhora da eficdcia e indices terapéuticos por meio da redugéo da
toxicidade e de efeitos secundarios nédo especificos dos medicamentos
encapsulados; possibilidade de direcionamento especifico e eficiéncia
de entrega aos locais de acdo pretendidos pela conjugacéo a ligantes
de superficie especificos; e, compatibilidade com materiais biodegra-
déveis e ndo téxicos®®.

Estruturas em escala nanométrica estdo presentes na nossa alimen-
tagdo cotidiana; proteinas, polissacarideos e lipideos sdo exemplos de
polimeros que estdo em escala nanométrica®. A nanotecnologia vem
sendo utilizada na indUstria de alimentos com o intuito de aprimorar
caracteristicas organolépticas, aperfeicoar processos para o desen-
volvimento de produtos, no aumento do valor nutricional, inibigdo da
degradacdo de produtos e consequente melhoria no tempo de meia-
-vida destes, como também na detecgdo de patdgenos e substancias
téxicas'. A utilizacdo de lipossomas na industria de alimentos € uma
atividade emergente e se baseia em suas propriedades ja relatadas em
estudos de desenvolvimento, caracterizagdo e aplicacdo biomédica,
como estabilidade cinética, baixo custo para desenvolvimento e alta
biocompatibilidade .

2. Composicao Lipidica e Formacao
dos Lipossomas

Moléculas anfipaticas (fosfolipidios, colesterol e glicolipidios) sdo usa-
das na preparacdo de lipossomas, tendo como modelo a estrutura das
membranas biolégicas. Na tabela 1, temos uma lista dos principais
fosfolipidios e suas temperaturas de transicdo de fase (Tc), ampla-
mente revisada e discutida por Szoka & Papahadiopoulos®; e Walde
&Ichikawa'™. Além desses, o colesterol é utilizado para reduzir a per-
meabilidade da bicamada para ions e pequenas moléculas polares
tornando-a mais rigida.

78



CAPITULO 3: LIPOSSOMAS E SUAS APLICAGOES

Tabela 1 - Fosfolipidios usados nas preparagdes de lipossomas e suas respectivas
temperaturas de transigédo de fase (Tc)

Fosfolipidio Abreviagdo Tc (°C)
Fosfatidilcolina de Ovo EPC -15a-7
Fosfatidilcolina de Soja PCSoja -15a-5
1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina DLPC (C12:0) -1,8
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina DMPC (C14:0) 23
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina DPPC (C16:0) 41
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina DSPC (C18:0) 55
1-miristoil-2-palmitoilfosfatidicolina MPPC (C14:0,16:0) 27
1-Palmitoil-2-miristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina | PMPC (C16:0,14:0) 35

1 -Palmitoil-2-estearoil fosfatidilcolina PSPC (C16:0,18:0) 44
1-Estearoil-2-palmitoil fosfatidilcolina SPPC (C18:0,16:0) 47
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol DOPC (C18:1) -22
1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosforilglicerol DLPG 4
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3- fosforilglicerol DMPG 23
1,2-Dipalmitoilfosfatidilglicerol DPPG 41
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glycerol) DSPG 55
Dioleoilfosfatidilglicerol DOPG -18
Dimiristoil &cido fosfatidico DMPA 51
Dipalmitoil &cido fosfatidico DPPA 67
Dimiristoil fosfatidiletanol DMPE 50
Dipalmitoil fosfatidiletanol DPPE 60
Dimiristoil fosfatidilserine DMPS 38
Dipaimitoil fosfatidilserine DPPS 51
Distearoil esfingomielina DSSP 57
Dipalmitoil esfingomielina DPSP 41
Palmitoiloleoilfosfatidilcoline POPC -2,5
1-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina; SOPC 6,9

Fontes: Szoka & Papahadiopoulos (1980)% e Walde &Ichikawa (2001)™.

Como descrito e revisado por Ulrich' e Patil & Jadhav', a formagédo
dos lipossomas é devido ao cardter anfipatico dos fosfolipidios que
formam a bicamada, por meio de um processo de automontagem, que
envolve a energia da borda da bicamada lipidica, associada a cadeia
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hidrofébica do fosfolipidio quando exposta a dgua (energia de flexdo);
e a cinética do dobramento da bicamada devido as forgas hidrodi-
namicas do sistema (durante a hidratacéo) (Figura 1). A escolha do
lipidio e a concentragdo em quantidade de matéria de cada um dos
componentes na formagao do lipossoma podem promover alteracdes
como: separacdo de fases, assimetria, ndo formacgéo da estrutura de
bicamada e mudangas na composi¢éo da superficie externa; levan-
do ao desenvolvimento de vesiculas instaveis. A estabilidade fisica
dessas estruturas é determinada pelo comportamento coloidal e sua
capacidade em manter por longos periodos de estocagem o material
encapsulado em sua estrutura.

3. Classificacao e Métodos de
Preparacao dos Lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados, dependendo do método de
preparacgdo, como vesiculas multi -, oligo - e uni - lamelares, contendo
vdrias, poucas ou somente uma bicamada lipidica (Figura 1)7'2156,

Figura 1 - Representagdo esquematica de diferentes tipos de
lipossomas. MLV - Vesiculas multilamelar (diametro entre 0,5 um e 5
um); GUV — Vesiculas unilamelar gigante (diametro =1 um); LUV
- Grandes vesiculas unilamelares - (diametro entre 200 nm e 800 nm);
e SUV - pequenas vesiculas unilamelares, (diametro <100 nm). Figura

baseada nas referéncias de nimero 6, 7,12,15 e 16

Fosfolipideo

= Cabeca hidrofilica
Cauda hidrolobica o=

O O b Lipossoma Unilamelar Lipessomna Multilamelae

Fonte: elaborada pelos autores.
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Existem vdrias técnicas de preparagéo de lipossomas baseadas princi-
palmente na formagao e hidratagédo do filme lipidico, as quais incluem
o uso de procedimentos mecanicos (congelamento/descongelamento,
sonicagdo, extrusdo e microfluidizagdo), uso de solventes organicos
ou remocgao de detergentes (desidratacdo e hidratacéo); tipos, quan-
tidades e propriedades de cargas dos fosfolipidios; presenca de ions
no meio aquoso que promovem a formagéo de vesiculas mais estdveis
e com especificidade para determinadas biomoléculas e aplicagédo".

4. Lipossomas e suas aplicacdes na
medicina

Em 1995, foi langado no mercado americano o Doxi/® (Doxorrubicina
lipossomal) para o tratamento de pacientes com cancer de ovario e
sarcoma de Kaposi relacionado a sindrome da imunodeficiéncia adqui-
rida (AIDS), sendo este o primeiro produto lipossomal nanométrico a
obter aprovagdo regulamentar. Mais tarde, a NeXstar Pharmaceuticals
USA também desenvolveu um produto lipossomal com daunorrubicina
(DaunoXome®), que foi aprovado pela agéncia federal americana (Food
and Drug administration - FDA), em 1996, para o tratamento do sar-
coma de Kaposi associado ao virus HIV. Posteriormente, mais alguns
produtos tornaram-se disponiveis para o tratamento de vérios tipos
de cancer. Porém, embora o cancer fosse a drea mais amplamente
explorada em termos de produtos clinicamente aprovados usando os
lipossomas como carregador, formulagdes lipossomais também foram
desenvolvidas para o tratamento de outras doencas, além de se torna-
rem importantes sistemas carreadores no desenvolvimento de vacinas?.

A solubilidade e a eficiéncia de entrega aos locais de acdo das molé-
culas incorporadas nas formulagdes lipossomais sdo dependentes das
caracteristicas do tipo e da composigéo dos lipossomas aplicados; o
ndimero de bicamadas (lamelas), a adic&do de ligantes de superficie,
a liberagdo do farmaco do sistema, a internalizagdo dos lipossomas
pelas células do tecido, bem como caracteristicas fisico-quimicas que
podem influenciar a eficdcia terapéutica do farmaco*'¢°,
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4.1. Estratégias para entrega terapéutica de lipossomas
4.1.1. Lipossomas de longa circulagao

Mesmo que os lipossomas imitem a membranas biolégicas, geralmente,
possuem um tempo de meia-vida curto quando na corrente sanguinea
devido a sua rapida interagdo com as proteinas plasmaéticas e captura
pelos macréfagos do plasma levando a rapida degradagédo predominan-
temente no figado e no bago. Assim, surgiu a necessidade de desen-
volver lipossomas de longa circulagédo para melhorar a biodistribui¢éo
destes e, consequentemente, a retencdo dos farmacos nos tecidos. Em
algumas circunstancias, a absorc¢éo de lipossomas pelos macréfagos
é preferida quando eles s&o o alvo terapéutico, como em infecgbes e
doengas que afetam essas células. A primeira estratégia usada para
gerar lipossomas de longa circulacéo foi ajustar propriedades como
tamanho e carga de superficie das vesiculas baseado em mudancgas na
composicdo de seus constituintes (Figuras 2A e 2B). Os lipossomas
com tamanhos pequenos (50 nm) n&o sdo reconhecidos pelas células
do sistema reticuloendotelial (RES) quando comparados com os de
mesma composicdo, mas com tamanhos maiores (100 nm); pequenas
vesiculas unilamelares (SUV) permanecem mais tempo em circulacéo
que as vesiculas multilamelares de tamanhos maiores (MLV)'®-2",

A modificacdo de superficie dos lipossomas foi outra estratégia desen-
volvida para evitar a captura pelo RES. Inicialmente, foram utilizados
gangliosidios e derivados sialicos, como GM, (monossialogangliosi-
deo), para imitar a superficie da membrana dos eritrdcitos e, algum
tempo depois, polimeros hidrofilicos, como PEG (polietilenoglicol), com
capacidade de conferir aos lipossomas um limite estérico devido a sua
capacidade de formar uma camada superficial de carater hidrofilico,
melhorando a eficacia das moléculas [ agentes encapsulados, pela
reducdo da opsonizagéo in vivo por proteinas plasmaéticas ef/ou outros
componentes do soro e o ndo reconhecimento pelo RES??2, Isso ndo
apenas reduz a eliminagéo da droga, prolonga a circulagdo sanguinea
e promove o aciimulo nos locais-alvos, mas também atenua os efeitos
colaterais .
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Alvos terapéuticos que possuem estrutura e funcgdes alteradas geral-
mente costumam ser mais beneficiados pela entrega passiva dos lipos-
somas. Um exemplo disso s&o os tecidos tumorais, em que 0 processo
angiogénico é irregular, fazendo com que os vasos sanguineos sejam
formados de maneira incompleta e com arquitetura desordenada; apre-
sentando espagos maiores nas jungdes intercelulares (poros) que faci-
litam a permeabilidade de estruturas em escala nanométrica para o
intersticio do tumor. Como o processo de drenagem linfatica também
é irregular, essas nanoestruturas acabam retidas no intersticio tumoral
por mais tempo, promovendo a liberagéo do farmaco em seu alvo tera-
péutico. Esse efeito é denominado Efeito de Permeabilidade e Retengéo
aumentada (EPR). Também foi observada morfologia semelhante de
tecido com vazamento nos tecidos inflamados da doenca inflamatdria
intestinal e artrite reumatoide inflamatdria?®2s.

As formulagdes comercialmente disponiveis a base de lipossomas se
aproveitam dessa distribuicdo passiva melhorada para locais de agéo
preferidos. Porém, em algumas situagdes, os lipossomas decorados
com PEG se concentram numa &rea-alvo pelo efeito EPR, mas sdo
incapazes de libertar eficientemente o farmaco. Foi também observado
que esse revestimento pode inibir o escape endossomal dos farmacos
apds endocitose pelas células. Assim, uma distribuicdo homogénea
dos lipossomas ao longo do tumor também pode néo ser possivel. Uma
exigéncia estratégica aprimorada para a entrega de medicamentos a
um local-alvo resultou no desenvolvimento do direcionamento ativo
de drogas, oferecendo, assim, a possibilidade de um direcionamento
mais especifico?” 28,

4.1.2. Lipossomas para Direcionamento ao local de acao

Os lipossomas conjugados a ligantes (Figuras 2C, 2D e 2E) com obje-
tivo de promover uma entrega direcionada in vivo oferecem um vasto
potencial para a entrega especifica de farmacos a tipos celulares ou
6rgéos-alvos, que expressam seletivamente ou sobre-expressam ligan-
tes especificos. Existem diversos tipos de ligantes disponiveis, tais
como anticorpos, peptideos/proteinas e hidratos de carbono, entre

83



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

outros™. Dentre os principais fatores fundamentais para um direciona-
mento ativo, estdo: i) apresentagdo do receptor-alvo/antigeno pelo teci-
do doente em comparacéo aos tecidos ndo doentes; ii) propriedades
de internalizac&o no tecido-alvo; iii) capacidade de longa circulagéo
de um lipossoma portador da unidade de direcionamento; e iv) Forma
de ligacdo do ligante/anticorpo aos lipossomas*.

Uma das formas de direcionamento mais verséteis para o uso em lipos-
somas € a ligacdo de anticorpos a superficie da vesicula, particular-
mente anticorpos monoclonais, para criar os chamados imunoliposso-
mas?°. Dentre as vantagens da utilizagédo de anticorpos monoclonais,
incluem-se a estabilidade e a maior avidez de ligacédo devido a pre-
senca de dois locais de ligacdo na molécula. Como os conjuntos lipi-
dicos da bicamada sé&o estruturas dinamicas, os ligantes de superficie
acoplada tém uma alta liberdade de movimento para se posicionarem
nas interagdes com o substrato. Porém, o potencial em direcionamento
dos imunolipossomas € limitado devido a fraca farmacocinética e imu-
nogenicidade in vivo®°. Portanto, cuidados devem ser tomados com a
modificagdo da superficie dos lipossomas com ligantes, especialmen-
te anticorpos ou peptideos, de modo que a conjugagéo ndo altere a
estrutura do ligante ou cause um impacto negativo na sua atividade?*.

Varios estudos tém sido conduzidos sobre como a ligagao do ligan-
te afeta a eficiéncia do sistema de liberacdo de drogas-alvo (SLDA).
Geralmente, a apresentacgdo do ligante/anticorpo nas extremidades
distais do PEG é mais eficiente para os SLDA. Os lipossomas-alvo
devem ser preparados com o ligante protegido durante a circulacéo,
mas apresentdvel quando atinge um local-alvo. Para o desenvolvimento
de um SLDA, é necessario compreender a representacdo dos recep-
tores-alvo e antigeno; o ligante de direcionamento deve distinguir as
células-alvo das células normais, para evitar a ligagdo inespecifica; o
receptor/antigeno deve ser exclusivamente expresso no tecido-alvo, ou
o alvo deve ter expressao relativamente alta em comparagédo com as
células normais; é preferivel que o ligante induza endocitose mediada
por receptor ou fusdo do lipossoma com a membrana, um ligante que
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se liga ao receptor sem qualquer internalizagéo é de pouca utilidade
e permanecerd no espaco intersticial®"-®.

Figura 2 - Evolugdo das modifica¢des utilizadas nas preparacdes
lipossomais para facilitar a entrega passiva ou ativa de farmacos.

— A- Lipossoma Convencional. B — Imunolipossoma com anticorpo
covalentemente ligado & membrana lipidica. C- Lipossoma de longa
circulagéo, recoberto com polimero como o PEG. D — Imunolipossoma
de longa circulagdo, simultaneamente possui polimero e anticorpo
ancorados na bicamada lipidica. E — Nova geracéo de lipossomas

com superficie modificada por polimero, anticorpo, com DNAe

incorporagdo de componentes viral®’

Fonte: Elaborada pelos autores.

4.1.3. Outras estratégias

Outra estratégia para o desenvolvimento de SLDA é a preparacgéo de
sistemas cuja liberagdo do farmaco ou molécula bioativa é desenca-
deada por dispositivos de direcionamento sensiveis a determinados
estimulos, os quais permitem a regulacéo da liberagdo de farmacos
a partir dos lipossomas formados. As estratégias para essa liberagédo
desencadeada incluem aquelas dependentes da fisiologia, como i) pH,
e ii) baseadas em enzimas; e as que s&do dependentes de estimulos
externos, iv) ultrassom, v) temperatura (termossensivel), vi) luz (fotos-
sensivel) e vii) campo magnético (magneto lipossomas)3*.

Tecidos patoldgicos frequentemente exibem diferencas fisioldgicas
caracteristicas em seu ambiente local comparado com os tecidos nor-
mais, as quais podem ser aplicadas no desenvolvimento de um SLDA de
liberagdo desencadeada. Os lipossomas sensiveis ao pH (LSP) explo-
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ram as condi¢cdes de pH mais baixas presentes nos tumores ou locais
de inflamagao. Esses sistemas (LSP) sdo construidos para manterem
suas estruturas estdveis no pH do sangue (7,4), e em pH mais baixo
(6,0) ocorrer a degradacéo da estrutura com posterior liberagéo do
material carregado pela vesicula. Uma abordagem na concepcéo des-
ses sistemas € a utilizacdo de peptideos fusogénicos, também conhe-
cidos como peptideos de insercéo, por exemplo, GALA (4cido glutami-
co-alanina-leucina-alanina) . Em condig6es de pH neutro e elevado,
esses peptideos sdo monoméricos e sollveis em dgua, enquanto que
a pH &cido tornam-se hidrofébicos e assumem uma estrutura de hélice
transmembranar monomeérica que se insere na membrana, conduzindo
a fuséo dos lipossomas com a membrana celular. Em um pH de 7,4, o
peptideo assegura que os lipossomas néo se fundirdo com as células.
No entanto, em dreas de baixo pH (um tumor, inflamac&o ou miocardio
isquémico), o efeito do peptideo aumentard a captacéo celular pela
fusdo dos lipossomas e a liberagdo de carga®.

Os avangos na composicgéo lipidica dos lipossomas vém contribuindo
para o desenvolvimento de SLDA mediada por estimulos externos;
como também o surgimento de novas ferramentas utilizadas como
gatilho para destruicdo da vesicula no local desejado. Os lipossomas
termossensiveis (LTS) s&o lipossomas com capacidade de liberar o far-
maco em variag0es de calor. A hipertermia leve localmente aplicada ja é
usada para a quimioterapia combinada. A hipertermia é quimioterdpica
ndo apenas por ser diretamente citotdxica nas células (ablacéo por
calor), mas também por aumentar a permeabilidade vascular (extra-
vasamento da vesicula lipossomal melhorado) e aumentar a fluidez da
membrana celular (melhor difus&do de drogas)?”. A utilizag&o de LTS
composto por lisolipideos ou polimeros pode melhorar os seus efeitos
citotéxicos. Os lisolipideos sédo estruturalmente diferentes dos fosfo-
lipidios utilizados na composic¢éo dos lipossomas convencionais, pois
possuem um grande grupo de cabega polar e uma Unica cauda hidro-
fébica que promove a formacgé&o de micelas. Quando o calor é aplicado
ao LTS, suas bicamadas lipidicas entram em um estado de transicdo
de fase gel-fluido com os lisolipidios se acumulando em pontos de
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transicdo para formar poros estaveis, invertendo-se em estruturas
semelhantes a micelas. Esses conjuntos de poros desestabilizam forte-
mente os lipossomas, levando a liberagédo do farmaco. Além de causar
desestabilizagdo da bicamada lipidica, os lisolipidios diminuem a Tc
(temperatura de transigdo de fase) dos fosfolipidios termossensiveis
para 39°C-40°C, significando que pode ser clinicamente aplicavel*’.

4.2. Aplicac¢oes na Medicina

Os lipossomas tém sido usados nas mais variadas indica¢des médicas,
incluindo cancer, infeccdes e desordens da pele. A maioria das pes-
quisas com lipossomas sédo voltadas ao diagndstico ou tratamento do
cancer. Os lipossomas, sendo quimicamente versateis, também s&o
desenvolvidos para diferentes vias de administragdo, como parenteral,
dérmica/transdérmica, pulmonar e oral. Cada rota possui suas vanta-
gens e desvantagens, por exemplo, os lipossomas para administracéo
sistémica séo Uteis para a solubilizagdo e estabilizagdo de vérios far-
macos protegendo-os do meio fluido biolégico, reduzindo a toxicidade
n&o especifica do farmaco livre, e com algumas modifica¢des no dire-
cionamento do farmaco ou molécula bioativa; e assim promovendo a
entrega intracelular do material encapsulado na vesicula. No entanto,
a administracdo parenteral frequentemente causa desconforto aos
pacientes, especialmente em doengas como o cancer, em que séo
submetidos a mdltiplos tratamentos de infus&do. Nesses casos, a dis-
tribuicdo lipossomal pulmonar ou oral pode ser de grande utilidade3*4'.

Além da aplicacdo de lipossomas para a administragédo de drogas,
estes também desempenham um papel importante nos campos da i)
imagiologia molecular para diagndstico e monitoramento da progres-
sdo do tratamento de doengas* ii) potentes sistemas para distribuigédo
de vacinas®?; iii) técnicas analiticas como cromatografia liquida, iv)
imunoensaios e v) como biossensores®.

4.3. Preparacoes lipossomais disponiveis para uso clinico

Atualmente, existem alguns medicamentos a base de lipossomas dis-
poniveis no mercado para uso humano, como Doxil®, Ambisome® e
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DepoDur™. A maior parte das formulacdes de farmacos lipossomais
estd disponivel para aplicagfes intravenosas e intramusculares, para
distribuicdo de farmacos anticancer, antifingicos, anti-inflamatérios
e terapia génica*.

Trés formulacgdes de anfotericina b (AmB) lipossomais (AmBisome®)
ou contendo lipidios (ABLC, Abelcet® e ABCD, Amphotec®) estéo dis-
poniveis no mercado, as quais sdo capazes de reduzir a toxicidade do
farmaco livre*.

Os sistemas de administracdo de farmacos lipossomais atingiram a
maioridade desde a sua inicial concepgdo, como modelo de membra-
na, hd mais de cinco décadas. A evolucdo dessas vesiculas pode ser
verificada em mais de uma duizia de sistemas de entrega de medica-
mentos ou moléculas bioativas encapsuladas em lipossomas, atual-
mente aprovadas pelo FDA para uso no mercado e em diferentes fases
de estudos clinicos (Tabela 2). A opinido positiva da FDA sobre os
lipossomas, juntamente com outros sistemas de administracdo de
medicamentos nanoestruturados aprovados clinicamente, favoreceu
os esforgos para comercializagdo destes e também para os estudos
e o desenvolvimento de novos sistemas e formas de aplicacées pelas
entidades industriais e académicas*’.
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Tabela 2 — Produtos a base de lipossomas aprovados ou em fase de estudos clinicos

Produto clinico g N Industria Fase
(Agente ativo) Solpessae Indicagdo farmacéutica clinica
. HPCsoja/
Doxil® ) Sequus
(Doxorrubicina) CHOIL_éIéSPE— Sarcoma de Kaposi Pharmaceuticals Aprovado
DaunoXome® : Nexstar
(Daunorrubicina) DSPC/CHOL Sarcoma de Kaposi Pharmaceuticals Aprovado
(Doﬁg/r?ﬁebtigna) EPC/CHOL Cancer de mama Elan Pharma Aprovado
DOPC/DPPG/ I
Depocyt® Meningite
s : CHOL | : SkyePharma Aprovado
(Citarabina) Trioleina linfomatosa
: - Fujisawa USA
Ambisome® HPCsoja/ PP
L Infecgdes flingicas e Nexstar Aprovado
(Anfotericina) DSPPC/CHOL Pharmaceuticals
LEP-ETU DOPE/CHOL/ Cancer de mama,
aclitaxe ardiolipina ovarios e pulméo
paclitaxel Cardiolipi < pulma NeoPharm Fase |
Leucemia e cancer
LEM-ETU DOPE/CHOL/ -
h LT, e mama, estbmago, NeoPharm Fase |
(Mitoxantrona) Cardiolipina figado e ovarios
Aroplatin
nélogo da ancer colorreta ntigenics ase
Andlogo d DMPC/DMPG Ca | tal Antigeni F Il
oxaliplatina)
Lipoplatin SoyPC/DPPG/ Diversos tipos de
(Displatina) CHOL cancer Regulon Fase I/l
Margqibo DSPPC/CHOL/ . x .
(Vincristina) Esfingosina Linfoma n&do Hodkins Inex Pharm Fase IIfIll
(l\,l\il)s/?a{ﬁnna) DMPCCA%TPG/ Infecgdes flingicas Aronex Pharm Fase lIfIll

Fontes: Dosio e Cattel*.
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5. Lipossomas na industria alimenticia

A utilizagdo de lipossomas na industria de alimentos é uma atividade
emergente e se baseia em suas propriedades ja relatadas em estu-
dos de desenvolvimento, caracterizagéo e aplicagdo biomédica, como
estabilidade cinética, baixo custo para desenvolvimento e alta biocom-
patibilidade “¢. Proporcionalmente, um baixo niimero de publicagtes
cientificas abordando a utilizagdo de lipossomas para o carregamen-
to de compostos ou moléculas alimentares sdo descritas na literatu-
ra, o que, segundo alguns pesquisadores, sdo decorrentes do pouco
entendimento dos constituintes desses sistemas com componentes
alimentares*.

Contudo, o estudo de Shukla*®, o qual realizou uma busca de artigos
cientificos na base de dados PubMed, entre os anos de 2006 e 2017,
utilizando as palavras-chave “nanotecnologia”, “lipossoma”, “nano-
particulas” e “alimentos”, observou um perfil crescente de trabalhos
que correlacionam a utilizag&o de lipossomas no desenvolvimento de
produtos alimenticios; os quais os cientistas comegaram a usa-los no
carregamento de constituintes funcionais como proteinas, enzimas,
polissacarideos e vitaminas com diferentes objetivos, que serdo des-
critos nesta sesséo.

5.1. Aplicacdes em laticineos

A utilizagdo de lipossomas na inddstria de laticinios € uma das mais
bem descritas na literatura nas ultimas duas décadas. Lipossomas
foram desenvolvidos para encapsular proteinases, com o objetivo de
promover a inibicdo da protedlise da caseina, resultando na produ-
¢do de queijos mais firmes apds a conclusdo da fermentac&o®’; uma
melhora no tempo de producgéo de queijos estilo Saint-Paulin também
foi relatada®. Estudos mais recentes realizados por Benech e cola-
boradores® avaliaram a adigédo de lipossomas contendo lipases na
producdo de queijo cheddar e foram observados reducéo na firmeza do
queijo e aumento da elasticidade e da coesdo deste, proporcionando
melhoria nas propriedades organolépticas desse queijo.
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Além de potencializar o tempo de processamento de laticinios por meio
do carregamento de proteases e melhoria de propriedades organo-
Iépticas com lipases, lipossomas contendo lactases também foram
desenvolvidos por Matsuzaki®® e Rao® com a finalidade de promover
a digestédo lenta da lactose no desenvolvimento de produtos lacteos
para intolerantes e aumentar a estabilidade da enzima durante o arma-
zenamento. Vitaminas também s&o encapsuladas para aplicagcdo em
suplementos de produtos lacteos, melhorando sua qualidade nutricio-
nal, impedindo a degradacg&o desses micronutrientes®s.

5.2. Utilizacdo nos produtos para suplementacao de
alimentos e estabilizagcao de componentes alimentares
Produtos alimenticios suplementados com micronutrientes demons-
tram considerdvel interesse por parte do consumidor®®, porém alguns
fatores como a baixa estabilidade e caracteristicas organolépticas
indesejaveis, por exemplo no caso do 6leo de peixe, limitam suas apli-
cacGes em desenvolvimento de alimentos. Dessa forma, estudos uti-
lizando lipossomas foram desenvolvidos com o objetivo de reduzir ou
eliminar tais limitagdes. O 6leo de peixe, rico em Omega 3, vem sendo
encapsulado em lipossomas para serem usados na suplementacéo de
iogurte, com o objetivo de alterar as caracteristicas organolépticas do
6leo de peixe livreS” %,

Estudos com o encapsulamento de vitaminas em lipossomas em sua
maioria tém como objetivo aumentar a bioviabilidade e a estabilizagéo
destas ao prevenir a degradacéo ocasionada por exposi¢édo a luz e a
variacdo de temperaturas, o que representava um ponto limitante no
desenvolvimento de alimentos suplementados por essas moléculas.
O 4acido ascorbico (vitamina C) quando em formulagdes lipossomais,
em estudos de Taylor*, apresentou uma melhor estabilidade, com ati-
vidade por um periodo maior do que a vitamina livre, que, quando em
suspensdo, perdeu atividade apés uma semana de armazenamento.
A reducdo da degradacdo apds exposicéo a luz e a temperatura tam-
bém foi observada por Lee S.C.5°, com resultados semelhantes com
a vitamina A e a-tocoferol em formulagdes lipossomais, indicando a
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eficacia dessas preparacgdes em proteger, assegurar a bioatividade e
valor nutricional desses micronutrientes durante o processo de desen-
volvimento de alimentos suplementados e na estabilidade destes.

5.3. Deteccao de patéogenos alimentares e toxinas

O controle microbioldgico de alimentos é ferramenta essencial na pro-
ducdo de produtos alimenticios e visa assegurar a satide do consumi-
dor por meio da identificagdo de agentes patogénicos e aumentar a
validade desse produto. Contudo, técnicas convencionais de identifi-
cacdo de patégenos em alimentos ndo apresentam alta sensibilidade
ou apresentam custo elevado. Dessa forma, alguns estudos vém sendo
desenvolvidos para aumentar a sensibilidade e a especificidade desses
testes associando a nanotecnologia.

Sensores utilizando nanoparticulas (ouro, quantum dots e de silica) sdo
ferramentas da nanotecnologia estudadas para deteccéo de patégenos
e toxinas presentes em alimentos, as quais se baseiam nas proprieda-
des dpticas (sensores 6pticos) ou eletronicas (sensores eletroquimicos)
dos nanomateriais®®-®2. Os lipossomas demonstram maior biocompa-
tibilidade e biodegrabilidade em relagédo as nanoparticulas aplicadas
nesses sensores, tornando o sistema mais atrativo para a identificagéo
de xenobidticos %3¢, Os lipossomas podem ser utilizados ndo s6 para
encapsular moléculas indicadoras, mas também para a fixagdo destas
na superficie dos sensores, com o objetivo de aperfeicoar a transdugéo
de sinais no sistema de anélise®.

A criagdo de imunolipossomas contendo anticorpos especificos para
deteccédo de patégenos vem sendo alvo de alguns estudos: (i) deteccéo
rapida para Salmonella spp. por separacdo imunomagnética [ imunoli-
possoma®?; (ii) deteccéo de S. Typhimurium com o uso de imunoliposso-
mas e cromatografia®’; (iii) identificacéo e quantificacéo de particulas
virais para o controle de qualidade de alimentos, pela alteracdo de
cor (azul para rosa) do 4cido sidlico na presenca do virus influenza®s;
e (iv) deteccdo de toxina tetanica, botulinica e colérica, pelo uso de
lipossomas contendo gangliésidios®.
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Luciano P. Silva'?’; Beatriz S. Carvalho'?; Cinthia C. Bonatto'?; Julia
M. Pupe'?; Tatiane M. Pereira'?; Thalita F. Araujo'?

1. Introducao

Duas abordagens principais sdo utilizadas para sintese de nanomate-
riais, as quais sdo conhecidas em nanociéncia e nanotecnologia como
estratégias top-down (de cima para baixo) e estratégias bottom-up (de
baixo para cima). A estratégia top-down consiste na desconstrucéo de
um determinado material macroestruturado (bulk), geralmente por téc-
nicas de nanolitografia ou por moagem de alta energia, até a obtencgédo
do produto final nanoestruturado. Essa abordagem € utilizada para
producdo em escala, mas sédo observadas dificuldades para obten-
¢do de homogeneidade nas caracteristicas do produto final. A outra
abordagem, bottom-up, segue o caminho oposto, no qual a nucleagao,
visando ao crescimento, ocorre a partir de &tomos ou moléculas indi-
viduais para a formac&o das nanoestruturas. A abordagem bottom-up
permite controlar e modular diversos parametros de sintese, como o
tamanho e a forma das nanoestruturas, sendo comumente a mais
utilizada.
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Diversas rotas quimicas e fisicas s&o utilizadas para a sintese bottom-
-up de nanossistemas a partir de seus precursores. No entanto, a maio-
ria desses métodos inclui a utilizacdo de solventes téxicos, envolve a
geracgdo de residuos nocivos para a salide e o meio ambiente, ou ainda
tende a resultar em um consumo de energia alto em rotas geralmente
complexas e com multiplos passos. Nesse sentido, a busca pelo desen-
volvimento de procedimentos visando a obtencédo de nanomateriais
com ampla aplicabilidade tecnoldgica e superando alguns desafios
relacionados com os métodos de sintese tradicionais constitui iminente
foco de estudos voltados para pesquisa, desenvolvimento e inovagéo
em nanotecnologia. Uma abordagem promissora para alcangar esse
objetivo é explorar a vasta gama de recursos biolégicos disponiveis na
natureza por meio da chamada sintese bioldgica ou mais comumente
denominada sintese verde'2.

Sintese verde é a designacgdo dada as rotas de sintese que utilizam
produtos quimicos relativamente atéxicos, biodegradaveis e de custo
baixo para sintetizar materiais, tendo tipicamente como fonte priméria
ou iniciador da rota um organismo biolégico ou partes dele (6rgéos,
tecidos, células, extratos ou metabdlitos). Dentre os recursos bioldgi-
cos, aqueles oriundos dos animais, vegetais, algas, fungos, bactérias,
virus e ampla gama de coprodutos, subprodutos e residuos derivados
de processos agropecudrios, aquicolas e florestais envolvendo alguns
desses organismos® apresentam potencial e muitos ja foram reco-
nhecidos para utilizac&o nas rotas de sintese verde, os quais, quando
aplicados para formacgédo de nanomateriais, se enquadram na chamada
nanotecnologia verde*.

De fato, a utilizac&o racional de recursos bioldgicos oriundos da bio-
diversidade e das cadeias produtivas animais, vegetais e microbianas
constitui uma etapa importante a ser avaliada na aplicagdo do con-
ceito de bioeconomia, no que tange a sustentabilidade das atividades
humanas®. Assim, a nanotecnologia verde é uma abordagem em con-
sonancia com essa preocupacéo crescente com questdes relacionadas
a sustentabilidade na medida em que utiliza métodos e materiais que
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visam a geracdo de nanomateriais alinhados com muitos dos Objeti-
vos do Desenvolvimento Sustentdvel (ODS)®. Esse conceito oferece
oportunidades Unicas quanto a utilizagcdo de biomoléculas ou metabé-
litos secundarios de diversos organismos vivos porgque esses insumos,
quando utilizados para producdo de nanomateriais como nanopar-
ticulas (metdlicas, poliméricas e lipidicas), lipossomas e emulsées,
apresentam caracteristicas novas que possibilitam uma vasta gama
de aplicagdes inovadoras e sustentdveis.

Dessa forma, a sintese verde de nanomateriais (processos baseados
em principios da quimica verde) pode ser realizada utilizando orga-
nismos procariontes ou eucariontes (incluindo microrganismos, plan-
tas e animais) ou partes deles; e pode ocorrer no meio intracelular
ou extracelular?’. Nesse caso, 0s componentes biolégicos presentes
(metabdlitos primdrios e secundarios) séo os principais constituintes
para a formag&do de nanomateriais que, no caso de nanoparticulas
metdlicas, atuam como agentes biorredutores e estabilizantes®'°; no
caso de nanoparticulas poliméricas, atuam como blocos essenciais
para a estruturacéo e revestimento''4; no caso de lipossomas, atuam
como constituintes primdrios para formagao'; e, no caso das emulsdes,
atuam como constituintes fundamentais para obteng&o das proprie-
dades distintas das fases dispersa e continua'®".

Em quase todos os casos, em particular quando se almeja a obtencéo
de uma suspenséo estéavel coloidalmente ou com propriedades fisi-
co-quimico-bioldgicas especificas, compostos oriundos de recursos
bioldgicos, além de fornecerem uma camada estabilizante (cobertura)
na superficie das nanoestruturas e evitar agregacéo, possibilitam a
emergéncia de propriedades bioativas relevantes. Adicionalmente,
nanomateriais obtidos por rotas de sintese verde apresentam como
caracteristicas almejadas do ponto de vista de sustentabilidade o fato
de serem ecoamigdveis (utilizam solventes menos téxicos efou recursos
renovaveis); biocompativeis (podem ser empregados diretamente a
organismos-alvos); simples (produgédo em nimero de etapas menor);
biodegradaveis (podem ser degradados por rotas biolégicas); custo
de produgéo baixo; e ainda rendimento alto.
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Dentre as aplicagdes de nanomateriais baseados em abordagens de
nanotecnologia verde, podem ser destacadas aquelas voltadas para
entrega e liberagdo sustentada de drogas (farmacos e hormdnios)'>'+'8,
insumos agropecudrios (fertilizantes, vacinas e pesticidas)'®, cosméti-
cos (esséncias e cremes)?° e biotecnolégicos (enzimas)?'; desenvolvi-
mento de superficies funcionais (peliculas comestiveis e embalagens
ativas para protecdo de alimentos)?; elaboracédo de sensores para
diagndstico de doengas, infecgdes e contaminagdes com detecgdo
rdpida e sensivel??; desenvolvimento de sistemas para transferéncia
de genes com eficiéncia aumentada?*; producdo de materiais para
aplicagdo em técnicas de diagndstico por contraste e imageamen-
to?®; producdo de materiais para a separacgéo e purificagdo de célu-
las, organelas e moléculas?s; producdo de materiais para o controle
de microrganismos patogénicos e pragas®'°232¢; desenvolvimento de
catalisadores com desempenho aumentado?’; desenvolvimento de
sistemas de remediac&o utilizados para remog¢édo de metais pesados e
contaminantes de efluentes?; desenvolvimento de estratégias inovado-
ras para area forense relacionada a revelacédo de impressdes digitais
latentes e identificagdo de componentes moleculares?®; industria téxtil
com a producéo de tecidos com propriedades especiais, incluindo a
acdo antibacteriana e antifingica®’; e, até mesmo, para biofabricagédo
relacionada a producdo de miméticos de 6rgéos e tecidos para medi-
cina regenerativa e triagem de substancias bioativas®.

Tendo em vista o interesse crescente de pesquisadores, estudantes
e empreendedores nas rotas sustentaveis para sintese de nanomate-
riais, o presente capitulo tem como objetivo apresentar nogdes gerais
sobre nanotecnologia verde no que se refere aos recursos bioldgicos
empregados no desenvolvimento das rotas de sintese, assim como con-
textualizar alguns desafios atuais e conjecturar perspectivas futuras
quanto ao uso de diferentes nanomateriais produzidos por estratégias
ecoamigaveis.
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2. Recursos bioldgicos utilizados na
sintese de nanomateriais

Tendo em vista que as reac¢des de sintese verde de nanomateriais
visam ao aproveitamento racional de recursos bioldgicos oriundos da
biodiversidade e das diversas cadeias produtivas, inUmeros materiais
podem ser utilizados como precursores desses processos®. Dentre
esses recursos bioldgicos, estao incluidos microrganismos, macrofun-
gos, algas, plantas, animais, assim como a diversidade de compostos
produzidos por eles (metabdlitos primarios e secundarios) e materiais
oriundos de atividades agricolas, florestais, agroindustriais, aquicolas
e pecudrias, 0os quais sdo fontes de moléculas relevantes do ponto de
vista nanotecnoldgico. Esses podem atuar como agentes para cober-
tura de superficie, compostos bioativos, surfactantes, estabilizadores
ef/ou redutores, dependendo do nanomaterial almejado.

2.1. Bactérias

A utilizacdo de bactérias para a produgdo de nanomateriais € facilmen-
te justificada do ponto de vista da sua utilizag&o para sintese verde por
serem fontes de compostos baratas, de facil manutengéo e manipula-
¢éo, e de rapido crescimento. As biomassas desses microrganismos sdo
utilizadas para sintetizar nanomateriais de modo intra ou extracelular.
A biossintese extracelular é considerada um método mais econdmico,
em que os componentes extracelulares desses microrganismos sédo
utilizados para a produ¢do dos nanomateriais em meios reacionais
geralmente aquosos. Ja a biossintese intracelular pode requerer alguns
procedimentos adicionais, como a aplicacdo de detergentes ou trata-
mentos ultrassonicos para liberagdo dos nanomateriais sintetizados®2.
Ja foram relatadas reacgdes de sintese utilizando diversas bactérias,
como espécies extremdfilas, fotoheterotréficas, enterobactérias, dentre
outras®>3%. Além de bactérias, ha relato do uso de outros organismos
procariontes, arqueias (Archaea), como fonte de biomoléculas utiliza-
das na sintese verde de nanomateriais®.
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2.2. Fungos

Fungos sé@o organismos microscopicos ou macroscopicos que repre-
sentam uma alternativa ecoamigdvel para a sintese de nanomateriais
via extra ou intracelular, assim como as bactérias’. Esses organismos
sintetizam nanomateriais a partir de proteinas, enzimas, peptideos
ou polissacarideos secretados ou presentes na parede celular3®4°,
Fungos ascomicetos, como Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum
e Epicoccum nigrum*®-#2; fungos basidiomicetos, como Lentinus edodes
e Calocybe indica****; e as leveduras (fungos unicelulares), como Sac-
charomyces cerevisiae e Magnusiomyces ingens*>*%, ja foram utilizados
com sucesso para a sintese de nanoparticulas metdlicas (NPMs). Ade-
mais, os fungos também sé&o utilizados para sintese de polimeros lteis
para producdo de nanomateriais, dentre eles a quitosana produzida
pelo fungo Cunninghamella elegans e a celulose do fungo Trichoderma
reesei*’.

2.3. Plantas

As plantas apresentam alto potencial para produgéo de nanomateriais
devido aos processos empregando esses organismos serem, em geral,
simples, eficazes e de custos baixos*. As rea¢des de sintese podem
ser realizadas utilizando o extrato de uma parte da planta (folhas,
raizes, frutos, sementes etc.), os 6leos vegetais, 6leos essenciais ou 0
préprio organismo*5°, Dessa forma, os componentes do metabolismo
das plantas representam uma fonte quase inesgotdvel de recursos
bioldgicos a serem utilizados para a sintese verde de nanomateriais,
como os metabdlitos secundarios (flavonoides, compostos fendlicos,
saponinas, terpenoides, alcaloides, dcido gélico, polidis), as proteinas,
as vitaminas, os carboidratos e os lipideosS'%s. Dentre as possibilidades
de uso na sintese de nanomateriais, os extratos das plantas sdo ampla-
mente explorados por conterem diversos metabdlitos secundéarios que
estdo relacionados com a sintese e a estabilizagdo de NPMs80.22:23.56,
Além disso, 6leos vegetais e 6leos essenciais oriundos de plantas sédo
utilizados durante diversas rotas de sintese de nanocarreadores poli-
méricos e lipidicos, bem como para a formacédo de complexos mole-
culares em nanoescala®’.
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Uma ampla diversidade de coprodutos, subprodutos e residuos agrico-
las também pode ser utilizada na sintese verde de nanomateriais, por
exemplo, cascas de grados?, cascas de frutas®®* e bagaco de cana-
-de-aclcar®. Além disso, a carboximetilcelulose, polimero modifica-
do derivado da celulose presente na parede celular vegetal, pode ser
amplamente utilizada para a sintese de nanoparticulas poliméricas
(NPPs) e NPMs®'%2_ Sendo assim, materiais agricolas e florestais, que
sdo fontes de celulose, podem ser utilizados para a sintese dessas
nanoparticulas a partir da carboximetilcelulose.

2.4. Algas

Algas formam um grupo de organismos autétrofos unicelulares ou
multicelulares encontrados em variados ambientes que apresentam
diversos compostos que podem ser utilizados em processos de sintese
de nanomateriais. Dentre estas, destacam-se as algas marinhas, que
produzem terpenoides, esteroides, polissacarideos fucoidanos, dentre
outros, com potenciais aplica¢des para a sintese verde de nanomate-
riais®-%5, As classes de algas com mais representantes utilizados na
sintese verde de nanomateriais séo as Chlorophyceae e Phaeophyceae,
sendo que estas totalizam a maioria dos organismos utilizados®®. Ade-
mais, o alginato é um biopolimero proveniente de algas marrons que é
muito utilizado para o encapsulamento de biomoléculas por apresentar
biocompatibilidade alta®’.

2.5. Animais

Dentre os recursos biolégicos provenientes de animais, alguns se
destacam na sintese verde de nanomateriais por serem abundantes,
biocompativeis e faceis de serem processados, como a quitosana,
a queratina, o coldgeno e a gelatina. A quitosana é um copolimero
cationico composto por glucosamina e N-acetilglucosamina obtido
pela N-desacetilacdo alcalina parcial da quitina, um polissacarideo
naturalmente abundante obtido a partir da carapaga de crustaceos
(ex.: camardes, caranguejos), bastante aplicado na formulacéo de
nanomateriais visando ao encapsulamento de principios ativos por
apresentar biocompatibilidade alta, ser biodegradavel, atéxico e de
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custo baixo'?4687° A queratina € uma proteina estrutural de origem
animal encontrada na epiderme e que auxilia na adeséo de células
epiteliais, e anexos epidérmicos, como pelos, espinhos, escamas e
penas™. Essa proteina tem sido bastante utilizada para a sintese de
nanoparticulas carreadoras de drogas pela capacidade de responder
a diferencas de pH e, por consequéncia, ter alta especificidade e con-
trole na liberagdo de compostos™™. O coldgeno é a proteina animal
mais abundante, sendo o componente polipeptidico mais importante
de tecidos como pele, ossos, tenddes e cartilagens. Além de ser um
material extremamente versatil, apresenta biocompatibilidade alta,
sendo muito empregado na sintese de nanomateriais™*7¢. A gelatina
€ um biopolimero obtido por meio da hidrélise alcalina, dcida ou enzi-
matica do coldgeno, e, assim como seu precursor, apresenta biocom-
patibilidade alta’” e tem sido utilizada para sintese de nanomateriais
adequados para o transporte de farmacos™™ e genes®.

2.6. Células eucariéticas e virus

Células de mamiferos isoladas e virus também podem ser utilizados
para a sintese de nanomateriais. Culturas de células de mamiferos
humanas saudaveis (célula de rim embriondria) e tumorais (adeno-
carcinoma cervical - HelLa, carcinoma de figado humano e adenocar-
cinoma de mama humano) produziram NPMs no meio intracelular e
extracelular®'; e células-tronco mesenquimais humanas transfectadas
com gene bacteriano magnetotéctico foram utilizadas para a sintese
de nanoparticulas magnéticas®. Os virus, por serem organismos de
tamanho nanométrico que infectam células bacterianas, humanas e
vegetais, nas quais liberam seu material genético, podem ser utilizados
como nanossistemas carreadores de moléculas de interesse e, assim,
para entrega de drogas, genes e reagentes de contraste para técnicas
de imagem®3:84,
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2.7. Biomoléculas

Biomoléculas representam uma grande parcela dos recursos bioldgi-
cos utilizados na sintese verde de nanomateriais. De fato, metabdli-
tos primérios e secundarios isolados a partir de organismos vivos s&o
considerados reagentes extremamente versateis para producgéo de
nanomateriais, pois tanto o tamanho, quanto a morfologia e a com-
posicdo quimica podem ser finamente ajustados por estratégias de
planejamento experimental. Acidos nucleicos, aminodacidos, carboidra-
tos, proteinas, vitaminas, metabdlitos secundérios e principios ativos
podem ser isolados de seus organismos originarios para serem utiliza-
dos como insumos na sintese de NPMs®# ou associados a nanocar-
readores poliméricos, lipidicos e lipossomais®-? sendo que, no dltimo
caso, ocorre a liberacdo controlada de moléculas de interesse com a
bioatividade desejada. Dentre as diversas biomoléculas utilizadas na
sintese de nanomateriais, a lecitina tem tido destaque recente por ser
uma mistura de fosfolipideos neutros e polares de origem animal ou
vegetal, sendo as lecitinas de ovo e soja as mais empregadas®. Tais
moléculas atuam como surfactantes para producdo de nanoemulsdes
e nanoparticulas lipidicas (NPLs)%-%.

Alguns dos recursos biolégicos comumente utilizados na sintese verde
de nanomateriais foram sumarizados na Figura 1, juntamente de algu-
mas categorias de nanoestruturas que podem ser produzidas com eles.
Além desses, hd uma grande diversidade de substancias e organis-
mos, muitos dos quais produtos, coprodutos, subprodutos e residuos
agropecuarios, aquicolas e florestais que ja foram estabelecidos como
fontes de recursos biolégicos para producéo de nanomateriais por
rotas de sintese verde. Ndo obstante, quando se observa a grandiosa
biodiversidade encontrada na natureza, fica claro que muitas fontes
em potencial para a sintese verde de nanomateriais ainda devem ser
descobertas, testadas e exploradas de maneira racional, sustentavel
e equilibrada.
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Figura 1. Exemplos representativos de recursos biolégicos tipicamente
utilizados na sintese verde e alguns tipos de nanomateriais passiveis
de serem produzidos com eles
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Fonte: elaborada pelos autores.

3. Nanomateriais produzidos por rotas
de sintese verde

Diversos nanomateriais podem ser produzidos utilizando rotas de sin-
tese verde, por exemplo, as nanoparticulas metélicas (NPMs), lipidi-
cas (NPLs) e poliméricas (NPPs), emulsdes, lipossomos, virossomos,
nanofilmes, nanomateriais de carbono, nanofibras, nanocristais, entre
outros. Cada categoria de nanomaterial apresenta propriedades espe-
cificas de modo a permitir aplica¢des distintas no que diz respeito aos
principios ativos veiculados ou padrédo de organizagédo dos constituintes
possibilitado com a nanoestruturagdo. Nanomateriais produzidos por
rotas de sintese verde oferecem vantagens em relagéo as prescrigdes
convencionais, incluindo maior eficacia, por meio da liberagéo progres-
siva e controlada/sustentada do principio ativo (ex.: metal, farmaco,
cosmético, pesticida, fertilizante, vacina ou horménio); diminuicdo da
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toxicidade da formulacdo; meia-vida do ativo aumentada; aumento
de estabilidade e diminuigdo das taxas de decomposi¢do ou degrada-
cdo do ativo; auséncia ou minimizacao de reacdes e efeitos colaterais
adversos; menor nimero de aplicag8es do principio ativo; potencial
para incorporagdo de moléculas visando ao direcionamento especifico
a alvos em 6rgéos, tecidos ou células; e possibilidade de incorporacéo
de substancias hidrofilicas ou hidrofébicas. Assim, uma gama ampla
de classes de nanomateriais com caracteristicas muito especificas
pode ser desenvolvida por abordagens de sintese verde com vistas a
uma grande diversidade de aplica¢Bes inovadoras ao mesmo tempo
gue sustentaveis.

3.1. Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metélicas (NPMs) sdo sistemas nanoestruturados
que apresentam caracteristicas fisicas, quimicas efou bioldgicas uni-
cas. As NPMs oriundas de processos de sintese verde geralmente sdo
produzidas utilizando recursos biolégicos na presenga de sais metdli-
cos, resultando em nanomateriais com diferentes composi¢des, formas
e tamanhos. A maioria dessas caracteristicas estd intimamente rela-
cionada com a dimens&o diminuta quando comparado ao material nas
suas formas macroestruturada e molecular'?#1°23, As NPMs podem ser
obtidas utilizando diversos tipos de recursos bioldgicos, como 4cidos
nucleicos, aminodcidos, peptideos, proteinas, monossacarideos, polis-
sacarideos, vitaminas, bactérias, protozoérios, virus, algas, fungos e
plantas. Estes podem atuar na formacéo e na estabilizacdo das NPMs
como agentes redox (redugdo/oxidagéo) e de revestimento'2. Diversos
metais podem ser utilizados para a sintese de NPMs por rotas de sin-
tese verde, dentre eles bario, cAdmio, cobalto, cobre, ferro, litio, mag-
nésio, manganés, prata, ouro e zinco. Nessa abordagem de sintese, os
componentes bioldgicos (metabdlitos primdrios e secundéarios) atuam
como agentes para promover a reducéo quimica dos ions metélicos
(M*) aos metais na forma neutra (M°) ou possibilitar a formagéo de
oxidos metdlicos (MxQy), resultando, apds nucleacgéo e crescimen-
to, na formacgdo de NPMs. Além disso, as biomoléculas presentes no
meio reacional também podem atuar como agentes estabilizantes
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e de revestimento/cobertura de superficie das NPMs, impedindo, ou
pelo menos minimizando, os processos de aglomerag&o ou agregagéo
durante e ao término da sintese®’.

3.2. Nanoparticulas poliméricas

N&o obstante as propriedades intrinsecas as suas estruturas metdlicas
e ainda a possibilidade de apresentar em sua camada de cobertura a
presenca de moléculas bioativas com possiveis implicagdes funcionais,
em geral, as NPMs n&o s&o consideradas carreadores com grande
capacidade para o transporte de principios ativos (excetuando-se os
préprios metais). Como sistemas eficientes para o armazenamento e o
transporte de ativos, existe uma ampla gama de outros nanomateriais,
dentre os quais as nanoparticulas poliméricas (NPPs). As NPPs s&do
sistemas nanoestruturados compostos por polimeros e que apresen-
tam dimens&es dentro da escala nanométrica. As NPPs podem ser
formadas por polimeros sintéticos, semissintéticos, modificados ou
naturais, sendo que cada um deles é escolhido com base nas possiveis
caracteristicas desejadas e potenciais aplicagdes. Dentre os polime-
ros naturais (biopolimeros) utilizados para sintese verde de NPPs, a
albumina, o alginato, a carboximetilcelulose, a quitosana e a gelatina
sdo frequentemente escolhidos em funcédo de caracteristicas como a
solubilidade em dgua alta, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
custo baixo e potencial para associagdo com inimeros principios ati-
vos demandados em processos de encapsulamento (nanocdpsulas)
ou aprisionamento (nanoesferas). Nesse contexto, NPPs de quitosa-
na contendo o peptideo dermaseptina apresentaram maior atividade
contra células HeLa quando comparada a atividade do peptideo livre'.
Adicionalmente, a quitosana também foi utilizada na formulagéo de
NPPs contendo o peptideo melitina isolado do veneno de abelhas e um
peptideo direcionador especifico visando ao desenvolvimento de um
sistema de liberacdo sustentada in vitro de melitina a células tumorais
de mama'. Estratégias semelhantes também foram desenvolvidas para
veiculacdo de outros peptideos anticanceres em NPPs produzidas a
base de quitosana em associag&o ao copolimero sintético polietile-
noglicol™®,
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3.3. Emulsoes

O desenvolvimento de nanomateriais por rotas de sintese verde tor-
na-se ainda mais desafiador quando se pretende realizar o encapsu-
lamento ou o aprisionamento de principios ativos altamente lipossolu-
veis. Dentre os nanomateriais que podem ser utilizados para veiculagéo
de principios ativos hidrofébicos, as nanoparticulas lipidicas (NPLs) e,
principalmente, as emulsdes correspondem a alguns dos nanoveiculos
mais empregados. Além disso, nanossistemas estruturados com lipi-
deos, como é o caso das emulsdes e também das NPLs, geralmente
séo considerados menos téxicos para aplicagdes in vivo do que outros
nanomateriais. De fato, como uma parcela expressiva dos principios
ativos Uteis na medicina, agricultura, veterinaria e inddstria como um
todo apresenta solubilidade em dgua baixa, a utilizag&o de nanossiste-
mas lipidicos propicia a insercdo de inimeros compostos nos diversos
setores produtivos.

As emulsGes podem ser definidas como sistemas compostos por dois
liquidos imisciveis, sendo um deles completamente disperso na forma
de glébulos (fase interna, descontinua ou dispersa) no outro liquido
(fase externa, continua ou dispersante) e normalmente estabilizados
por tensoativos, em proporc¢des variadas conforme as caracteristicas
desejadas. As emulsdes podem ser do tipo dgua em 6leo (A/O); 6lec em
agua (O/A); dgua, 6leo, agua (A/O/A), ou 6leo, dgua, 6leo (OfA[O)%9.
De acordo com o tamanho dos glébulos presentes conforme o método
de preparo, as emulsdes podem ser classificadas em macroemulsges,
microemulsdes ou nanoemuls6es®'°. Macro, micro e nanoemulsdes a
base de 6leos vegetais e animais tém sido utilizadas extensivamente
em farmdcia, medicina, cosméticos e inddstria alimenticia. Isso por-
que os lipideos, constituintes principais dos éleos, além de agentes
estruturantes adequados para formagéo de emulsdes, também apre-
sentam diversas atividades biol6gicas reconhecidas' 70194 Adicional-
mente, alguns autores relatam a adigéo de polissacarideos naturais
as formulagdes visando a um aumento na longevidade da emulséo.
Recentemente, microemulsdes constituidas por éleo de ré e quitosana
apresentaram atividade contra células de melanoma murino (B16F10)®,
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representando o potencial desse tipo de nanomaterial produzido por
rota de sintese verde para aplica¢des biomédicas.

3.4. Nanoparticulas lipidicas

Dentre os carreadores lipidicos nanoestruturados, nos dltimos anos,
as nanoparticulas lipidicas sélidas (NPLSs) e nanoparticulas lipidicas
carreadoras (NPLCs) foram as que mais se destacaram pelo fato de
apresentarem propriedades diferenciadas dos sistemas carreadores
convencionais, tais como emulsdes tradicionais. As NPLSs s&o parti-
culas compostas por lipideos que estdo em fase sélida a temperatura
ambiente, e surfactantes sdo utilizados para emulsificagédo'. Conse-
guentemente, a solidificacédo da fase lipidica aumenta a retencéo e
a estabilidade dos compostos ativos aprisionados e reduz processos
de difusdo molecular em comparacéo as situagdes nas quais estdo
dispersos em 6leos liquidos de emuls&es convencionais, favorecendo
0 aumento do tempo de meia-vida e, consequentemente, a liberagédo
sustentada. J& as NPLCs s&o constituidas por lipideos na fase liquida
(6leos) e sélida (gorduras) que resultam em nanomateriais com proprie-
dades de encapsulamento/aprisionamento e liberacéo de ativos ainda
mais controlados devido ao maior grau de imperfei¢do cristalina'®.
Assim, a mistura de lipideos sélidos e liquidos induz a uma redugéo
na faixa de temperatura de fusdo, comparado com a do lipideo sélido
isolado, contudo, mantendo as nanoestruturas sélidas a temperatura
ambiente e possibilitando um armazenamento eficiente dos principios
ativos.

3.5. Lipossomas

Outra classe de nanomateriais para entrega de ativos que podem arma-
zenar e veicular compostos com propriedades fisico-quimicas diversas
é aquela formada pelos lipossomos ou lipossomas. Os lipossomas séo
vesiculas esféricas consideradas biologicamente inertes e biocompati-
veis constituidas por uma (unilamelares) ou vérias bicamadas lipidicas
concéntricas (multilamelares) que isolam um ou varios compartimentos
aquosos internos do meio externo e os quais podem ser utilizados para
transportar compostos hidrofébicos ou hidrofilicos. Lipossomas podem

114



CAPITULO 4: SINTESE VERDE DE NANOMATERIAIS

ser produzidos por diferentes métodos, dentre eles extruséo, ultrassoni-
cacéo, homogeneizacgdo por alta presséo e microfluidica’. Os lipideos
utilizados na sintese de lipossomas podem ser de origem sintética ou
natural, sendo que os naturais podem ser comumente extraidos a partir
de tecidos, células ou fluidos bioldgicos utilizando solventes organicos.
Fosfolipideos extraidos de membranas de hemécias ja foram utilizados
como matéria-prima para formulacéo de lipossomas'. Além disso, os
lipossomas foram utilizados como veiculos carreadores de peptideos
obtidos a partir da hemoglobina, e esses nanomateriais foram capa-
zes de reduzir expressivamente a viabilidade de células de cancer de
mama murino in vitro®.

3.6. Capsideos virais e virossomas

A capacidade que os virus apresentam de invadir e infectar células
especificas tem sido utilizada para o desenvolvimento de alguns nano-
materiais que visam a entrega de principios ativos no interior das célu-
las. O uso de estruturas virais para transportar ativos de interesse
constitui uma das abordagens com maior seletividade e especificidade
dentre as varias possibilidades de nanomateriais que podem ser produ-
zidos por sintese verde. Outras formas de utilizar virus na producéo de
nanomateriais compreendem sinteses de nanoparticulas e nanobas-
toes utilizando proteinas do virus do mosaico do tabaco'® e de quantum
dots (pontos quéanticos) monodispersos utilizando bacteriéfago’™?.

3.7. Nanofilmes

Os nanofilmes s&o filmes estruturados em nanoescala com vistas ao
ganho de propriedades novas pelo incremento na razédo entre a drea
de superficie e o volume possibilitado pela organizacdo nanométri-
ca, e acarretando propriedades adicionais aquelas preexistentes. De
fato, as caracteristicas bioldgicas, elétricas, épticas, magnéticas ou
eletroquimicas de tais nanomateriais apresentam sensibilidade alta
quando expostas as pequenas perturbacdes envolvendo alteragdes
quimicas, fisicas ou bioldgicas. Assim, o arranjo estrutural de nano-
filmes é crucial para determinar o desempenho de um dispositivo ou
sistema baseado nesses novos nanomateriais. Nesse sentido, muita
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atencgdo tem sido dada para a producéo de nanofilmes contendo pelo
menos um recurso bioldgico, particularmente visando ao desenvol-
vimento de nanocatalisadores enziméaticos?’, nanobiossensores?® e
outras superficies funcionais?®.

3.8. Nanomateriais de carbono

Os nanomateriais de carbono est&o entre os mais fascinantes e, ao
mesmo tempo, controversos nanomateriais. Isso porque héa resultados
bastante contraditérios quanto aos efeitos, sobretudo bioldgicos, des-
ses nanomateriais. Algumas rotas de sintese verde tém sido propostas
para producdo de nanomateriais de carbono"®"2, A expectativa é a de
que a utilizacdo de rotas e solventes ecoamigdveis podera contribuir
com a minimizagdo e quem sabe atenuacéo de alguns efeitos adversos
e resisténcia ao uso desses nanomateriais ja que, em geral, durante
a producgdo em rotas convencionais, hd utilizacdo de solventes e rea-
gentes que geram residuos potencialmente toxicos.

3.9. Nanocristais

Os nanocristais constituem uma classe de nanomateriais que podem
ser formados por hidrélise branda de biopolimeros como a celulose e
permitindo, com isso, a produgédo de estruturas apresentando dominios
cristalinos com expressivo aumento na razdo area de superficie/volume
promovido pela nanoestruturacdo?. Cascas e palhas de produtos agri-
colas ja foram utilizadas com sucesso para produgdo de nanocristais
de celulose, os quais se mostraram eficientes na remoc&o de metais
pesados e sédio de dgua?®.

3.10. Nanofibras

As nanofibras representam outro nanomaterial amplamente utilizado
e cuja producdo se inspira nos arranjos de organizacao estrutural da
natureza como aqueles presentes nas proteinas formadoras de fibras
em teias de aranhas e cujo desempenho mecéanico é compardavel ao
aco do ponto de vista de resisténcia e ao nylon do ponto de vista de
elasticidade"®"4. De fato, esses biomateriais tnicos tém inspirado o
desenvolvimento de nanofibras com propriedades inovadoras e amplas
aplicabilidades™®.
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4. Técnicas para caracterizacao de
nanomateriais produzidos por sintese
verde

O ato de caracterizar relaciona-se a destacar, diferenciar, distinguir ou
mensurar as particularidades de algum material em qualquer escala e
dimensdo. Nas situacdes em que se avalia um material na escala bulk,
fica relativamente facil imaginar algumas técnicas de caracterizacao.
Para determinar o tamanho (ex.: comprimento, largura, altura) de um
objeto, pode-se utilizar uma régua, uma trena ou um paquimetro; para
medir a massa, podem-se utilizar balangas; e assim diversas ferramen-
tas comumente disponiveis podem ser empregadas para avaliag&do
de outras caracteristicas fisicas e quimicas de um material em escala
macroscopica. Outro nivel de dificuldade ocorre nas situagdes em que
€ necessario caracterizar as propriedades fisico-quimicas e estruturais
de um material em escala nanométrica. Nesse caso, as caracteristicas
mais comumente avaliadas s&do: tamanho, forma, carga, composigéo,
estrutura e quantidade. Como existem particularidades em cada nano-
material (ex.: metdlico, polimérico, lipidico, emulsdes, lipossomas, etc.),
para elucidacdo de cada uma dessas caracteristicas existem mais
de uma técnica disponivel para avaliagdo, muitas vezes oferecendo
informagdes complementares.

A chamada nanometrologia constitui um ramo da ciéncia das medi-
¢Oes (metrologia) que visa ao aferimento das medidas em nanoescala.
Atualmente, diferentes técnicas sédo utilizadas visando a obtencéo
de informacdes importantes relacionadas as propriedades de nano-
materiais produzidos por rotas de sintese verde. Assim, o emprego
de ferramentas de nanometrologia possibilita avaliar a composigéo
elementar, estrutura, tamanho, forma, carga, disperséo, estados de
agregacdo e/ou aglomeragao, entre outros. A Tabela 1indica algumas
das possiveis ferramentas e quais caracteristicas podem ser medidas.
A maioria das técnicas utilizadas na caracterizagcdo de um nanoma-
terial produzido por sintese quimica também pode ser aplicada para
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investigar os nanomateriais oriundos das rotas de sintese verde, mas
h& alguns detalhes metodoldgicos, como tempo de estabilizagéo,
numero de leituras, tempo de aquisicdo e outros parametros, que, se
ajustados, podem facilitar e até mesmo possibilitar a caracterizagdo
de nanomateriais produzidos por rotas de sintese verde. Muitas des-
sas possiveis modificagdes, quando necessarias, serdo expostas ao
longo dos subtdpicos abaixo, em que também sdo apresentadas as
principais técnicas utilizadas em trabalhos disponiveis na literatura de
acordo com as respectivas caracteristicas que se pretendem avaliar
no nanomaterial com cada uma delas.
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4.1. Tamanho e Forma

O tamanho é uma caracteristica mensurdvel em um nano-objeto cujo
completo entendimento somente é possivel mediante a defini¢éo da
informac&o a que se refere ja que pode estar relacionado a medidas
em 1D (ex.: comprimento, largura, altura, didmetro, raio, perimetro),
2D (ex.: area, area de superficie) ou 3D (ex.: volume). Além disso, o
tamanho de uma nanoestrutura pode ser fortemente influenciado pelo
meio circundante a ela (ex.: hidrodinamico ou seco), caracteristicas
intrinsecas a cada técnica (ex.: utilizacdo de luz, elétrons, sonda) e
também condi¢bes de preparo (ex.: nativas ou processadas). Enquanto
as medidas de tamanho estdo diretamente relacionadas com a acu-
rdcia e a precisdo da técnica escolhida, a forma é uma caracteristi-
ca passivel de interpretagdo individual que implica um certo grau de
subjetividade por parte do examinador, apesar da possibilidade de
utilizacdo de descritores matematicos para aferir formas.

Ha diversas técnicas disponiveis para avaliagdo do tamanho e da forma
de nanomateriais sintetizados por rotas de sintese verde. Na escolha
da(s) técnica(s), deve-se considerar a categoria de nanomaterial, o
estado em que se encontra e as possiveis particularidades, de cada
material, que podem influenciar na aquisi¢cdo dos dados. Também se
deve observar a possibilidade de que mais de uma técnica pode ser
necessdria para avaliar um nanomaterial devido a particularidade de
informacdes disponibilizadas por cada uma. Além disso, resultados
provenientes de outras técnicas e metodologias que também contri-
buem com a avaliagdo do nanomaterial devem ser interpretados a
luz dos dados obtidos de tamanho e forma. Para a caracterizacdo de
tamanho (T) e forma (F) de nanomateriais obtidos por rotas de sintese
verde (Tabela 1), geralmente sdo utilizadas técnicas como: microscopia
eletrdnica de varredura e de transmissédo (MEV e MET, respectivamen-
te; avaliam T e F), microscopia de for¢ca atémica (MFA; avalia T e F),
espalhamento de luz dindmico (DLS; avalia T) e andlise de adsorgéo/
dessorcédo (BET; avalia T de poros).
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4.1.1. Microscopia eletronica

MEV e MET s&o técnicas de microscopia eletronica amplamente utili-
zadas na caracterizagdo nanoestrutural, avaliando a interacdo de um
feixe de elétrons incidente com a amostra. As duas técnicas permi-
tem obter informagdes qualitativas e quantitativas de nanomateriais,
como a morfologia e a distribuicéo do diametro seco, respectivamente.
Na MEV, os elétrons envolvidos com a formagdo das imagens s&o os
secundarios e retroespalhados, e esse tipo de interagéo possibilita
a aquisicdo de imagens com aparéncia tridimensional relacionada a
morfologia das superficies dos materiais analisados, sendo possivel
visualizar o tamanho e a forma dos nanomateriais. Nanoparticulas
metdlicas'®", poliméricas"®, nanoparticulas de prata (AgNPs) e ouro
(AuNPs) estabilizadas com alginato de célcio"®, nanoemulsdes'® e
lipossomos'?' sdo alguns tipos de nanomateriais que podem ser carac-
terizados. Para nanomateriais metdlicos, em geral, é necessario apenas
que a amostra esteja seca e depositada em um suporte condutor para
sua visualizacdo. J4 nanomateriais ndo metdlicos, comumente neces-
sitam passar por processamentos adicionais, incluindo processos de
desidratacdo e de secagem ao ponto critico, em que as amostras s&o
secas utilizando temperatura e pressédo controladas até uma condicéo
na qual o CO, liquido se torna gasoso, preservando a nanoestrutura.
Em seguida, os nanomateriais n&do metdlicos sdo submetidos a um pro-
cesso de metalizacdo em que sdo recobertos por uma camada delgada
de metal condutor, por exemplo, o ouro, para poderem ser visualizados
ao microscopio.

J4 a MET é uma técnica que utiliza elétrons espalhados elasticamente,
inelasticamente e transmitidos para formag&o da imagem bidimen-
sional do nanomaterial conforme a densidade eletronica. A MET é
uma das técnicas mais utilizadas para avaliar o tamanho e a forma
de nanomateriais sintetizados por sintese verde, além da avaliagdo de
ultraestruturas celulares apés interagdo com nanomateriais. O preparo
das amostras para essa técnica também depende do tipo de nanoma-
terial investigado. Nanomateriais mais eletrodensos como NPMs s&o
facilmente identificados em imagens'??, mas diversos outros nanoma-
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teriais podem ser visualizados, como os poliméricos'??, poliméricos com
membranas celulares', nanocompdsitos metélico-poliméricos'?'26 e
até carbon dots™, apds utilizar agentes de contraste nos nanomateriais
em investigacdo. A principal desvantagem dessas duas técnicas de
microscopia € a necessidade de alto vdcuo porque este pode dificultar,
ou até mesmo inviabilizar, a caracterizacédo de determinados nanoma-
teriais produzidos por rotas de sintese verde.

4.1.2. Microscopia de forca atomica

A MFA é uma técnica que consiste em percorrer a superficie topografica
de uma amostra, em contato ou ndo, utilizando uma sonda (ponteira).
As imagens obtidas durante as andlises s&o resultantes do proces-
samento computacional das forcas resultantes medidas (atrativas
e/ou repulsivas) a partir da interagdo entre os 4&tomos da sonda e da
amostra. As imagens com resolucéo atémica sdo formadas por meio da
deflexdo de uma haste (cantilever) integrada com a sonda, resultando
em informagdes de topografia do material analisado, além de proprie-
dades como rugosidade, atrito, viscoelasticidade e outras; fornecendo
informacdes adicionais sobre as propriedades mecénicas e fisicas dos
nanomateriais. Sendo assim, a MFA pode ser utilizada para obtencao
de informacgdes sobre tamanho e forma, mas também de outras pro-
priedades mecanoestruturais de nanomateriais. Além disso, as andlises
em geral também n&o requerem preparagédo complexa de amostra,
possibilitando até mesmo investigar eventos dindmicos e cinéticos em
condi¢gBes muito préximas as nativas, minimizando possiveis altera¢des
na amostra. Diferentes tipos de nanomateriais podem ser analisados
por MFA, tais como NPMs'?, NPPs', nanofolhas'?” e nanoemulsdes'?.

4.1.3. Espalhamento de luz dinamico

A técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS - do inglés, dynamic
light scattering), também conhecida como espectroscopia de correlacéo
de fétons (fotocorrelagdo), possibilita mensurar o didmetro hidrodi-
namico (médio e distribuicdo em classes) baseado no espalhamento
do feixe de luz (laser) gerado pelo movimento browniano de estrutu-
ras particuladas dispersas em uma suspensao coloidal, permitindo a
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determinacéo de tamanhos tipicamente na faixa de 0,3 nm - 10 um'?.
A andlise realizada por DLS é ndo destrutiva, sendo amplamente acei-
ta para a caracterizacdo de nanomateriais obtidos por rotas de sin-
tese verde®101516130131 gpesar de ser menos utilizada do que deveria
considerando os beneficios de tais analises sob o ponto de vista da
compreensdo do nanomaterial. Diversos nanomateriais dispersos em
solucdo podem ser avaliados por essa técnica, sejam metélicos®'03?,
poliméricos'™'2133, [ipossomas''3°, entre outros nanomateriais que
em suspensdo ndo alteram sua morfologia. Adicionalmente, anélises
por DLS permitem avaliar o indice de polidispersividade (Pdl), que é
um parametro indicativo da homogeneidade de suspensdes coloidais
o qual varia de 0 a 1; assim, suspensdes que exibem valores mais
proximos de 0 sdo classificadas como monodispersas (homogéneas)
e as que apresentam valores mais préoximos de 1 séo classificadas
como polidispersas (heterogéneas). O Pdl tem sido amplamente utili-
zado para avaliar o grau de homogeneidade de suspensdes coloidais
de nanomateriais obtidas por abordagens de sintese verde. E preci-
so atentar para o comportamento do nanomaterial em suspenséo e
observar se ao longo das leituras feitas pelo equipamento os valores
mensurados variam muito. Isso pode indicar instabilidade da camada
de estabilizacdo adquirida no processo de sintese verde do nanoma-
terial ou formas variadas.

4.1.4. Adsorcao[/Dessorgao - BET

Atécnica de BET (letras iniciais dos autores Brunauer, Emmett e Teller),
também conhecida por teoria de adsorgdo multimolecular, é baseada
na adsorgdo e na dessorgdo de um géas inerte - geralmente nitrogénio
- em multicamadas na superficie de materiais sélidos. A partir dessa
técnica, € possivel medir a drea superficial especifica e o tamanho de
poros. Em abordagens na nanotecnologia verde, essa técnica pode
ser empregada na caracterizacdo de nanoesferas de carbono'4, em
nanocatalisadores’®' e até em hidrogéis e aerogéis contendo nano-
materiais'"%,
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4.2. Carga

As propriedades elétricas (cargas) consistem em uma das caracteristi-
cas fisicas mais importantes de nanomateriais produzidos por sintese
verde. A carga é rotineiramente utilizada como parte dos critérios envol-
vidos no controle de qualidade. Isso porque indica de maneira indireta
a estabilidade coloidal do nanossistema. Assim, propriedades elétricas
relacionadas a carga de superficie de nanomateriais produzidos por
rotas de sintese verde devem ser determinadas quando é necessario
avaliar a estabilidade coloidal do sistema, e também quando os nano-
materiais produzidos podem interagir com outros materiais, em que
a carga auxilia no entendimento de possiveis mecanismos de acéo e
interactes (Tabela 1).

4.2.1. Potencial Zeta de superficie

Algumas das propriedades elétricas de um nanomaterial podem ser
medidas utilizando técnicas como o potencial Zeta de superficie (ZETA).
ZETA é uma técnica de caracterizagdo extremamente relevante para
nanomateriais sintetizados por rotas de sintese verde, bem como de
solugdes contendo metabdlitos primarios e secunddrios oriundos de
recursos bioldgicos potencialmente aplicéveis na sintese verde. O ZETA
mede propriedades elétricas de superficie e é calculado a partir da
medicédo da velocidade na qual as particulas migram em direcéo a
um eletrodo apés a aplicagdo de um campo elétrico, sendo por isso
também denominado mobilidade eletroforética. Além disso, o ZETA é
um parametro indicativo de estabilidade coloidal, assim, nanomate-
riais que exibem valores de ZETA maiores que +30 mV ou menores que
-30 mV séo considerados estaveis, sendo que a estabilidade pode ser
classificada como moderada (+30 a +40 mV), boa (x40 a +60 mV) e
excelente (menor que -60 mV ou maior que +60 mV), enquanto aqueles
que apresentam valores inferiores a 30 mV em mddulo apresentam
tendéncia a instabilidade incipiente, coagulacéo rapida ou até mesmo
floculagdo (0 a £5 mV)™°. Diversos tipos de nanomateriais obtidos por
rotas de sintese verde podem ser analisados quanto a carga, dentre
eles NPMs™0141 NPPs™214124 ' NPLs™2 e emulsdes's".
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4.2.2. Fracionamento por Campo e Fluxo

A técnica de fracionamento por campo e fluxo (FCF) estd ganhando
popularidade como ferramenta para caracterizacdo de nanomate-
riais produzidos por rotas de sintese verde em fungéo de possibilitar a
separacgdo de nanoparticulas por tamanho e carga. Entretanto, ainda
é considerada uma técnica relativamente pouco utilizada em nanotec-
nologia verde e também de forma geral. A separagdo das nanoparti-
culas ocorre em fungdo de como sédo afetadas por um campo externo
aplicado na amostra'. Portanto, é uma técnica de separacgédo, em que
€ aplicado um campo em uma suspens&o ou solucéo inserida em um
pequeno canal com determinado fluxo. No caso da avaliagdo da carga
de nanoparticulas, o campo aplicado é o elétrico, separando entéo os
nanomateriais em funcdo de suas mobilidades diferenciais.

4.3. Composicao e estrutura

A composicdo, assim como os arranjos estruturais (ex.: padrées cris-
talinos, padrdes amorfos), estd diretamente relacionada com a reati-
vidade e a dissolubilidade de um determinado nanomaterial, sendo,
portanto, etapas cruciais durante a caracterizacdo. Além disso, o
reconhecimento de certas caracteristicas e padrdes pode possibilitar
rastreabilidade quimica, algo tipicamente almejado em inimeras apli-
cacdes. Existem algumas técnicas ja bem preestabelecidas para serem
utilizadas visando a avaliagdo da composicéo (C) efou estrutura (E)
de nanomateriais de uma maneira geral, incluindo aqueles produzidos
por rotas de sintese verde (Tabela 1), como a andlise elementar (AE;
avalia C), andlise termogravimétrica (TGA; avalia C e E), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC; avalia C), espectroscopia de infraverme-
Iho com transformada de Fourier (FTIR; avalia C e E), espectrometria
de absorcdo atomica (EAA; avalia C), espectrometria de massa (EM;
avalia C), espectroscopia Raman (RAMAN; avalia C e E), ressonancia
magnética nuclear (RMN; avalia C e E), espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (EFX; avalia C e E), Espectroscopia UV-Visivel
(UV-Vis; avalia C e E), difracdo de raios X (DRX; avalia C e E) e espec-
troscopia de ressonancia paramagnética (ERP; avalia C e E).
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4.3.1. Andlise elementar

Andlise elementar (AE) é a designagdo comum atribuida a um conjunto
de técnicas que permitem determinar a composigéo e a proporgéo
dos elementos presentes em uma amostra de maneira qualitativa ou
quantitativa, conforme o caso. Particularmente, a AE-CHN é uma téc-
nica que determina as porcentagens de carbono (C), nitrogénio (N)
e hidrogénio (H) presentes em uma amostra, e para isso, o material
deve ser carbonizado em uma atmosfera de oxigénio puro, e os gases
liberados pela amostra sdo analisados em um detector de condutivida-
de térmica. Para essas andlises, as amostras podem estar em estado
liquido ou sdlido, facilitando assim sua aplicagdo a diferentes tipos de
nanomateriais. Esse método de caracterizagdo pode ser utilizado para
nanomateriais produzidos por rotas de sintese verde como NPPs'#4,
NPMs'5146 @ nanossais'’. Essa técnica ndo exige nenhuma variacao
de metodologia especifica para avaliagdo de nanomateriais obtidos
por rotas de sintese verde.

4.3.2. Analise termogravimétrica

Termogravimetria ou andlise termogravimétrica (TGA - do inglés, ther-
mogravimetric analysis ou thermal gravimetric analysis) é uma técnica
que permite avaliar a variacdo de massa em funcédo da variacédo de
temperatura que se aplica no sistema. Seu principio de operacéo con-
siste em avaliar a perda (ex.: decomposicdo, desidratagdo, combust&o)
ou ganho (ex.: oxidag&o) de massa em funcdo de uma programacéo
controlada de temperatura ou tempo, e para tal essa técnica deve ser
realizada em atmosfera controlada e pode estar acoplada a outras téc-
nicas, como FTIR ou MS. Dependendo da atmosfera utilizada, podem-se
obter respostas diferentes, sendo que em atmosfera inerte comumente
se identificam defeitos estruturais, ligantes da amostra e estabilidade;
e ja em atmosfera oxidante identificam-se pureza, massa residual e
reatividade a atmosfera ambiente. A nanotecnologia utiliza essa meto-
dologia para caracterizar micelas, nanomateriais de carbono, nano-
particulas de todos os tipos e outros nanomateriais que tenham certa
porosidade. J& para nanomateriais obtidos por rotas de sintese verde,
o uso de AT foi relatado para investigar NPMs™&'5° nanocompdsitos
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de grafeno e quitosana'', e nanossais'’. Em geral, nesses casos, as
andlises visam averiguar a estabilidade térmica, ndo necessitando de
variacdo de metodologia para avaliagdo de nanomateriais produzidos
por rotas de sintese verde.

4.3.3. Calorimetria exploratéria diferencial

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC - do inglés, differential
scanning calorimetry) também é uma das andlises térmicas, sendo
que nesse caso a técnica possibilita a medigédo da transferéncia de
calor para a amostra de nanomaterial e proporciona um aquecimento
homogéneo na superficie do material, sendo que esse aquecimento
altera- no interior do nanomaterial dependendo da simetria. Existem
dois tipos de transferéncia de calor: fluxo de calor e compensacéo de
poténcia. Na do primeiro tipo, tanto a amostra como a referéncia sdo
aquecidas e termopares avaliam o calor especifico, entropia e variagéo
de temperatura; ja no do segundo tipo, a amostra e a referéncia séo
aquecidas separadamente e a poténcia tenta equilibrar a temperatura
entre a amostra e a referéncia. Na nanotecnologia verde, essa anéa-
lise é utilizada para avaliar a estabilidade térmica e decomposicéo
de nanoparticulas'™® e também a capacidade de reversédo ao calor'2.

4.3.4. Espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
permite a identificacdo de grupos funcionais presentes em moléculas
por meio de alteracdes especificas nos niveis de energia vibracional
e rotacional das liga¢cGes quimicas apds a excitagdo em um compri-
mento de onda especifico™. Assim, fornece evidéncias da presenca
de possiveis grupos funcionais na estrutura do nanomaterial obtido
por meio de sintese verde, podendo contribuir para sua identificacéo,
sendo que para tal se faz necessdrio pesquisar por espectros seme-
Ihantes na literatura ou comparar com padrdes disponiveis em bases
de dados. Essa técnica pode ser utilizada na nanotecnologia verde
para caracterizagdo de NPMs, a fim de verificar a sua composigéo'?,
assim como averiguar quais sdo os possiveis componentes do mate-
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rial bioldgico que estdo atuando como agentes de revestimento efou
estabilizagdo'0'*4'%°. Na caracterizagdo das NPPs, andlises por FTIR
podem ser utilizadas para constatar se houve o revestimento ou a
impregnac&do de um novo composto'®, e também pode ser utilizada
na avaliagdo de nanofilmes, a fim de fornecer informacdes acerca da
composicdo'” e sobre o mecanismo de interacdo entre um composto
de interesse e os nanofilmes'e.

4.3.5. Espectrometria de absorcéao atomica

A espectroscopia de absorcédo atdmica (EAA) determina quantitativa-
mente ou qualitativamente a presenca de metais, semimetais e alguns
ndo metais em uma amostra de nanomaterial. O principio que essa
técnica se baseia é o de medir a intensidade da absorc&o de radiagcéo
eletromagnética. Essa radiacédo é advinda de uma fonte de radiagéo
primaria de &tomos no estado fundamental. A técnica permite a anélise
de amostras de nanomateriais em estado liquido, sélido ou gasoso. Na
area de nanotecnologia verde, essa técnica vem sendo utilizada para
quantificar a possivel presenca de elementos quimicos'™® e até mesmo
para averiguar a estabilidade de nanomateriais'.

4.3.6. Espectrometria de massa

A espectrometria de massa (MS - do inglés, mass spectrometry) é
uma técnica analitica em que moléculas presentes em uma amos-
tra sdo ionizadas em fase gasosa e separadas de acordo com a sua
razdo massa (m) sobre carga (z) - m/z, sendo que a massa molecular
é expressa em massa atdomica ou Dalton (Da), equivalente a duodé-
cima parte da massa de um dtomo de carbono-12. Os principais com-
ponentes de um espectrémetro de massa sédo a fonte de ionizagéo, o
analisador de massa e o detector. No analisador de massa, os ions
sdo separados em baixa pressédo de acordo com a relagdo m/z, e um
sistema de processamento gera o espectro de massa representado
graficamente pela intensidade arbitraria do ion (eixo y) em relagdo
a razdo m/z (eixo x). A partir da relacdo m/z, é possivel identificar
biomoléculas, analisar o grau de pureza destas, elucidar estruturas
moleculares, analisar modificacdes estruturais, entre outros''. Nesse
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contexto, diferentes métodos de espectrometria de massa podem ser
utilizados para caracterizar a estrutura quimica presente em nano-
materiais obtidos por meio de rotas de sintese verde. Dentre eles, a
espectrometria de massa por ionizacédo e dessorcéo a laser assistida
por matriz e analisador por tempo de voo (MALDI-TOF - do inglés matrix
assisted laser desorption ionization time of flight)®'®? e a espectrome-
tria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP - do inglés,
inductively coupled plasma)'®® sdo provavelmente os mais utilizados
em nanotecnologia. A nanotecnologia atua principalmente fornecendo
nanomateriais enquanto insumos que oferecem vantagens técnicas'®.
O uso de nanomembranas com resposta termomecanica oferece poten-
cial para melhorar a sensibilidade na andlise de massa de ions com
alta massa molecular, e em misturas complexas de proteinas'® o uso
de nanoliquidos (amostra aquosa com a presenga de nanomateriais
suspensos) pode aumentar a sensibilidade do método j& que hd a
diminuigc&do de volumes mortos e a possibilidade de vazamentos em
comparagdo com a técnica sem a presenga desses nanomateriais'®®-'¢9,
e a utilizacdo de nano-electrospray permite conectar cada emissor a
uma separacéo individual do sistema, devido a auséncia de um movi-
mento mecanico. Assim, o rendimento de detecgdo por MS pode ser
aumentado drasticamente'"®'",

4.3.7. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman (RAMAN) é uma técnica analitica com uma
série de vantagens em relacdo a outras técnicas que permitem avaliar
a composigdo ou mais especificamente o ambiente quimico de nano-
materiais, incluindo a ndo destruicdo da amostra, ser rapida, eficiente
e de facil manipulagéo. Essa técnica baseia-se no principio do espalha-
mento ineldstico da luz que incide sobre qualquer material, resultando
em mudancas especificas nos niveis de energia que correspondem
a impressdes digitais ou assinaturas especificas das moléculas'™. A
RAMAN ¢ utilizada para identificar ou investigar compostos presentes
em nanomateriais obtidos por rotas de sintese verde, como nanocom-
pdsitos constituidos por polianilina, carboximetilcelulose e nanotubos
de carbono'® e NPMs'#175. Com essa técnica, consegue-se também
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diferenciar nanoestruturas produzidas do mesmo elemento quimico, de
acordo com a morfologia'”®. No ramo sustentavel da nanotecnologia, a
RAMAN pode ser utilizada de duas maneiras, caracterizando em si um
nanomaterial produzido utilizando um recurso biolégico'” ou nanoes-
truturado naturalmente'®; ou mesmo utilizando o préprio nanomaterial
para acentuar o sinal da técnica e caracterizar outros materiais como
drogas ilicitas'. Esse melhoramento da técnica de RAMAN se chama
espalhamento Raman amplificado em superficie (SERS), em que o
nanomaterial produzido é depositado na superficie na qual a amostra
serd depositada, e este acentua a sensibilidade e diminui o limite de
detecgdo, tornando geralmente os sinais mais definidos'”.

4.3.8. Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma das ferramentas com
maior poder de resolucdo visando a determinacé&o de estruturas orga-
nicas, as quais séo exploradas por meio da propriedade magnética de
nucleos atdmicos. O campo magnético do nuicleo poderd alinhar (ou
n&o) com o campo externo, e, assim, o féton emitido com a quantidade
de energia correta poderd inverter o estado de spin da molécula, fazen-
do com que no espectro sejam detectados sinais (picos) cuja altura de
cada um indica a quantidade relativa de cada estrutura organica, e o
numero de picos indica o modo segundo o qual elas estdo organizadas.
As principais aplicagdes dessa técnica em nanomateriais produzidos
por rotas de sintese verde sdo para identificar ou indicar a presenca
de um composto organico no nanomaterial’.

4.3.9. Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (EFX) permi-
te identificar os elementos quimicos presentes na superficie de uma
amostra, determinar suas abundéancias relativas e até mesmo inferir
sobre a morfologia dessa superficie. O principio da técnica é basi-
camente incidir raios X sobre a superficie da amostra e coletar os
fotoelétrons emitidos em um detector. Nanocompdsitos de manganés
dopado com bério, magnésio, aluminio e oxigénio'™'®! nanocristais
(nanoparticulas cristalinas)'®? e NPMs'"#'® todos sintetizados por rotas
sustentaveis ja foram caracterizados por essa técnica.
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4.3.10. Espectroscopia UV-Visivel

A espectroscopia na regido do UV-Visivel (UV-Vis) é uma técnica sim-
ples, rapida e sensivel comumente aplicada na caracterizacédo das
propriedades 6pticas e na quantificagdo de nanomateriais. O principio
dessa técnica baseia-se na incidéncia de luz em determinado compri-
mento de onda nas regides do espectro UV ou Visivel e captacdo em
um detector de quanto a amostra transmitiu ou entdo absorveu da luz
incidente. UV-Vis tem sido utilizada para monitorar reagdes de sintese
verde, avaliar a estabilidade e propriedades 6pticas de nanoparticulas
de ouro (AuNPs) e prata (AgNPs); e, além disso, possibilita a deteccéo
da banda tipica de ressonancia plasménica de superficie (SPR) pro-
vocada apenas quando esses metais estdo nanoestruturados'®'84185,
O efeito SPR consiste na oscilagdo coletiva de elétrons livres, criando
uma densidade de carga na superficie do nanomaterial sob influéncia
da radiacdo eletromagnética em um comprimento de onda especifi-
co, resultando em uma banda de absorcéo caracteristica. Com essa
técnica, AgNPs foram identificadas de acordo com a estruturagéo de
suas arestas'®'®’ e NPMs foram identificadas de acordo com o seu
metal formador?®8°,

4.3.11. Difracao de raios X

A técnica de difracdo de raios X (DRX) possibilita a determinag&o da
possivel presencga de estruturas cristalinas em nanomateriais produzi-
dos por rotas de sintese verde. Como o préprio nome jd indica, a técnica
baseia-se na incidéncia de raios X na amostra, em varios angulos dife-
rentes, e posteriormente os raios difratados sdo capturados. Esse tipo
de onda eletromagnética tem comprimento de onda menor do que a luz
visivel, fazendo com que as leituras em espectro oferecam respostas
de acordo com o elemento quimico presente e também a ordenagéo
dos atomos distribuidos no espago. Em nanometrologia, essa técnica
pode ser aplicada para identificacédo de fases'%'*° e para obtencéo do
tamanho de nanomateriais %2,
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4.3.12. Espectroscopia de ressonancia paramagnética

A espectroscopia de ressonancia paramagnética (EPR - do inglés,
electron paramagnetic resonance) ou ressonancia de spin eletronico é
utilizada quando ha moléculas com configuracéo eletrdnica de valén-
ciaincompleta, elétrons desemparelhados (material paramagnético).
Essas moléculas podem ser compostos organicos, inorganicos, metais
de transicéo, entre outros. Essa espectroscopia funciona semelhante
a RMN, entretanto, havendo a excitac¢édo de spin de elétrons em vez de
spin de ndcleos. A principal aplicacdo dessa técnica em nanomateriais
produzidos por rota de sintese verde € identificar ou indicar a presenca
de um composto no nanomaterial'@®93194_ pode-se perceber que ha
vdrias metodologias e equipamentos passiveis de serem aplicados para
averiguar a composicéo e a estrutura de nanomateriais sintetizados
por rota verde. O que deve definir qual nanometrologia sera utilizada é:
composicao, estado fisico, quantidade da amostra e compatibilidade
do nanomaterial ao instrumento. Existem técnicas mais completas e
caras, assim como técnicas simples e baratas. Assim, por vezes, pode
ser invidvel utilizar muitas técnicas que indicam informacdes similares
para caracterizar um nanomaterial a ndo ser que tenha um propdsito
especifico para cada uma.

4.4. Quantidade

Enguanto a quantificagdo direta e absoluta, por exemplo, do ndimero
de nanoparticulas presentes em uma suspenséo ainda representa um
desafio atual em nanotecnologia, muitas técnicas descritas no tépico
4.3 mencionaram quantificagéo, porém a maioria das vezes essa quan-
tificacdo era relativa aos demais componentes presentes na amostra
ou avaliada de maneira indireta. A fim de obter a quantificagdo real, é
necessdrio acoplar técnicas de cromatografia aquelas apresentadas
no tépico anterior (Tabela 1). As técnicas de cromatografia permitem
particionar ou fracionar os componentes presentes na amostra de
um nanomaterial antes de haver a quantificagdo. A determinagéo da
quantidade é uma caracteristica importante em nanotecnologia verde,
sendo que, apesar de ndo ser comumente utilizada para quantificar os
nanomateriais produzidos em si (ex.: determinar o nimero de particulas
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em suspensdo), oferece resultados importantes para o entendimento
da particularidade do ativo impregnado, produtos de reagéo, consti-
tuintes estruturais, entre outros.

4.4.1. Cromatografia gasosa

O principal objetivo da cromatografia gasosa (GC — do inglés, gas
chromatography) é particionar os componentes de uma amostra entre
a fase movel (gasosa) e a fase estaciondria (liquida ou sélida). Muitas
vezes, essa técnica é utilizada de maneira conjunta com abordagens
de MS. Esse acoplamento é relativamente simples e combina os bene-
ficios das duas técnicas: a GC oferece a alta seletividade e eficiéncia
de separagdo enquanto com a MS obtém a informacéo estrutural e a
massa molecular, melhorando a seletividade's. Na nanometrologia,
essa técnica, geralmente, ndo é empregada diretamente no estudo de
nanomateriais, mas para deteccédo de compostos que nem sempre séo
conhecidos, e seréo utilizados na sintese verde', e também para tornar
a GC mais sensivel com combinacdo de uma técnica de microextracdo
em fase sélida utilizando NPMs para detectar tragos de contaminantes
em amostras ambientais'’.

4.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

J4 a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - do inglés, high
performance liquid chromatography) é responsavel por separar com-
postos quimicos que estdo em solucdo, com a fase mével sendo um
solvente liquido. Na nanotecnologia verde, geralmente, ndo é utilizada
diretamente no nanomaterial e sim para complementar a andlise deste.
Essa técnica é utilizada para averiguar a quantidade de ativo residual
que ndo foi incorporado por nanocompdsitos absorventes de nanoparti-
culas de ferro', caracterizar produtos de reacéo que foram catalisados
por NPMs'® e analisar nanopigmentos produzidos por fitoplanctons?®,

Com base no exposto neste tépico, percebe-se que existem vdrias
técnicas de nanometrologia que possibilitam mensurar as principais
caracteristicas de um determinado nanomaterial. Essas técnicas s&o
de extrema importancia, principalmente para avaliagdo de nanomate-
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riais produzidos por sintese verde, devido a alguns dos desafios rela-
cionados com esta area, como a recorrente reprodutibilidade baixa.
O uso de algumas dessas técnicas se faz necessdrio para monitorar
o nanomaterial resultante de cada nova sintese e também para moni-
torar a estabilidade das propriedades ao longo do tempo, se assim
for necessario. Utilizar das técnicas de forma légica e intencional é a
forma de obter resultados plausiveis de tamanho, forma, carga, com-
posicdo, estrutura e quantidade de nanomateriais produzidos por rotas
de sintese verde.

5. Desafios atuais e perspectivas para
o uso de nanomateriais obtidos por
sintese verde

Um dos principais desafios atuais encontrados nas abordagens reali-
zadas em nanotecnologia verde para produgdo de nanomateriais diz
respeito a reprodutibilidade dos processos, particularmente aqueles
envolvendo recursos bioldgicos obtidos diretamente da natureza ou
das cadeias produtivas. Considerando que os metabdlitos primarios
e secunddrios presentes em organismos ou extratos de suas partes
séo alguns dos principais agentes utilizados para a sintese verde de
muitos nanomateriais, caso a composicdo e/ou as concentragdes dos
metabdlitos sejam diferentes entre dois lotes, podem ser formadas
nanoestruturas com caracteristicas fisicas, quimicas e até mesmo
biolégicas bastante distintas. Talvez o exemplo mais marcante seja
devido a diversidade de perfis fitoquimicos encontrados em plantas
expostas a diferentes condi¢des.

De fato, diversos séo os fatores biéticos e abiéticos que podem acarre-
tar alteracdes no metabolismo das plantas e outros organismos, dentre
eles a pressdo ambiental constante, incluindo o estresse hidrico?, a
falta ou excesso de nutrientes essenciais?”, mudangas no pH do solo
ou outros ambientes?®?, ataques de herbivoros patégenos e parasi-
tas?%, competigdo entre espécies?®, o excesso ou a falta de exposicédo
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a luz?°52% e a presséo antrépica acidental (por exemplo, poluicdo) e
intencional (por exemplo, o uso de herbicidas e pesticidas), além da
acdo antrépica direta (por exemplo, desmatamentos). Em resposta a
esses estimulos, alteracdes no metabolismo podem propiciar condi-
¢Oes para a sobrevivéncia melhores?®2. Sendo assim, a producéo de
metabdlitos pode ser regulada de acordo com o estimulo ao qual o
organismo é submetido?®” e muitas vezes isso se torna preponderante
com vistas ao entendimento e controle do processo de formac&o de
nanomateriais por rotas de sintese verde.

Além disso, a idade de um érgéo ou tecido (por exemplo, em plantas,
folhas jovens ou senescentes) também pode influenciar na concentra-
¢do e na presenca de metabdlitos. O fundo genético do material biol6-
gico é outro fator que deve ser considerado durante a selegdo de uma
espécie, mas tem sido absolutamente negligenciado pela maioria dos
pesquisadores durante o desenvolvimento das rotas de sintese verde
de nanomateriais. Todo esse cendrio da fisiologia de um determinado
organismo pode acarretar a produgdo de extratos com uma composi-
¢do final diferente de metabdlitos, e, consequentemente, acarretando
propriedades distintas dos nanomateriais finais.

Outro aspecto também relacionado diz respeito aos cuidados e a aten-
¢do com a estacdo do ano e indicadores climaticos da época em que
o material biolégico é coletado como condi¢des essenciais visando a
reprodutibilidade das rotas de sintese??. A maioria dos estudos nédo
relata em que periodo do ano o material vegetal foi coletado, nem
mesmo descreve as condicGes de crescimento e cultivo das plantas
(ou qualquer outro organismo), ou até mesmo sequer qualifica e quan-
tifica os principais metabdlitos presentes nos extratos e biomoléculas
utilizados na sintese verde. Essas informacdes devem ser consideradas
essenciais para a reprodutibilidade dos processos e para compreen-
der os mecanismos que resultam na formagdo de nanomateriais. Por
esses motivos, estudos futuros deverdo envolver comparagdes entre
materiais coletados em diferentes condi¢cdes e épocas do ano, além
do fato que esforgos precisam ser empreendidos quanto a utilizagcdo
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de plantas ou outros organismos obtidos de cultivos in vitro, indoor,
em casa de vegetacao e, sobretudo, aqueles recursos biolégicos com
bagagem genética bem estabelecida a serem obtidos e utilizados a
partir de bancos ativos de germoplasma.

A busca por estratégias que confiram previsibilidade (preditibilidade)
na formacéo e atividade biolégica de nanomateriais constitui outro
desafio e uma tendéncia em nanotecnologia verde?®. Uma opgdo € a
realizacdo de uma avaliacéo sistematica de diferentes recursos biold-
gicos visando identificar aqueles que apresentam alto potencial para
serem utilizados na producéo de nanossistemas, por meio da caracteri-
zacdo fisica, quimica e biolégica das estruturas produzidas, bem como
do material biolégico utilizado (determinagéo qualitativa e quantitativa
da composigdo quimica), e compilar essas informagdes em bases de
dados. Entédo, esses dados seriam aplicaveis para o desenvolvimento
de nanossimuladores baseados em modelagem matematica visando
a predicdo de fatores criticos que influenciam o processo de sintese
verde e também a sua aplicabilidade.

Outro aspecto que deve ser considerado durante o planejamento expe-
rimental de processos baseados em sintese verde é que a utilizacdo
biomédica ou industrial de nanomateriais em larga escala requer o
desenvolvimento de estratégias aprimoradas e ajuste de parametros
para a producdo escalonada. Nessa etapa da pesquisa e desenvolvi-
mento, séo realizados os estudos de escalonamento piloto que aten-
dam a demandas especificas e que requerem algumas etapas cruciais
envolvendo o detalhamento de estimativas de custo de producgéo e
consequentemente a avaliagdo dos investimentos necessérios, assim
como possiveis impactos e riscos, de modo a assegurar a produgdo
rdpida, segura e eficiente de um determinado nanoproduto. Até o pre-
sente momento, ha poucos relatos acerca de processos de escalona-
mento de rotas de sintese verde de nanomateriais, mas a perspectiva
é de que um numero crescente de iniciativas e tecnologias estard nos
préximos anos alcangando os setores produtivos.
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Além do desenvolvimento das rotas de sintese visando a obtencéo
de nanomateriais em escala para as mais diversas aplicagfes tecno-
légicas, atualmente tém sido discutidos formas e mecanismos para
dissolver ou eliminar os nanomateriais produzidos, visto que ha possi-
bilidade de que o descarte indevido, seja ele intencional ou acidental,
possa acarretar riscos e até mesmo danos ambientais e para saide?®.
Essa preocupacéo é provavelmente menor em relagdo aos nanoma-
teriais biodegraddveis como NPPs, lipossomas e emulsdes, e também
quando se leva em conta abordagens em nanotecnologia verde que
por si ja tendem a ser ecoamigdveis. De todo modo, principalmente em
relacdo as NPMs, como as AgNPs, mesmo nos casos em que as rotas
escolhidas sdo baseadas em sintese verde, existe a necessidade de se
buscarem alternativas para evitar o descarte indevido desses materiais
no ambiente. De fato, atualmente, tem-se ampliado as preocupagdes
relacionadas aos potenciais riscos associados as AgNPs quando em
contato com sistemas bioldgicos, visto que um dos mecanismos de
atuacdo desses nanomateriais se dd por meio dos processos de oxi-
dacdo e consequente liberacéo de ions Ag*. Assim, com o0 aumento de
volume de producgéo de AgNPs para inimeros produtos, como téxteis,
cosméticos e embalagens, surge a necessidade de desenvolvimento
de rotas eficientes para a dissolugédo desses nanomateriais. Dessa
forma, alguns estudos recentes tém mostrado o potencial de disso-
lugdo de AgNPs por meio da utilizagdo de agentes oxidantes, como
&cido acético?®®, 4cido citrico'', cloreto de s6dio??, cloro?°® e peréxido
de hidrogénio?".

Nos ultimos anos, levando-se em conta o crescente aumento do interes-
se no desenvolvimento e aplicacdes de nanomateriais, surge um novo
campo de pesquisa em nanotecnologia, denominado nanotoxicologia,
cujo foco principal é o de avaliar as intera¢c&es entre os nanomate-
riais com os trés dominios de seres vivos e 0 meio ambiente??2'3. Mais
recentemente, e tendo em vista as questdes regulatdérias envolvidas
com a utilizag&@o de novos materiais de base nanotecnolégica, o termo
nanosseguranca surgiu de modo mais abrangente?“. Nesse contexto,
a nanosseguranca é vista como parte integrante do desenvolvimento
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de qualquer novo produto ou processo em nanotecnologia (incluindo
processos de sintese verde), consistindo em um campo multidisciplinar
e multi-stakeholder (com multiplas partes interessadas).

Assim, ha necessidade de criagdo de um marco regulatério para o uso
seguro e sustentdavel de nanomateriais, incluindo aqueles produzidos
por abordagens de sintese verde. Essa necessidade estd relaciona-
da com a potencial minimizag&do da exposi¢édo dos pesquisadores,
trabalhadores e consumidores, bem como do meio ambiente, frente
aos nanomateriais que podem ser promotores de algum risco a saude
humana ou ao meio ambiente. Algumas etapas podem ser considera-
das como essenciais no processo de compreenséo dessas questdes de
nanosseguranca. Em primeiro lugar, é necessério conhecer detalhada-
mente as propriedades fisico-quimicas do nanomaterial (por exemplo,
tamanho e distribuicdo de tamanho, forma, carga, composi¢éo quimica,
potencial para a aglomeragdo/agregacao, cristalinidade, mecanismos
de solubilidade/dissolugédo, densidade, estabilidade, porosidade e area
de superficie). Em segundo, é necessario definir a aplicabilidade do
nanomaterial e discernir os nanomateriais voltados para aplicagdes
bioldgicas e biomédicas daqueles que serdo utilizados para aplicacdes
em outros setores, como eletrdnicos. Em terceiro, é necessario determi-
nar o(s) mecanismo(s) de interagdo entre os nanomateriais e sistemas
vivos em nivel molecular, celular, tecidual e sistémico (nanotoxicidade),
e nos niveis de ecossistemas (nanoecotoxicidade) por meio de ensaios
in silico, in vitro, in situ e in vivo tanto relacionados a exposicdo aos
organismos-alvos quanto também organismos néo alvos dos nanoma-
teriais produzidos por rotas de sintese verde.

Adicionalmente, apesar do crescente interesse do setor produtivo no
uso de nanomateriais, poucas sdo as abordagens verdadeiramente
em consonancia com questdes de sustentabilidade dos produtos e
processos desenvolvidos, sobretudo empregando rotas de producgéo
baseadas em sintese verde. Entretanto, algumas iniciativas recentes
tém apresentado inovacgdes nesse quesito enquanto visam apresentar
solucdes na busca por um futuro do uso de nanotecnologias verdes. Um
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exemplo é a startup NanoDiversity (https://nanodiversity.com.br), cuja
missdo é “produzir nanossistemas multifuncionais, de forma segura
e ecoamigavel, fornecendo produtos adequados as necessidades de
seus clientes e contribuindo para o seu desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico”. Essa empresa tem desenvolvido toda uma gama de novos
nanomateriais que perpassam por inimeros setores, mas cuja énfase
€ na nanossustentabilidade.

Outro aspecto muito importante no que diz respeito a nanotecnologia
verde é a possivel reducgéo de custos dos processos como um beneficio
do uso de recursos biolégicos para a nanoestruturagdo. Uma represen-
tante desse cendrio é a iniciativa NanoFarm (https://www.facebook.
com/nanofarmbsb/), apresentada durante a Campus Party Brasilia
2018, e que tem como premissa a geragdo de nanomateriais sustenta-
veis utilizando residuos domésticos como a borra de café e aplicando
em equipamentos para sintese verde eletrodomésticos, e assim permi-
tindo a geragdo de produtos que visam ao aumento da fertilidade de
solos utilizados em hortas urbanas e em prol da agricultura familiar e
da sustentabilidade ambiental.

Por fim, a nanotecnologia verde também oferece oportunidades no
que tange a geracdo de novos conceitos relacionados ao uso de nano-
materiais, ja que propriedades novas emergem do uso de recursos
biolégicos nos processos de produgdo de nanomateriais?'s-??4. Um exem-
plo marcante de aplicagdes em bioengenharia é o caso da iniciativa
NanoBioFabLab (https://www.facebook.com/nanobiofablab/), que se

relaciona a um novo conceito em pesquisa, desenvolvimento e inova-
¢do (PD&I) focado na biofabricagdo 3D utilizando nanomateriais como
blocos essenciais para construcdo de biomiméticos. Assim, o objeti-
vo dessa iniciativa é explorar as possibilidades da fabricagéo digital
para formar estruturas multifuncionais e adaptativas personalizadas
contendo nanomateriais inteligentes obtidos por meio de rotas sus-
tentaveis. InUmeras possiveis aplicagcdes nos mais variados setores e
areas, incluindo a bioengenharia de tecidos, agricultura, veterindria,
industria farmacéutica e de cosméticos, industria alimenticia e até
mesmo o setor aeroespacial.
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Com base no exposto ao longo deste capitulo, as estratégias de sintese
verde de nanomateriais apresentam alto potencial para o desenvolvi-
mento de solugdes inovadoras e sustentaveis visando a aplicagdes de
novos materiais em nanoescala nos mais variados setores. Ha pers-
pectivas e expectativas para um crescente engajamento por parte
de pesquisadores, estudantes e empreendedores interessados em
desenvolver projetos de PD&I nas mais diferentes areas que busquem
superar os desafios atuais e futuros no intuito de consolidar e fortalecer
essa vertente da nanotecnologia que busca na natureza o delicado
equilibrio entre as solugdes inovadoras e as sustentaveis.
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CAPITULO 5

Microscopia eletrénica de transmissao
e de varredura como ferramentas de
caracterizacado de nanossistemas

Tatiane Oliveira dos Santos", Renata Montenegro Igo?

1. Introducao

Ao longo dos ultimos anos, os campos da nanociéncia e da nanotec-
nologia avangaram notavelmente, em grande parte devido aos equipa-
mentos, aos métodos de caracterizacéo e a acessibilidade aos equipa-
mentos desenvolvidos a partir dos anos 1980. Esses campos estudam a
matéria no &mbito da escala atdmica e molecular, geralmente menores
do que 100 nandmetros, a fim de compreender a relacéo entre sintese,
estruturas e propriedades, tais como topografia (caracteristicas de
superficie), morfologia (forma e tamanho das particulas que comp&em
0 objeto), composicéo (identificacdo dos elementos que compdem a
amostra) e informacé&o cristalografica (como os atomos estéo orga-
nizados no objeto). De posse dessas informacdes, podem-se definir
aplicacdes especificas para cada tipo de nanossistemas'.

O estudo de nanomateriais ndo é simples de ser realizado, impondo
uma série de restricdes e desafios aos pesquisadores. Muitas técnicas
tradicionais ndo funcionam nessa escala, por exemplo, néo € possivel
usar a microscopia éptica, uma vez que sua resolucao é limitada pelos
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efeitos da difracéo da luz visivel, sendo de 0,2 um para um aumento
util maximo de 1.000 vezes?. Qualquer particula menor do que esse
limite é indistinguivel.

Por outro lado, a microscopia eletronica é uma técnica atual que
desempenha um papel fundamental na compreensédo da natureza
desses nanossistemas, permitindo a obtenc&o de informacgdes sobre
as propriedades morfoldgicas e fisico-quimicas de nanocomponentes
individuais, bem como suas relagdes espaciais. Utilizam-se elétrons
em vez da luz, possuem comprimento de onda 4 curto (por exemplo,
A = 0,005 nm para uma voltagem de aceleragéo de 50 kV), quando
comparado com os comprimentos de luz visivel (A = 400 a 700 nm),
oferecendo, assim, maior resolucéo.

Da interag&o dos elétrons do feixe incidente com a amostra surgem
varios tipos de espalhamentos, tais como: elétrons secundarios, elé-
trons retroespalhados e raios X caracteristicos. Se a amostra for sufi-
cientemente fina, ainda hd os elétrons transmitidos. Cada espalhamen-
to contém uma informacé&o caracteristica da amostra, como morfologia,
espectroscopia, cristalografia, composigdo, podendo obter informagdes
de experimentos in situ, dentre outras. Essas informacées auxiliam
no aperfeicoamento de nanossistemas, otimizando suas aplicacdes.

Os dois tipos basicos de microscépios eletronicos sédo o microscépio
eletronico de varredura (MEV) e o microscépio eletronico de trans-
missdo (MET). A microscopia eletronica de varredura é uma técnica
amplamente utilizada em diversas dreas, sua varredura é superficial,
e, por isso, fornece informacdes de topografia, identificagdo elementar
qualitativa e quantitativa. Atualmente, os mais avangados microscépios
eletrénicos de varredura podem chegar a resolugéo de 0,6 nm?. O MET,
por sua vez, é uma das ferramentas mais importantes de caracteri-
zagdo com alta resolugdo espacial. Nos dias atuais, os equipamentos
mais avangados ja contam com resolucdo menor que 0,05 nm**®,
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Neste capitulo, serdo abordados os principios bdsicos da microscopia
eletrénica e o funcionamento do MEV e do MET, a fim de compreender
suas aplicacdes e obter resultados confidveis e conclusivos para a
caracterizacdo de nanossistemas.

2. Breve historico

Em 1931, Max Knoll e Ernest Ruska desenvolveram o primeiro micros-
copio eletrénico na Alemanha, com trés lentes magnéticas (conden-
sadora, objetiva e projetora). Apesar da ampliagdo pequena, cerca de
14,4 vezes, o aparato provou que imagens de espécimes irradiados
também podiam ser obtidas através de feixes de elétrons e campos
magnéticos, e ndo apenas por luz. A utilizag&o pratica dessas imagens
era extremamente limitada devido a pouca ampliagdo, mostrando que
a resolugdo ainda era uma questdo importante a ser resolvida para
obter microscépios mais eficientes®’.

O limite de resolugdo pode ser definido como a separagédo minima entre
dois objetos para que eles possam ser totalmente distinguiveis, ou seja,
qguanto menor for o limite de resolugcdo, maior serd a resolugdo ou o
poder de resolugéo®. O limite de resolugdo na microscopia dptica esta
relacionado com o comprimento de onda A da luz. A luz proveniente de
um ponto do objeto atravessa uma série de aberturas circulares, por
exemplo, diafragmas e lentes. Dessa forma, a imagem de um ponto
ndo serd puntiforme por causa da limitagdo imposta pela difragédo nas
aberturas®. Se dois pontos do objeto estiverem muito préximos, os dis-
cos centrais de difracdo das suas imagens se sobreporéo, conforme
observado na Figura 1(a).

O critério de Rayleigh define a menor distancia possivel entre dois
objetos luminosos pontuais na qual os dois objetos s&o distinguiveis.
Ainda afirma que os corpos comegam a ser distinguiveis quando o
centro do padrédo de difragcdo de um deles coincide com o primeiro
minimo de difragdo do outro™, conforme é mostrado na Figura 1(b). Na
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Figura 1(c), j4 é possivel distinguir totalmente os dois objetos, pois os
padrdes de difragdo ndo se encontram.

Figura 1: Padréo de difracdo formado por dois objetos luminosos

pontuais (a) com superposicéo, (b) no limite de resolugdo dado pelo

critério de Rayleigh e (c) totalmente separados

Fonte: elaborada pelos autores.

Portanto, a resolugdo do microscépio 6ptico depende somente do efeito
de difragdo da luz. A menor distancia € o raio do primeiro minimo do
padrdo de difracdo associado a um ponto do objeto, ou raio do disco
de Airy (R)), cujo valor € dado pela equag&o®™:

_ 0,61
=2 (1)

em que A é o comprimento de onda da luz; N4 é o numero de aberturas
ou abertura numérica da lente.

O fisico Ernst Abbé, analisando em detalhe a resolucdo dos microsco-
pios 6pticos, observou que quanto maior fosse o nimero de aberturas
(NA) na equacdo (1) menor seria o valor de R, mostrando que aberturas
numéricas altas produzem melhor resolugdo®. Abbé prop6s, assim, que
arelacéo para o limite de resolucdo & decorre diretamente da equacéo
(1), podendo ser reescrita como:

061
= NA (2)
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Até entdo, Knoll e Ruska néo tinham conhecimento da teoria de De
Broglie sobre as ondas de matéria. Em 1986, Ruska recebeu o prémio
Nobel de Fisica por seu trabalho fundamental em 6ptica eletronica e
pelo projeto do primeiro microscépio eletrénico. Em seu discurso men-
ciona que, ao ter conhecimento das ondas de matéria, ficou desapon-
tado pela resolucédo do microscépio eletronico também estar limitada
pelo comprimento de onda. Contudo, ao se aprofundar na teoria de De
Broglie, surpreendeu-se ao notar que as ondas associadas aos elétrons
deveriam ter comprimentos de onda muito menores do que as ondas
de luz e, em virtude disso, ndo haveria razdo para abandonar a sua
ideia da microscopia.

Em 1938, Manfred von Ardenne construiu o primeiro microscépio de
transmissao-varredura. O primeiro microscépio eletronico de varredura
usado para observar superficie de amostras espessas foi descrito por
Zworykin, em 1948'. Desde entdo, houve uma répida evolucéo dos
microscépios e um grande avango na qualidade e no contetido da
informac&o obtida com a microscopia eletrénica computadorizada e
os sistemas com resolugdo subangstrom.

O microscopio eletronico atual, seja ele de transmissao, seja de varre-
dura, tem fornecido informacgdes analiticas, juntamente com a obser-
vagdo da ultraestrutura e da morfologia. Essas informacdes podem
ser qualitativas (identificacdo e localizagédo de elementos quimicos)
ou semiquantitativas, que informam sobre concentracgdes relativas
ou absolutas, respectivamente, de elementos presentes na amostra.

Com a nova geracéo de microscépios com correcédo da aberragéo esfé-
rica, tém-se obtido imagens com resolugéo suficiente para mostrar a
separacdo entre dois d&tomos com distancia menor que 0,05 nm®315,
Além disso, as técnicas acopladas aos microscépios eletronicos tém
evoluido significativamente, aumentando a capacidade de fornece-
rem inumeras informacdes. Isso tem tornado a microscopia eletrénica
indispensdvel as pesquisas em nanotecnologia e em nanossistemas.
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2.1. Postulado de De Broglie

Louis De Broglie, em sua tese apresentada em 1924, propds a existéncia
de ondas de matéria. Como um féton tem associada uma onda lumino-
sa que governa seu movimento, uma particula carregada (por exem-
plo, elétrons e prétons) também tem associada uma onda de matéria
que governa o seu movimento. Em outras palavras, a luz possui uma
natureza dual, comportando-se ora como onda, ora como particula. A
mesma dualidade é vdlida para a matéria, podendo se comportar ora
como onda, ora como particula'",

De acordo com De Broglie, tanto para a matéria quanto para a radia-
¢do, a energia total £ estd relacionada com a frequéncia v da onda
associada ao seu movimento pela equagéo:

E=hv (3)

sendo / a constante de Planck, com valor de 6,62x102°J.s.

De Broglie postulou que uma particula livre com massa de repouso m,
deslocando-se com velocidade néo relativistica v, deve ter um compri-
mento de onda X associado a seu momento linear p = mv, do mesmo
modo que um féton, dado por:

A=h/p (4)
O comprimento de onda A de De Broglie de uma particula &, entéo:

A=h/my (5)
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2.2. Comprimento de onda associado ao elétron no micros-
cépio eletronico

Quando um elétron é acelerado por uma diferenca de potencial no
interior do microscépio eletronico, pode-se considerar que a energia
potencial (£)) serd totalmente convertida em energia cinética (E,).
Assim, desprezando os efeitos relativisticos, tem-se?':

2
mruv 6
oV = —e (6)
2
em que e € o médulo da carga do elétron (1,602x10"C), m, é a sua
massa de repouso (9,108x10*'Kg) e v, a velocidade do elétron. Com-
binando a equacdo (5) com a equacéo (6) e substituindo os valores

das constantes 7, e e m, obtém-se A

1,5
L= |57 (nm) )

A equacdo (7) revela a dependéncia do comprimento de onda A do elé-
tron com o potencial de aceleragédo do microscépio eletrdnico (7), isto
é, L diminuird na medida em que aumenta o potencial de aceleragdo
V. Assim, se o elétron for acelerado com uma tens&do de 100 kV, o seu
comprimento de onda serd de 0,0038 nm’.

Usando a equagédo de Abbé (2), assumindo N4 = I (compardvel ao da
objetiva de um microscépio éptico) e o comprimento de onda encontra-
do para a aceleragdo de 100 kV, a resolucéo do microscépio eletrénico
serd de 0,002 nm. Contudo, esse valor ndo poderd ser atingido, uma
vez que existem outros fatores que influenciam na limitacéo da resolu-
¢do de um microscépio, como a aberragdo esférica inerente as lentes
magnéticas e da prépria difragdo, conforme mostrado anteriormente.

Se o elétron for acelerado por uma grande diferencga de potencial, tal
que sua velocidade seja préoxima a da luz ¢, sendo ¢ = 2,998 x10° m/s,
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os efeitos relativisticos ndo podem ser ignorados. A massa do elétron,
entdo, crescerd quando comparada com sua massa de repouso, de
acordo com a expresséo de Lorentz?6;

me

- ()

A energia cinética do elétron nédo serd mais dada pela equacéo (6),
tendo que ser reescrita levando em consideracéo a equagéo (8):

eV = (m —m,)c? (9)

Combinando as equag®es (5), (8) e (9), tem-se a relagédo entre o com-
primento de onda X e o potencial de aceleracéo ¥, dada por:

A2 = n (10)
"~ 2eVm, + e2V2/c?

Substituindo os valores das constantes h, e, m_e ¢ na relagéo na equa-
¢do (10), obtém-se:

1,5
V + 10-6p?2

(nm) 1)

A equacdo (11) deve ser considerada para microscopios eletrdonicos
de média e alta voltagem. Para baixa voltagem, vale a equacédo (7).
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3. Microscépio eletrénico

O microscopio eletrdnico é composto por uma coluna mantida em alto
vacuo, em que estdo contidos um canh&o de elétrons e um sistema
de lentes magnéticas (condensadora e objetiva). No caso do micros-
copio eletrénico de transmissédo (MET), ainda hé as lentes projetora e
intermedidria. Na Figura 2(a), estdo representados esquematicamente
os componentes do microscoépio eletronico de varredura (MEV) e, na
Figura 2(b), do microscépio eletrénico de transmissédo (MET), que serdo
tratados em detalhes nas sessdes seguintes.

Figura 2: Representagdo esquemadtica dos componentes do (a) MEV e

(b) do MET

—— Canhio de elétrons
___— Feixe de elétrons

<D —— Anodo
U

__— Feixe de elétrons
] —— Lente condensadora

S — Anodo
< —— Amostra

—— Canhdo de elétrons

— Lente condensadora —— Lente objetiva
—— Lente objetiva . —— Lente intermedidria
c_,l_p —— Detector de elétrons retroespalhados L —— Lente projetora
\ Detector de elétrons secundario
# Amostra @aw —— Tela fluorescente
(a) (b)

Fonte: elaborada pelos autores.

3.1. Tipos de fontes de elétrons

3.1.1. Fonte de emissdo termidnica

A emissdo termidnica corresponde ao escape de elétrons de uma super-
ficie quando é fornecida energia suficiente para os elétrons vencerem a
barreira de energia que os mantém presos na superficie. Essa energia
é fornecida na forma de calor”'®. Nos microscopios eletrénicos, sdo uti-
lizadas duas fontes de emissé&o termidnica: o filamento de tungsténio
e o cristal de hexaboreto de lantanio (LaB,) (Figura 3).

182



CAPITULO 5: MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO E DE VARREDURA COMO FERRAMENTAS DE
CARACTERIZAGAO DE NANOSSISTEMAS

Figura 3: Filamento de (a) tungsténio e (b) cristal de hexaboreto de

lantanio (LaB,). Imagens obtidas no LabMic/UFG

(a)

Fonte: elaborada pelos autores.
O canhéo de elétrons que usa esse tipo de emissédo € constituido por
trés partes, um arranjo tipo triodo: um filamento, o wehnelt (uma capa

metdlica) e o anodo ligado ao fio terra, conforme Figura 4.

Figura 4: Representacdo do canhdo de elétrons tipo triodo

: - Filamento
Wehnelt

— - Cross-over

Anodo

Fonte: elaborada pelos autores.
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O filamento é aquecido pela passagem de uma corrente elétrica até
a temperatura de 6tima operacdo. Essa condigédo é conhecida como
saturacdo do filamento, uma vez que o aquecimento adicional ndo
arrancard mais elétrons da superficie deste, mas apenas diminuird a
sua vida Util. A partir desse ponto, o filamento comeca a emitir elétrons
e, para convergi-los no cross-over, é aplicada uma pequena diferenga
de potencial negativa no wehnelt, chamada de bias, conforme apre-
sentado na Figura 4.

3.1.2. Fonte de emissao de campo (FEG)

Nas fontes de emissdo de campo, field emission electron gun (FEG), o
filamento é um cristal de tungsténio com uma ponta muito fina, con-
forme mostrado na Figura 5(a). Essa condicdo favorece o “poder das
pontas”, ou seja, a intensidade do campo elétrico aumenta em regides
pontiagudas, obedecendo a equacéo € = V/r, em que € € o médulo do
campo elétrico gerado por uma diferenca de potencial Ve r, o raio de
uma regiéo esférica.

Na emiss&o de campo, a ponta do filamento atua como catodo e h4,
ainda, dois anodos (Figura 5(b)). O primeiro anodo gera um campo
elétrico intenso, no qual os elétrons ganham energia suficiente para
vencer a barreira de potencial que os prende no cristal, tornando-
-os livres. Esses elétrons livres sdo acelerados por outra diferenca de
potencial, que é aplicada pelo segundo anodo. Os campos combinados
dos anodos atuam como uma lente eletrostdtica para produzir uma
regido de cross-over™'.
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Figura 5: Esquema (a) da ponta do filamento tipo FEG e (b) do

canhdo de emissdo de campo

v, Vy

1
Primeiro anodo - -
Segundo anodo — -

(a) (b)
Fonte: elaborada pelos autores.

3.2. Sistema de lentes magnéticas

As lentes eletrdnicas tém a funcdo de convergir o feixe eletrénico na
amostra e formar a imagem, podendo ser classificadas como eletros-
tatica e magnética. O canh&o de elétrons é considerado a lente ele-
trostatica do microscépio.

Uma lente magnética é constituida por uma bobina com uma capa
de ferro e peca polar, conforme esquematizado na Figura 6. Quando
a corrente passa pelas espiras da bobina, um campo magnético é
gerado, cuja funcéo € a de convergir o feixe proveniente de um objeto
em um ponto de imagem. Para ter lentes magnéticas mais potentes
e com baixa distancia focal, é necessario reduzir a regido na bobina,
na qual o campo é intenso. Para isso, é utilizada uma peca polar, que
€ um pequeno nucleo cilindrico de ferro doce dentro da bobina. Nessa
regido, o campo magnético é mais intenso, permitindo o controle da
acdo de focalizacdo da lente'.
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Assim, as lentes magnéticas tém duas fun¢des principais. A primeira é
corrigir a trajetéria dos elétrons desviados do eixo, por meio do campo
magnético gerado na bobina e, também, permitir a acdo focal da lente
e maiores ampliagdes do objeto, j& que campos intensos produzem
distancias focais menores.

Figura 6: Representacédo esquemadtica de uma lente magnética com

capa de ferro e peca polar

Feixe de elétrons

Peca polar —

Espiras de cobre

Fonte: elaborada pelos autores.

No microscépio eletrdnico, pode-se ter as lentes condensadoras e a
objetiva. Para o MET, ainda h& as lentes intermedidrias e a projetora.

A lente condensadora concentrara o feixe de elétrons na amostra em
uma regido a ser analisada. A objetiva foca a imagem variando a dis-
tancia focal do feixe eletrdnico. A intermediaria magnificard aimagem
a partir da imagem formada pela lente objetiva e a projetora produzira
a imagem final ampliada na tela fluorescente.

3.3. Interacdo do feixe com a amostra

Os elétrons do feixe eletrdnico, ao incidir na amostra, interagirdo com
os atomos da amostra e, como consequéncia, ocorrerdo varios tipos
de espalhamentos simultaneamente, descritos na Figura 7. Cada espa-
Ihamento fornecera alguma informac&o da amostra.
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Figura 7: Representac&o esquemdtica dos tipos de espalhamento
quando os elétrons do feixe principal interagem com os dtomos da

amostra

Feixe incidente

Raios X caracteristicos Elétrons secunddrio
Catodoluminescéncia Elétrons retroespalhados
Elétrons Auger

-Elétrons absorvidos

Espalhamento elastico Espalhamento inelastico

Elétrons transmitidos
Fonte: elaborada pelos autores.

3.3.1. Espalhamento elastico

Os elétrons do feixe incidente podem interagir com o nticleo do &tomo
da amostra por meio de uma interacéo eletrostatica (coulombiana).
Esses elétrons podem mudar sua direcéo, ou seja, serem defletidos
com angulos maiores que 90°, podendo retornar pela mesma direcéo.
Esse tipo de espalhamento é conhecido como espalhamento eléstico,
pois o elétron muda a dire¢do quase sem perda de energia. Os elé-
trons desviados sdo conhecidos como elétrons retroespalhados ou
backscattered’?.

No microscépio eletrdnico de transmisséo, os elétrons retroespalhados
séo responsdveis pelo contraste na imagem. J& no microscépio eletrd-
nico de varredura, eles podem fornecer um contraste na imagem devido
a diferenca do niimero atémico dos 4&tomos presentes na amostra,
fornecendo, assim, informac¢des sobre a composicédo quimica desta'.
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3.3.2. Espalhamento inelastico

Os elétrons do feixe incidente também podem interagir com os dos
adtomos da amostra. Nessa situagdo, um elétron do feixe incidente pode
fornecer energia para um elétron de um dtomo da amostra ser ejetado,
ionizando esse a4tomo, ou pode fornecer energia para o elétron sofrer
uma transicdo eletronica, saindo de um nivel mais baixo para outro
de mais alta energia. Esse tipo de espalhamento é conhecido como
espalhamento ineldstico, no qual o elétron do feixe incidente perde
energia e tem sua direcdo desviada para baixos angulos™*.

Nesse caso, a perda de energia fornece informag&o sobre um atomo
da amostra, sendo a base para a identificagdo elementar em técnicas
de microandlise, tais como a espectroscopia de perda de energia de
elétrons (EELS) e a espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

3.3.3. Elétrons secundarios

Esses elétrons sdo gerados quando o elétron do feixe incidente interage
com os elétrons do &tomo da amostra, transferindo energia suficiente
para ejetar o elétron do 4&tomo. Esse elétron livre pode ser capturado
por um atomo ionizado ou, se estiver préximo da superficie da amostra,
pode dela escapar. Esses elétrons sdo conhecidos como secunddarios
e fornecem informacgdes sobre a superficie da amostra”’2. Nas micro-
grafias da Figura 8, pode ser visto um exemplo de imagem de elétrons
secunddarios (SE/) e de elétrons retroespalhados (BEC), obtidas na
mesma regido da amostra.
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Figura 8: Micrografia de lamina delgada com (a) elétrons secundérios

(SEI) e (b) elétrons retroespalhados (BEC)

- T BEC 20y W B

Fonte: Imagens cedidas por José Affonso Brod, da Unidade Académica

Especial de Ciéncias e Tecnologia da UFG.

3.3.4. Raios X caracteristicos e elétrons Auger

O atomo que ejetou um elétron ou que estd em estado excitado n&o é
mais estavel. Nessa condicéo, um elétron de uma camada acima tende
a preencher essa vacancia para que o atomo retorne ao seu estado
fundamental. Ao fazer essa transicéo, o elétron libera uma quanti-
dade de energia cujo valor € igual a diferenga entre os dois niveis de
energia™2. Essa energia pode ser liberada de duas formas, conforme
ilustrado na Figura 9:

« por meio de raios X caracteristicos, que fornecem informacdes
sobre a identificagdo do elemento que emitiu essa radiagdo espe-
cifica, ou

+ quando essa energia liberada é absorvida por outro elétron do
atomo, fornecendo a energia necessdria para ser ejetado, sendo
conhecido como elétron Auger. Em geral, o elétron Auger é de
baixa energia e fornece informagéo sobre a natureza quimica de
uma camada fina da superficie da amostra.
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3.3.5. Catodoluminescéncia

Alguns materiais tém a propriedade de emitir luz quando o feixe de
elétrons incide sobre a amostra (Efeito de Catodoluminescéncia). Essa
emissdo serd na faixa visivel do espectro eletromagnético e pode for-
necer informag&es sobre a recombinacgédo de portadores de carga em
defeitos da rede cristalina de material’.

Figura 9: Representagdo esquematica da ionizagdo de um dtomo e
das transigdes dos elétrons com emissdo de raios X caracteristicos ou

do elétron de Auger

Raios X caracteristico

"® Elétron ejetado

/ " Elétron incidente
espalhado

Fonte: elaborada pelos autores.
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4. Microscopio eletronico de
transmissao (MET)

O microscopio eletronico de transmissédo (MET) é uma poderosa ferra-
menta com alta resolugdo espacial para caracterizagdo morfoldgica,
estrutural e quimica de nanossistemas. Com os avancos de acessorios
e o surgimento de novas técnicas, bem como o desenvolvimento de
poderosos softwares de tratamento de dados e imagens, é possivel
obter informagdes de estruturas congeladas (criomicroscopia), fazer
reconstrucdo tridimensional em alta resolugéo, realizar estudo da dina-
mica de experimentos in situ, fazer mapeamento quantitativo quimico,
obter imagens com ultrarresolucéo, dentre outros*5'31.

A Figura 10 mostra o MET convencional com aceleracédo de 200 kV,
que estd instalado no Laboratério Multiusudrio de Microscopia de Alta

Resolugdo da Universidade Federal de Goids (LabMic/UFG).

Figura 10: Microscépio eletrdnico de transmissdo (MET) instalado no LabMic/UFG

Fonte: elaborada pelos autores.

191



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

Como visto, o feixe eletrdnico é gerado no ganhdo de elétrons, acelera-
do por uma diferenca de potencial, que pode variar entre 100 kV e 1000
kV, por exemplo, dependendo da configuragédo do MET. O feixe formado
imerge na coluna eletrdnica com lentes magnéticas, responsdveis pela
convergéncia dos feixes, formacé&o e focalizagdo da imagem.

O feixe é transmitido através da amostra, que deve ser fina, abaixo
de 100 nm de espessura. Durante a passagem do feixe, surgem trés
diferentes interacdes dos elétrons do feixe transmitido com a amostra:
os elétrons que séo espalhados elasticamente, os elétrons que s&do
espalhados inelasticamente e os elétrons que ndo sofrem nenhuma
interacdo (elétrons transmitidos), conforme ilustrado na Figura 7.

Em amostras finas, ha uma maior probabilidade de os elétrons do feixe
transmitido n&o interagirem com os d&tomos da amostra''°. Nesse caso,
a contribuicdo da espessura da amostra e da energia dos elétrons serd
expressa pelo parametro do livre caminho médio do elétron no mate-
rial, que é a distancia média percorrida por um elétron entre colisdes.

O espalhamento eldstico contribui para a formacédo da imagem de
campo claro de alta resolucédo, sendo responsdvel pelo contraste no
MET, pois podem ser bloqueados pela abertura da lente objetiva. Elé-
trons espalhados elasticamente podem sofrer desvios em grandes
angulos, contribuindo para a formacédo de imagens de campo escuro
por meio de uma técnica conhecida como detector anular de grande
angulo (high angle anular dark field - HAADF), formando a imagem no
microscépio eletrénico de transmisséo-varredura (STEM)'9:2°,

No espalhamento ineldstico, a perda de energia é caracteristica de
cada tipo de &tomo, fornecendo informacdes sobre a composicdo da
amostra pela técnica de microandlise conhecida como Espectroscopia
de perda de energia de elétrons (EELS).
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4.1. Formacao da imagem no microscoépio eletronico de
transmissao (MET)

A geometria dos raios envolvidos na formac&o da imagem no microscé-
pio eletrénico de transmisséo estd apresentada na Figura 11(a). Depois
que o feixe atravessa a amostra, a primeira lente é a objetiva, que for-
necerd uma imagem ampliada do objeto (imagem da intermediaria 1).
A lente intermedidria fornece uma segunda imagem ampliada (imagem
da intermedidria 2). Por fim, a lente projetora fornece a imagem amplia-
da final na tela, denominada de imagem de campo claro (bright field)’.

Os elétrons do feixe transmitido sofrem difragdo ao interagirem com
amostras cristalinas. O padrédo de difragédo aparece na forma de spots
(pontos), conforme ilustrado na Figura 11(b), e estd focalizado no
plano focal posterior da lente objetiva?'. Cada spot corresponde a um
espagamento atdémico especifico (um plano), fornecendo informacdes
sobre a orientacéo, os arranjos atdbmicos e as fases presentes na drea
analisada.

E importante ressaltar que todos os espalhamentos descritos acon-
tecem ao mesmo tempo e, assim, alguns raios difratados seguem o
mesmo caminho do feixe na formag&o da imagem de campo claro.
Portanto, é possivel selecionar o tipo de observac¢do por meio do uso
de aberturas.

No MET, tem-se a abertura da condensadora, responsavel por bloquear
os elétrons que estdo desviados com grandes angulos do feixe princi-
pal, e a abertura da objetiva, responsavel pelo contraste naimagem e
pela sele¢cdo da imagem de campo claro ou campo escuro (dark field).
A imagem de campo escuro é formada apenas pelos raios difratados
pela amostra, fornecendo informacé&o de cristalinidade.
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Figura 11: Representacéo da geometria dos raios para formagao de
imagens no MET (a) para formacgédo da imagem da amostra e (b) para

formar a imagem do padrdo de difrag&o de elétrons

€« — Amostra — «
< 7> «—Lemeobjetiva—r < >
I \R Abertura da . 4
BT -_— e — . 40 _— — —
. mdyf‘!“. objetiva
intermediaria 1
Abertura da

— . . L
= difragiio _—
7> —  Lemte —<C >
| intermedidria J
Imagem X X
intermediaria 2

— ' ]
o e TS
projetora

£ ¢ »
Imagem final Padrio de difragdo

(a) (b)

Fonte: elaborada pelos autores.

4.2. Exemplos de informacdes obtidas no MET

Para obter uma informacé&o confiavel e conclusiva, quer seja por micros-
copia eletrdnica de transmisséo, quer seja por microscopia eletrénica
de varredura, é importante conhecer a amostra ou ter informacdes pré-
vias sobre a composicao, a estrutura, a homogeneidade ou os possiveis
defeitos. Além disso, definir a forma como a amostra serd preparada
é essencial para obter sucesso na andlise e resultados satisfatérios.

Alguns tipos de amostras necessitam de preparos especiais. Amostras
bioldgicas, por exemplo, passam por uma série de etapas para garantir
gue tenham suas caracteristicas preservadas e possam resistir ao alto
vacuo no microscopio, bem como ao intenso feixe de elétrons.

Hoje, h4 uma variedade de técnicas e equipamentos que auxiliam

na preparacgdo de amostras. Em geral, a etapa de preparagdo para
visualizagdo no MET envolve métodos de fixacdo para preservar as
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estruturas celulares e intracelulares, que podem ser quimicos, por
meios de reagentes, ou fisicos, por meios criogénicos. Na sequéncia,
h& a desidratacdo, a inclusdo em resina e os cortes ultrafinos (entre
50 e 70 nm). Os filmes ultrafinos s&do colocados em uma grade (grid),
conforme mostrado na Figura 12(a). A ultima etapa € a contrastacéo,
a qual utiliza sais de metais pesados para melhorar o contraste, uma
vez que a composicdo da amostra bioldgica é de elementos de baixo
nuimero atdmico’?. Apds a secagem, a amostra estd pronta para ser
colocada no porta-amostras (Figura 12(b)).

Figura 12: (a) Imagem da grade de 300 mesh, registrada no
microscépio dptico Axio ZoomV16 da Zeiss. (b) Porta-amostras do MET

do LabMic/UFG

(a)

Fonte: elaborada pelos autores.

Em seguida, serdo apresentados alguns exemplos de micrografias de
andlises realizadas no microscépio eletrénico de transmissédo (MET),
Jeol, JEM-2100, instalado no LabMic/UFG, operando em 100 kV.

Nas micrografias das Figuras 13(a) e 14(b), observam-se a morfologia
de diferentes células animais e a presenca de diversas organelas na
regido do citoplasma perinuclear. Ainda na Figura 14(b), é possivel veri-
ficar a presenca de aglomerados de nanoparticulas de ferrita, indicadas
pelas setas. Esse tipo de andlise é importante na nanobiotecnologia,
pois confirma a presencga das nanoparticulas no interior da célula;
também fornece informacdes sobre as mudangas morfoldgicas cau-
sadas pela entrada das nanoparticulas na célula, como um farmaco.
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A micrografia da Figura 13(b) apresenta um exemplo de ultraestrutura
de cloroplastos presente no interior de células vegetais. J& na Figura
14(a), a micrografia mostra a ultraestrutura de um espermatozoide,
indicada pela seta, dentro do testiculo de uma arara-canindé (Ara
ararauna).

Figura 13: (a) Micrografia da regido do citoplasma perinuclear de

célula prostatica de gerbilo (Meriones unguiculatus)

Fonte: Imagem cedida por Fernanda Cristina Alcantara dos Santos e Manoel
Francisco Biancardi, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFG. (b) Micrografia
de cloroplastos de Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker (Bromeliaceae)
germinada in vitro. Imagem cedida por Leticia de Almeida Gongalves e Elienai

Candida e Silva, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFG.
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Figura 14: (a) Micrografia do testiculo de uma arara-canindé (Ara
ararauna). Em destaque, a ultraestrutura do espermatozoide (indicada
pela seta). Imagem cedida por Karina Simdes, do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da UFG. (b) Micrografia de células macréfagos com a presenca

de aglomerados de nanoparticula de ferrita (indicados pela seta)

Fonte: Imagem cedida por André Correa Amaral e Anielle Carvalho
Bandeira (in memoriam), do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Pdblica da UFG.

Nas ciéncias de materiais, algumas amostras ndo precisam de proce-
dimentos especiais de preparo, como as nanoparticulas (metélicas,
ceramicas etc.), os nanotubos, dentre outros. O preparo desse tipo de
amostra é relativamente simples, o material € suspenso e uma aliquota
é depositada na grade. Apds a secagem, a andlise é realizada.

Para determinadas amostras, o preparo requer o uso de um conjunto
de técnicas de polimentos e desbastes, incluindo o uso do Focused
lon Beam (FIB). O FIB é um feixe de ions que, quando focalizado, pode
modificar diretamente a superficie da amostra, por meio de um pro-
cesso de sputtering. Ao controlar a energia e a intensidade do feixe de
ions, é possivel remover material da superficie ou produzir camadas
com precisdo nanométrica, até que a amostra fique com a espessura
adequada para a visualizag@o no MET.
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As Figuras de 15 a 19 mostram alguns exemplos de micrografias obti-
das no MET, Jeol, JEM-2100, instalado no LabMic/UFG, operando em
200 kv.

A Figura 15(a) apresenta a morfologia de nanoparticulas de ouro (Au),
sendo possivel determinar a dispersdo de tamanho pela contagem de
diametros. A imagem de alta resolugdo fornece informacdes sobre a
cristalinidade e a distancia interplanar, conforme indicado na Figura
15(b).

Como mencionado, o MET também fornece a imagem por difracédo de
elétrons. Na Figura 16(b), estd apresentado o padréo de difracdo de
elétrons das nanoparticulas da Figura 16(a), sendo possivel determinar
a distancia interplanar de diferentes planos e fazer a indexacé@o com os
indices hkl/ diretamente do padrédo de difragcdo. J& a Figura 17(b) mostra
a difragéo de elétrons de um nanocristal de silica (SiO,), e, na Figura
17(a), os planos cristalinos de uma regido do nanocristal.

A Figura 18(b) mostra a imagem de campo escuro de uma matriz poli-
mérica (amorfa), cujos pontos brilhantes indicam a presenca de mate-
rial cristalino, que s&o nanoparticulas de niquel. Na imagem de campo
claro, n&do se pode observar a distribuicdo das nanoparticulas, uma
vez que elas estdo em todo o volume do polimero, o que dificulta a
visualizacdo das nanoestruturas.

Um dos desafios da atualidade é compreender e melhorar o transporte
de farmacos (drug delivery). Para isso, o estudo de novos sistemas é
essencial para maximizar os efeitos e a eficacia dos farmacos. A Figura
19 mostra um tipo de sistema polimérico que tem sido estudado para
as aplicacOes de transporte de farmacos. Esse tipo de amostra requer
um preparo especial, com o uso de contrastes a base de sais de metais
pesados, por meio de uma técnica conhecida como contrastagdo nega-
tiva (negative stain).
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Figura 15: (a) Micrografia de nanoparticulas de ouro (Au) e (b) alta

resolucdo de uma nanoparticula de ouro

sy A
drtees '."i : .-

S

o —— e s

Fonte: Imagens cedidas por Emilia Celma de Oliveira Lima, do Instituto de

Quimica da UFG.

Figura 16: Micrografia de nanoparticulas de 6xido de zinco dopado
com gadolinio (a) com campo claro e (b) padrdo de difragédo de

elétrons de uma &rea selecionada

10 1/nm

(@) )

Fonte: Imagens cedidas por Adolfo Franco Jdnior, do Instituto de

Fisica da UFG.
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Figura 17: (a) Micrografia de alta resolu¢édo de um nanocristal

de silica (SiO,) e (b) o padréo de difragdo de elétron de uma area

selecionada no nanocristal

5 1/nm

o i ; -

Fonte: elaborada pelos autores.

Figura 18: Micrografia de uma matriz polimérica com a presenca de

nanoparticulas de niquel com (a) campo claro e (b) campo escuro

0.5 pm

Fonte: Imagens cedidas por Marco Antonio Morales Torres, do
Departamento de Fisica Tedrica e Experimental da Universidade

Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).
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Figura 19: Micrografia de nanocdpsula polimérica (micela) com

farmaco encapsulado

100 n'm .

Fonte: Imagem cedida por Emilia Celma de Oliveira Lima, do

Instituto de Quimica da UFG.

5. Microscépio eletrénico de
varredura (MEV)

O MEV é comumente utilizado para a andlise de amostras grandes e
espessas, a fim de obter informacgdes sobre as caracteristicas da super-
ficie e de sua identificagdo quimica. Nos equipamentos convencionais,
a resolucdo é da ordem de 3 nm e possui uma grande profundidade
de foco, fornecendo uma impressédo de imagem tridimensional. Os
elétrons sdo acelerados com uma energia entre 0,5 keV e 30 keV. A
Figura 20 mostra o MEV convencional instalado no Laboratério Mul-
tiusudrio de Microscopia de Alta Resolugdo da Universidade Federal
de Goias (LabMic/UFG).

O MEV-FEG, conhecido assim por possuir fonte de emissdo de campo

(field emission electron gun), apresenta um feixe com alta densidade
eletrdnica e resolugdo superior a do MEV convencional. Com avangos
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no sistema de deteccéo e aquisicdo de imagens, além dos demais
acessorios, principalmente para baixa tenséo (abaixo de 100 eV - MEV
de ultrabaixa voltagem), o MEV-FEG tem se tornado uma poderosa
ferramenta para o estudo de materiais orgéanicos e inorganicos em
escalas nanométricas’.

Figura 20: Microscépio eletronico de varredura (MEV) instalado no LabMic/UFG

Fonte: Elaborada pelos autores.

Os microscopios de alta resolucéo e as técnicas associadas aumentam
a extensdo de aplicabilidade desses equipamentos, desde a pesquisa
em materiais até as ciéncias bioldgicas. Por exemplo, podem ser uti-
lizados em estudos de polimeros e catalisadores, em nanotecnologia
e nanobiotecnologia, estudos na industria farmacéutica em sistemas
de transporte de farmacos, por exemplo. Ainda h& a possibilidade de
analisar amostras com baixa temperatura em sistemas bioldgicos
hidratados, com alta resolugéo espacial, obtendo informagdes mor-
folégicas e de ultraestrutura’.

5.1. Funcionamento do MEV

Apds o feixe ser formado e acelerado pela tenséo de aceleragéo, ele é
condensado pela primeira lente condensadora e novamente por uma
segunda lente condensadora, reduzindo ainda mais o diametro do
feixe. Assim como no MET, o MEV também possui as aberturas da
condensadora e objetiva, com a finalidade de bloquear os elétrons que
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estédo desviados com grandes angulos. Por fim, a lente objetiva forma
um feixe ainda mais fino e um conjunto de bobinas o deflete, iniciando
a varredura. O diametro do feixe final serd entre 2 nm e 10 nm para o
MEV convencional, e 1 nm para o MEV-FEG"?".

A Figura 21 mostra um esquema do sistema de varredura. O feixe é
defletido por um conjunto de bobinas que varre a amostra em linhas,
indicado em detalhe no canto inferior esquerdo da Figura 21. Confor-
me o feixe varre a amostra, os elétrons secunddrios séo gerados e um
detector os coleta, amplifica o sinal e gera a imagem. A magnificacéo
da imagem serd dada pela relagdo entre o tamanho da &rea varrida
em relagcdo ao tamanho da imagem que aparece no monitor. Portanto,
quanto maior a magnificacéo, menor serd a drea varrida e, consequen-
temente, a deflexd@o do feixe sobre a amostra.

Figura 21: Esquema do sistema de varredura no MEV

I Detector de elétron
Bobina de secundirio (SEN)
varredura -

-

Detector de elétron
retroespalhado o (BEC)

Fonte: elaborada pelos autores.

Como visto anteriormente, quando o feixe eletrdnico incide na amostra,
os elétrons sdo espalhados elasticamente ou inelasticamente. Uma
pequena fracédo desse espalhamento é desviada com angulos maio-
res que 90° e com pequena perda de energia. Portanto, hd uma maior
probabilidade de os elétrons deixarem a amostra e serem coletados
pelo sistema de detec¢do. No caso do espalhamento ineldstico, os
elétrons ndo terdo energia suficiente para deixar a amostra e podem
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ser absorvidos pelos &tomos do material. Se for um metal, os elétrons
livres contribuirdo para a banda de condugéo.

A profundidade de penetragéo do feixe eletrdnico produz o volume de
interacéo, onde as interagdes ocorrem, durante a varredura do feixe
sobre a amostra. Esse volume, normalmente, tem a forma de uma
“pera”, conforme ilustrado na Figura 22, e a profundidade diminui com
0 aumento do nimero atémico. Para uma aceleracgdo de feixe de 1 keV,
a profundidade de penetracéo do carbono seréd de 50 nm, e menos de
10 nm para o ouro".

Figura 22: Representacdo esquematica do volume de interacédo e

origem dos sinais

Feixe incidente

Elétrons secundirio

Catodoluminescéncia Elétrons retroespalhados

Elétrons Auger
Raios X caracteristicos

Fonte: elaborada pelos autores.

5.2. Exemplos de informacdes obtidas no MEV

As micrografias das Figuras 23 a 25 foram obtidas no MEV, Jeol, JSM-
6610 do LabMic/UFG, e ilustram alguns exemplos de informacdes obti-
das usando o MEV convencional.

Na Figura 23, verifica-se a morfologia de particulados ceramicos, reve-
lando o crescimento lamelar do gréo.
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Uma distribuicdo de aglomerados de 6xidos de metais de transicdo
para catalisadores e informag6es morfoldgicas sobre a formacéo de
precipitados da pasta de cimento hidratada sdo apresentadas nas
Figuras 24(a) e 24(b).

Para algumas amostras, é possivel obter a dispersédo de tamanho, infor-
macdes sobre aglomeragdo e morfologia de nanoparticulas, conforme
apresentado na Figura 25(a), para nanoparticulas de 6xido de nidébio,
e na Figura 25(b), para nanoparticulas de cromita.

Para fins de comparagéo, a Figura 26 apresenta a micrografia de nano-
particula de ouro, com diametro médio de 10 nm, obtida no MEV-FEG,
JEOL JSM 7100F, do Centro Regional para o Desenvolvimento Tecno-
Iégico e Inovacdo (CRTI).

Figura 23: Micrografia de particulados ceramicos

Fonte: Imagens cedidas por Adolfo Franco Junior, do Instituto de
Fisica da UFG.
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Figura 24: (a) Micrografia de 6xidos de metais de transi¢éo para
catalisadores. Imagem cedida por Maria Rita de Céssia Santos, do
Departamento de Quimica do Campus Cataldo da UFG. (b) Micrografia

da superficie fraturada de um concreto, destacando alguns compostos

precipitados da pasta de cimento hidratada

Fonte: Imagem cedida por Oswaldo Cascudo e Helena Carasek, da

Escola de Engenharia Civil e Ambiental da UFG.

Figura 25: (a) Micrografia de nanoparticulas de éxido de nidbio.
Imagem cedida por Christian Gongalves Alonso, do Instituto de

Quimica da UFG. (b) Micrografia de nanoparticulas de cromita

@ b)

Fonte: Imagem cedida por Jesiel Freitas Carvalho, do Instituto de Fisica
da UFG.
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Figura 26: Micrografia de nanoparticulas de ouro (Au) em alta

resolucdo, obtida no MEV-FEG, JEOL JSM 7100F do CRTI

Fonte: Imagens cedidas por Emilia Celma de Oliveira Lima,

do Instituto de Quimica da UFG.

6. Microanalise analitica

Um aspecto importante no estudo de materiais é a determinag&o da
relagcdo entre a microestrutura e as propriedades macroscépicas fisico-
quimicas. A microestutura determina muitas propriedades de interesse
e sua formacgé&o depende basicamente da composicédo quimica e da
sintese dos materiais?®. Nesse sentido, as microscopias eletrdnica de
transmissdo e de varredura sdo importantes ferramentas, pois combi-
nam imagens morfoldgicas de alta resolugdo com andlises quimicas,
qualitativa e quantitativa, com alta resolucdo espacial.

Na microandlise analitica, ha dois tipos de técnicas: a microandlise de
raios X e a espectroscopia de perda de energia de elétrons. A primeira
pode ser associada tanto ao MEV como ao MET e, a segunda somente
ao MET.
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6.1. Microanalise de raios X

Como visto anteriormente, para que um atomo excitado retorne ao seu
estado fundamental, é necesséario que um elétron sofra uma transigéo,
liberando uma quantidade de energia cujo valor é igual a diferenca
entre os dois niveis de energia. Essa energia pode ser liberada como
raios X caracteristicos, que fornecem informacdes sobre a identifi-
cacgdo do elemento que emitiu essa radiagdo especifica. Em outras
palavras, esse tipo de anédlise permite identificar os &tomos presentes
na amostra.

Portanto, a microandlise de raios X utiliza os raios X caracteristicos
emitidos de uma microrregido da amostra quando um feixe eletrénico
incide sobre ela. Ha duas formas de deteccdo dos raios X caracteris-
ticos:

+ Espectroscopia por dispersdo de comprimento de onda (Wave-
length dispersive spectroscopy — WDS)

Os raios X caracteristicos séo difratados por um cristal analisador,
conforme representado na Figura 27. O cristal age como uma grade
de difracéo tridimensional e reflete os raios X (fortemente difratados)
quando um comprimento de onda A dos raios X satisfaz a equacéo de
Bragg'’, dada por:

nA = 2dsin@ (12)

em que n é a ordem da reflexdo, 6 € o angulo entre os raios X inciden-
tes e um plano cristalino de distancia & do cristal. Os raios difratados
pelo cristal sdo coletados por um detector, que mede a intensidade
dos raios X em funcdo do comprimento de onda A.
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Figura 27: Representacdo da geometria do espectrémetro por
dispersdo de comprimento de onda

Cristal

Amostra ’ Detector

Fonte: elaborada pelos autores.

- Espectroscopia por energia dispersiva (Energy dispersive spec-
troscopy - EDS)

Os raios X caracteristicos sdo coletados por um detector de estado
sélido. No detector, os raios X incidentes sdo separados por suas ener-
gias utilizando os picos de corrente gerados por eles no detector’. O
resultado é apresentado na forma de espectro em funcéo da energia
em keV.

Nas Figuras 28 e 29, observam-se alguns exemplos de anélises pon-
tuais por EDS. Os espectros foram obtidos com o detector de EDS
acoplado ao MET, Figura 28, e no MEV, Figura 29.

E possivel a andlise em amostras biolégicas, como visto na Figura
28(a). O pico de interesse € o ferro (Fe), que confirma a presenca
de nanoparticulas de ferrita no interior da célula, conforme indicado
(estrela) no espectro da Figura 28(b).

Na Figura 29, o espectro indica a presenga de niéhio (Nb), Figura 29(a),
devido a composi¢do da amostra, nanoparticulas de éxido de nidbio.
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Figura 28: (a) Micrografia de células macréfagos (Figura 14(a)). (b)

(a) (b)

Fonte: Imagem cedida por André Correa Amaral e Anielle Carvalho
Bandeira (in memoriam), do Instituto de Patologia Tropical e Saude

Publica da UFG.

Figura 29: (a) Micrografia de nanoparticulas de 6xido de niébio
(Figura 25(a)). (b) Espectro de EDS indicando a de nidbio (Nb)

(estrela)

-
L
@

keV

Fonte: Imagem cedida por Christian Gongalves Alonso, do Instituto de

Quimica da UFG.

Além de andlises pontuais, o EDS fornece mapa de identificagdo ele-
mentar, no qual é atribuida uma cor para cada elemento mapeado. Para
cada regido (1, 2, 3 e 4) da Figura 30(a), hda um mapa e um espectro
com a identificagdo dos elementos, indicando a distribui¢édo do elemen-
to; posteriormente, os mapas individuais séo superpostos, fornecendo
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a imagem da Figura 30(b). A Figura 31 mostra as regies mapeadas
referentes a Figura 30, com os respectivos espectros de EDS.

Figura 30: (a) Micrografia de lamina delgada. (b) Superposicéo dos

mapas de identificagdo qualitativa elementar de cada regiédo

@ (b)

Fonte: Imagens cedidas por José Affonso Brod, da Unidade Académica

Especial de Ciéncias e Tecnologia da UFG.
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Figura 31: Regides mapeadas referentes a Figura 30, com os

respectivos espectros de EDS

Regido 1

150000 - Ca

100000 -

50000 -

keV
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150000 =

100000
]
50000
c A Au ca
! N\ M Fe

Hb
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o Ta Ca
Ha
T T T
2 4 [
v
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Fonte: Imagens cedidas por José Affonso Brod, da Unidade

Académica Especial de Ciéncias e Tecnologia da UFG.

As técnicas de EDS e WDS fornecem a mesma informacéo, diferencian-
do-se em algumas caracteristicas operacionais. A espectroscopia por

energia dispersiva (EDS) detecta varios elementos ao mesmo tempo,
permitindo uma andlise relativamente rapida. H4 apenas um detector
para coletar o sinal e, comumente, ha a superposigdo de picos devi-

do a sua resolugdo espectral. J4 na espectroscopia por dispersdo de
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comprimento de onda (WDS), hd mais de um detector e a identifica-
¢cdo elementar é realizada com um elemento por vez, aumentando o
tempo de andlise. Contudo, a resolugéo espectral é superior a do EDS,
reduzindo a superposigdo de picos. A Figura 32 apresenta um exemplo
de superposicdo no espectro de EDS (curva em vermelho) entre os
elementos enxofre (S), na transi¢édo Kal, e chumbo (Pb), na transicéo
Mal. Essa superposicdo se deve a larga resolucdo espectral do EDS.
J& no espectro WDS (curva em azul), por ele ter resolugéo espectral
superior a do EDS, aparecem picos definidos e separados. Ambos os
espectros foram obtidos da mesma regido da amostra, com as mesmas
condicGes de medidas e realizados na microssonda eletronica Jeol
JXA-8230 do Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnolégico e

Inovagdo (CRTI).

Figura 32: Espectro de EDS, curva em vermelho, e na curva em azul o

espectro WDS

1204 Pb Mal — _EDS
S Kal —
100- Wl Pb MBI WDS
o
o 804 A
o | \
o \
? \‘
Z 60+ [
@ |
E
\ SKpI
{u | X
(V- ‘L’ e
2,5 3,0
Energia (keV)

Fonte: Imagens cedidas pelo CRTI.
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6.1. Espectroscopia de perda de energia de elétrons (Elec-
tron energy-loss spectroscopy - EELS)

A espectroscopia de perda de energia de elétrons (EELS) analisa os
elétrons do feixe eletronico apds sua interacdo com a amostra. Esses
elétrons carregam informacgdes de nimero atdmico na forma da quanti-
dade de energia que eles transferiram para a amostra, tanto de &tomos
leves como pesados.

Essa espectroscopia so é permitida no MET, pois é necessdrio que as
amostras sejam finas, com espessura em torno do livre caminho médio
para uma interagdo ineldstica do elétron do feixe eletrénico com &to-
mos do material. Nessa condigé&o, o elétron interage uma Unica vez e,
portanto, a perda de energia ap6s a interagdo corresponderd a alguma
energia necessdria para fazer um elétron sofrer uma transicéo ou ser
ejetado do &tomo. A andlise do espectro de perdas de energia permite
identificar os &tomos da amostra.

7. Outras técnicas

Com os avancgos das técnicas de preparagdo de amostras, tanto mate-
riais inorganicos quanto biolégicos, melhorias no sistema de detecgéo
e no tratamento de dados tém contribuido para o surgimento de dife-
rentes técnicas com alta resolugdo espacial, dentro da microscopia
eletrénica, sendo possivel destacar as seguintes técnicas:

Tomografia eletrénica: permite a andlise de amostras entre 0,2 um e
2 um no MET, partindo da aquisicéo e do processamento de uma série
de imagens com diferentes angulos. O volume de imagens sera recom-
binado em uma imagem tridimensional, permitindo extrair informacdes
de planos individuais, com alta resolugdo, sem que haja sobreposicédo
de estruturas. Na pratica, tem-se uma reconstrugédo tridimensional a
partir de retroproje¢Ges bidimensionais da amostra em diversos angu-
los?*.
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Criotransmissdo: permite analisar amostras congeladas no MET, como
proteinas, lipossomas, nanocapsulas poliméricas, entre outras. As
amostras s&o preparadas por meio de técnicas criogénicas e analisa-
das no MET usando um porta-amostras com nitrogénio liquido para
manter as amostras congeladas.

Microscopia eletrénica de varredura de duplo feixe: combina o MEV
com o feixe de ions focalizados (FIB). O feixe de ions, ao interagir
com a amostra, desbasta uma fina camada, permitindo o estudo de
estruturas internas e o imageamento em cortes seriados, resultando
em uma série de imagens que podem ser recombinadas para formar
uma imagem tridimensional?®.

Portanto, a microscopia eletronica oferece amplas possibilidades para
a compressdo da natureza de nanossistemas, permitindo a obtencéo
de informacdes sobre as propriedades morfoldgicas e fisico-quimicas
de nanocomponentes individuais.
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CAPITULO 6

Aplicacdes da Nanotecnologia na
revencao, no diagndstico e no
ratamento do cancer

Marcela G. Landim?', Alicia S. Ombredane?!, Graziella A. Joanitti2"

1. Introducao

O céancer consiste em dezenas de doengas, que possuem como caracte-
ristica comum serem oriundas de uma ou mais célula(s) com funciona-
mento anormal, capaz(es) de se replicar(em) incontrolavelmente, mui-
tas vezes formando uma massa tumoral, e com potencial metastatico'.
A formacéo do cancer, a carcinogénese, é geralmente considerada de
progresséo lenta, e os primeiros sintomas podem levar anos antes de
surgirem. Esse processo ocorre a partir de mutagdes em células sau-
daveis apds exposicdo prolongada a agentes carcinégenos quimicos,
fisicos efou bioldgicos (por exemplo: tabagismo, alcoolismo, subs-
tancias quimicas intercalantes de DNA, estresse oxidativo, asbestos,
aflatoxinas, radiagéo ultravioleta e ionizante, expressédo de oncogenes,
fatores de crescimento, infecgdes virais ou bacterianas, envelhecimen-
to celular, entre outros)'. Se a exposig&do aos agentes carcinégenos é
interrompida, as mutacdes podem ser revertidas por um mecanismo
de agdo do préprio organismo. Entretanto, em alguns casos, as muta-
¢Oes persistem, levando ao desenvolvimento progressivo do tumor por
multiplas etapas — iniciag&o, promocé&o e progresséo' (Figura 1). Apds
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exposicdo prolongada a agentes carcindgenos fisicos, quimicos e/ou
bioldgicos, células saudaveis sofrem mutagGes e ocorrem mudancas
na morfologia celular (iniciacdo). Nessa fase, as mutacdes séo rever-
siveis e 0 mecanismo de morte celular ainda funciona. Se a exposicéo
aos carcinégenos é prolongada, mutag8es permanecem irreversiveis
e sdo transmitidas as células filhas por replicacdo do DNA defeituoso
(promocéo). A proliferacéo celular continua até iniciar o processo de
invasdo e metdstase para tecidos adjacentes ou distantes da massa
tumoral inicial (progresséo). O cancer maligno, propriamente dito, é
formado.

Figura 1. Esquema ilustrando as fases da carcinogénese: iniciagao,
promoc&o e progressdo. Nota: figura criada com imagens de dominio

publico, obtidas do Servier Medical Art
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Fonte: elaborada pelos autores.

Além disso, o tecido tumoral precisa adquirir varias caracteristicas
bioldgicas, conhecidas como “marcas registradas” do cancer (Hall-
marks — termo empregado em inglés) para se desenvolver, progredir
e persistir no organismo. Hanahan e Weinberg (2011) relataram oito
caracteristicas bioldgicas e duas caracteristicas “facilitadoras” a pro-
gressdo do tumor? (Figura 2).

Dados da Organizagdo Mundial da Satde® apontam que no ano de
2015 as mortes globais, devido a totalidade de canceres, ultrapassaram

221



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

a marca de 8,8 milhdes de vitimas, ficando atrds apenas das mortes
causadas por doencas cardiovasculares. Os tipos de cancer que mais
mataram foram: de pulméo, de figado, colorretal, de estémago e de
mama, em ordem decrescente®.

Figura 2. “Marcas registradas” do cancer. Representacdo das
caracteristicas bioldgicas do cancer necessérias para o seu
desenvolvimento, progresséo e persisténcia no organismo. As marcas
do cancer s3o classificadas em oito caracteristicas bioldgicas
complementares (azuis) e duas caracteristicas facilitadoras a

progressdo tumoral (verdes)
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Fonte: elaborada pelos autores.

Com isso, evidencia-se a importancia de se tracarem estratégias de
prevencdo, diagndstico e tratamento de neoplasias, considerando que
sdo inestimdveis os danos sociais e econdmicos causados por essas
patologias. Algumas das estratégias de prevencgdo sédo simples de se
adotar e amplamente conhecidas: combater o tabagismo e o alcoolis-
mo; manter uma dieta equilibrada e rica em fibras, frutas e vegetais;
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praticar atividades fisicas regularmente; passar por exames de rotina
(mamografia, ecografias, colposcopia, autoexame das mamas); vaci-
nar-se contra doencas infecciosas (principalmente HPV e hepatites);
evitar excesso de exposicdo solar; usar filtro solar, entre outras*.

Embora muitos canceres possam ser prevenidos, alguns s&o oriundos
de oncogenes e mutacdes herdadas ou adquiridas. Portanto, a detec-
¢éo precoce da doenca é primordial para aumentar as chances de
remissdo total. Contudo, o diagndstico é geralmente realizado apds o
surgimento dos primeiros sintomas, quando o tumor ja estad em fase
mais avancada'?*. Dessa forma, cuidar da satde e realizar exames de
rotina sdo atitudes simples que favorecem a prevengédo e/ou detecgéo
precoce de um tumor. Os diagndsticos convencionais consistem de tes-
tes citoldgicos (hemograma) e histopatoldgicos (bidpsia), tomografia
computadorizada e imageamento por ressonancia magnética; sendo
que cada tipo de exame de diagndstico possui uma determinada sen-
sibilidade e limitagdo?*. Paralelamente, os tratamentos convencionais
demonstram resultados satisfatérios quando o tumor é detectado em
fase precoce. A cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sédo ampla-
mente utilizadas no combate aos tumores malignos. Porém, elas sdo
responséaveis por diversos efeitos adversos (morte de células sauda-
veis, irritagdo no local da aplicagéo, recorréncia do tumor, alopecia,
entre outros), que prejudicam a qualidade de vida dos pacientes?*.
Além disso, células tumorais podem apresentar resisténcia aos tra-
tamentos supracitados, como ja foi observado em diversos tipos de
cancer®®. Diante desse cenario, a busca por novas estratégias de pre-
vencdo, diagndstico e terapia tornou-se uma necessidade.

O uso da nanotecnologia no diagnéstico ef/ou no tratamento do cancer
evidenciou vdrias vantagens, devido as propriedades fisico-quimicas
das nanoestruturas. Materiais na escala nanométrica, ou seja, em que
pelo menos uma de suas dimensd@es esteja entre 1 e 100 nandmetros’,
apresentam propriedades distintas em escala macrométrica: maior
raz&o entre area de superficie/volume, maior reatividade, coloragdo
diferenciada, fluorescéncia, condutividade elétrica, entre outras. Além
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disso, cada nanoestrutura pode apresentar caracteristicas préprias,
devido a sua composicdo, ao tamanho e ao formato (ver Parte | do
livro).

Ao longo deste capitulo, o uso da nanotecnologia na prevencéo, no
diagndstico ef/ou no tratamento do cancer serd abordado. Além disso,
as formas de entrega e internalizagdo celular de nanoestruturas seréo
discutidas, assim como o processo e os desafios da comercializagédo
de medicamentos nanotecnoldgicos.

2. Formas de entrega de
nanoestruturas na regiao tumoral

A quimioterapia corresponde a um dos tratamentos mais empregados
para combater o cancer. Contudo, o uso de quimioterdpicos, moléculas
administradas no paciente por via parenteral (intravenosa, por exem-
plo), na maioria das vezes, apresenta vdrias limitacdes. De fato, apenas
uma pequena proporgdo do quimioterdpico atinge o tumor (sitio alvo)
enquanto o restante é distribuido em outros tecidos do organismo.
Sendo assim, geralmente uma dosagem maior de quimioterdpico é apli-
cada no paciente, visando aumentar a concentragéo deste no tumor.
Contudo, como tecidos saudéveis também sdo expostos, esse tipo de
tratamento torna-se inespecifico e leva a morte de células sauddveis
com o surgimento de diversos efeitos adversos — alopecia (queda de
cabelo e de pelos), vomito, fraqueza, entre outros®®. A nanotecnologia
pode contornar essas limita¢des, permitindo a entrega do quimiotera-
pico na regido tumoral com maior especificidade, sem a necessidade
de aumentar a concentracdo deste, minimizando, assim, a exposi¢éo
de tecidos saudaveis e os efeitos adversos associados a essa terapia.

Portanto, o estudo aprofundado das caracteristicas tumorais é fun-

damental para que se determine a melhor forma de administracéo e
entrega de nanoestruturas para uma regido tumoral especifica. Além
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disso, esse entendimento permite a elaboracéo de nanomateriais mais
adequados, com controle de algumas propriedades, tais como o tama-
nho, a carga, o formato, propriedade de superficie, entre outras. De
modo geral, existem dois tipos de entrega de nanomateriais em células
tumorais: passiva e ativa.

2.1 Entrega Passiva

Pode-se conceituar como entrega passiva de fadrmacos aquela que
depende apenas de caracteristicas inerentes a anatomia e a fisiologia
do sitio tumoral, ndo sendo direcionada por meio de afinidades espe-
cificas do farmaco com a célula tumoral. Os nanomateriais elaborados
para uma entrega passiva sdo comumente considerados de primeira
geracdo. Alguns medicamentos nanotecnoldgicos ja comercializados
sdo baseados nessa entrega passiva: o Doxil®/Caelyx® (doxorrubicina
lipossomal) e o Abraxane® (paclitaxel nanoencapsulado)™".

A angiogénese é o processo de formac&o de novos vasos sanguineos,
que permite a chegada de oxigénio e nutrientes na regido tumoral
e, assim, possibilita o seu crescimento. Entretanto, no cancer, esse
processo ocorre rapidamente e apresenta defeitos, tais como a for-
macédo de capilares largos e fenestras de 300 nm a 700 nm', Além
disso, o tumor apresenta baixo retorno venoso e drenagem linfatica
ineficiente. Todas essas caracteristicas tumorais sdo conhecidas como
efeito EPR (do inglés Enhanced Permeability and Retention, que significa
“permeabilidade e retengdo aumentada”), ilustrado na Figura 3. Esse
efeito consiste no actimulo preferencial de nanoestruturas na regido
tumoral por meio das fenestras dos vasos, e permanecem no local por
um longo periodo, permitindo, assim, maior eficiéncia. Contudo, apesar
de o efeito EPR minimizar efeitos adversos associados ao tratamento,
ele ndo impede o acimulo de nanoestruturas em outros érgdos que
apresentam fenestras endoteliais, tais como o figado e bago™. Além
disso, a heterogeneidade do tumor pode dificultar uma biodistribuigéo
homogénea das nanoestruturas para toda a regido tumoral, o que reduz
a especificidade desse tipo de entrega.
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Figura 3. Efeito de Retencdo e Permeabilidade Aumentada (EPR)
como estratégia de entrega passiva de nanofdrmacos. A presenca
de fenestras de 300 nm a 700 nm permite o acimulo preferencial de
nanoestruturas no tecido tumoral. Além disso, o baixo retorno venoso
e a drenagem linfatica ineficiente contribuem para a entrega passiva
de nanoestruturas na regido tumoral. Nota: figura criada com imagens

de dominio publico obtidas do Servier Medical Art
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Fonte: elaborada pelos autores.

Outro fator intrinseco do sitio tumoral e que também facilita a liberagéo
de farmacos nanoencapsulados é o seu microambiente acidico. Devido
ao elevado metabolismo das células neopldsicas, estas passam a rea-
lizar respiragdo anaerébia, produzindo &cido l4ctico e 4cido carbdnico.
Além disso, um actimulo de ions H* é promovido pela baixa drenagem
linfatica'™. Essa diminuicdo do pH colabora para a desestabilizacdo
de nanoestruturas, como micelas poliméricas e de polimerossomos,
promovendo a liberacdo dos seus contetidos no local do cancer, como
descrito no trabalho de Huang e colaboradores (2015). Eles elaboraram
micelas compostas por triblocos poliméricos (PEG-PAU-PEG) carregan-
do o quimioterdpico doxorrubicina (DOX), que liberaram até 96% do
farmaco encapsulado dentro de 48 horas de exposi¢do a um ambiente
acidico (pH 4)". De modo similar, Hu e sua equipe (2013) criaram uma
nanoparticula com nucleo de hidrogel e DOX, e casca de silica meso-
porosa, com atividade anticAncer de mama (MCF-7), que também foi
responsiva ao pH acidico, liberando a DOX contida no nicleo™.
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Embora suas caracteristicas sugiram uma forma de entrega eficien-
te, o efeito EPR € bastante limitado. Segundo Wilhelm e colaborado-
res (2016), menos de 1% dos sistemas nanoestruturados chegam aos
tumores que possuem alto efeito EPR '®. Entretanto, de modo geral,
a nanoencapsulacédo de farmacos aumenta a eficiéncia de entrega
e a retencgdo no sitio tumoral, se comparada com a administracdo do
farmaco livre".

Dessa forma, nanoestruturas ditas de segunda geragdo representam
alternativa a entrega passiva'®. Essa classe de nanoestruturas possui
superficies funcionalizadas por moléculas especificas, que aumentam
a especificidade e a eficiéncia da entrega do farmaco de interesse,
como serd visto a sequir.

2.2 Entrega ativa

A entrega ativa consiste em uma entrega direcionada de nanoestru-
turas por meio da funcionalizagdo de suas superficies com ligantes
(anticorpos, acido félico, carboidratos, peptideos, proteinas, oligonu-
cleotideos, entre outros) de receptores presentes na célula tumoral,
como ilustrado na Figura 4. Essa estratégia baseia-se nas relagdes de
afinidade, geradas por atragédo quimica efou eletrostdtica (interagdes
entre cargas, forcas de van der Waals, afinidade quimica, polaridade...)
entre moléculas complementares, como anticorpo-antigeno, recepto-
res-ligantes e enzima-substrato' .
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Figura 4. Entrega ativa de nanoestruturas, mediada por ligantes que
reconhecem, especificamente, receptores de membrana da célula
tumoral. Nota: figura criada com imagens de dominio publico obtidas

do Servier Medical Art
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Fonte: elaborada pelos autores.

Para que a entrega de nanoestruturas por via ativa seja eficiente, é
importante que elas possuam baixa afinidade por células sauddveis
e que permanecam estdveis por tempo suficiente para evitar degra-
dacdo precoce, interagdo com proteinas ndo especificas presentes
na corrente sanguinea e o processo de opsonizacdo'. A superficie
de alguns tipos de células tumorais apresenta moléculas especificas,
denominadas biomarcadores, que facilitam a sua detecc&o. Assim,
considerando a presenga e a natureza desses biomarcadores, a fun-
cionalizacdo especifica de nanoestruturas permite aumentar a sua
afinidade e a interacdo com o tecido tumoral, e, consequentemente,
melhorar a sua eficiéncia. Alguns exemplos de biomarcadores tumorais
sdo mencionados a seguir.

Os receptores de folato sdo biomarcadores intensamente expressos

em diversos canceres, como de ovario, mama, cervical, figado, pulmao,
colorretal e cérebro. Eles estdo presentes, também, em tecidos sau-
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daveis (placenta, pulmao, figado e plexo coroide), porém, em menor
quantidade e apenas na parte apical das células, diminuindo os riscos
de interagcdo com células sauddaveis'. Nanocdpsulas poliméricas de
poli-lactato-co-glicolato (PLGA), contendo um ntcleo de quercetina e
conjugadas a polietilenoglicol (PEG) e moléculas de folato, apresen-
taram efeito citotéxico com cerca de 40% de reducdo da viabilidade
celular, in vitro, em células HelLa (cancer cervical humano). Além disso,
houve maior captagéo in vivo em HelLa e em IGROV-1 (células de can-
cer ovariano humano), quando comparado com a quercetina livre e
nanocapsulas sem PEG efou sem folato™.

Outro biomarcador encontrado em maior quantidade em tecidos tumo-
rais, como colorretal, cérebro, mama, ovério, pancreas e préstata, séo
os receptores de fator de crescimento epidérmico (EGFR). Esses recep-
tores sdo conhecidos por estimular o crescimento tumoral e o proces-
so de metdstase'?°. Nanoesferas de ouro revestidas por aptameros
(pequenas moléculas de RNA/DNA) e anticorpo demonstraram maior
afinidade por receptores de fator de crescimento epidérmico, presentes
em células tumorais de cabeca e pescog¢o, quando comparado com
nanoesferas sem revestimento, in vitro e in vivo?.

Receptores de transferrina sdo considerados biomarcadores de algu-
mas células de cancer de célon, por apresentarem intensa expresséo
na superficie destas. Nanocdpsulas de H-ferritina contendo doxorru-
bicina (HFn-DOX, 12 nm de diametro) foram formuladas por Liang e
colaboradores (2014) para avaliar a inibicdo da viabilidade celular de
células de cancer de célon (HT-29). A nanoencapsulacéo de elevadas
concentracdes de doxorrubicina dentro da casca de ferritina aumen-
tou em mais de 10 vezes a captacédo de HFn-DOX pelas células HT-29
in vitro e resultou em um efeito inibitério significativo sobre a massa
tumoral in vivo, quando comparado aos camundongos BALB/c trata-
dos com PBS, doxorrubicina livre, doxorrubicina lipossomal (Doxil) ou
nanocapsulas de HFn vazias?.
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Receptores transmembrana do tipo integrina possuem papel funda-
mental na ades&o e migragdo celular, assim como na regulacgdo do
citoesqueleto. Em células tumorais de carcinoma de células escamo-
sas da cavidade oral (HSC-3), esses receptores apresentam papel
na regulagdo do processo de metdstase. Portanto, nanoparticulas de
ouro acopladas ao peptideo RGD (arginina-glicina-acido aspartico),
que possui expressiva afinidade por receptores de integrina, foram
capazes de inibir a migracéo celular e, consequentemente, controlar a
metdstase in vitro?®. Além disso, receptores do tipo integrina podem ser
alvo de nanomateriais elaborados para diagndéstico de cancer. Pontos
quanticos de sulfeto de prata, acoplados ao peptideo arginina-glicina-
-acido aspartico-(D)-fenilalanina-lisina (molécula com afinidade para
receptor integrina), demonstraram maior aciimulo na regido tumoral
(cancer de mama) apdés administracdo pela veia da cauda, in vivo,
permitindo a sua detecg&o por técnicas de imagens?*.

Esses estudos sdo apenas uma pequena amostra dos exemplos de
nanomateriais funcionalizados, que realizam entrega ativa de molé-
culas para o diagndstico e/ou tratamento de carcinomas, tanto in vitro
como in vivo, e demonstram possibilidades de terapias inovadoras e
promissoras.

2.2 Internalizacao e destino intracelular

A entrega de nanoestruturas na regido tumoral, como visto anterior-
mente, é apenas a parte preliminar do seu caminho no organismo. Elas
podem interagir com componentes da membrana plasmética e serem
internalizadas pela célula. Contudo, a internalizagdo nédo é sempre
necesséria. De fato, uma nanoestrutura presente no microambiente
tumoral pode liberar o seu contetido, constituido por moléculas peque-
nas, tais como doxorrubicina, que podem atravessar a membrana plas-
matica por difusdo simples'. Entretanto, a internalizag&do permanece
de maior interesse e pode ocorrer de forma passiva (simples difuséo,
microinjec&o ou eletroporagéo) ou de forma ativa por meio de meca-
nismos de endocitose?.
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E fundamental lembrar que as caracteristicas fisico-quimicas de nano-
materiais (tamanho, formato e propriedades de superficie) interferem
no processo de internalizagdo. Varios estudos investigaram a influéncia
do tamanho da nanoestrutura na internalizagéo. Foi relatado que uma
mesma nanoparticula é mais bem internalizada quando possui tama-
nho maior. Por exemplo, uma nanoestrutura é mais bem internalizada
quando apresenta tamanho de 17 nm em vez de 4 nm. Ilgualmente,
a nanoparticula de 98 nm é mais bem internalizada por células de
carcinoma cervical (HeLa) e de pele melanoma (A549) em compara-
¢do com a nanoparticula de 26 nm. Além disso, nanoestruturas com
carga positiva apresentam maior internalizacdo de que nanoparticulas
negativas?®. Portanto, controlando essas caracteristicas, é possivel
direcionar o mecanismo de internalizacdo e a sublocalizacdo celu-
lar?. Adicionalmente, Behzadi e colaboradores (2017) descrevem que
uma nanoestrutura pode ser internalizada por meio de mecanismos
distintos, de acordo com o tipo celular?®. Dessa forma, as caracteris-
ticas celulares e biolégicas também devem ser consideradas antes
da aplicacdo de nanoestrutura. A via de internalizacdo, bem como o
destino das nanoestruturas podem influenciar diretamente na ativa-
¢do/funcionamento do composto bioativo/farmaco carregado e, con-
sequentemente, em sua eficiéncia. Portanto, a compreensédo dessas
caracteristicas contribui para a elaboragéo de um desenho racional de
nanoestruturas ideais para aplicagédo na area de cancer?>2s.

Para melhor entendimento, diversos mecanismos de internalizacéo e
diferentes organelas de actimulo de nanoestruturas séo discutidos a
seguir.

2.2.1 Mecanismos de internalizacao

As principais vias de internalizagdo ocorrem por endocitose, classi-
ficadas em dois tipos, de acordo com o tipo celular e a natureza das
moléculas envolvidas no processo: a fagocitose e a pinocitose (Figura
5)19,25.
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O processo de fagocitose ocorre normalmente em diversos tipos celula-
res, tais como macroéfagos, mondcitos, neutrdéfilos, células dendriticas,
fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, entre outras, e apresenta
como principal objetivo a remoc&o de particulas estranhas, microrga-
nismos infecciosos e células em senescéncia. Nanoparticulas presentes
no organismo podem ser fagocitadas por meio do reconhecimento de
ligantes na sua superficie por receptores celulares superexpressos
em tumores. A internalizacdo de nanoparticulas pode ocorrer, tam-
bém, a partir da opsonizacdo. Esse fendmeno consiste na adsorcéo
de proteinas da corrente sanguinea na superficie dos nanomateriais.
Em seguida, hd interag&o dessas proteinas com receptores celulares,
gerando a formagéo de vesiculas (fagossomos) contendo os nanoma-
teriais, que sdo levadas para dentro da célula. A fagocitose pode levar
vdrias horas para acontecer e o mecanismo depende da natureza do
nanomaterial e do tipo celular' 2°,

A pinocitose € o processo de internalizagdo mais comum, e € dividido
em quatro subcategorias, de acordo com a molécula mediadora. A via
de pinocitose mais estudada é denominada endocitose mediada por
receptores de clatrina. Na maioria dos casos, nanoestruturas supe-
riores a 200 nm sdo internalizadas por meio dessa via?’. Ela ocorre
em regido da membrana plasmaética rica em clatrina, que representa
em torno de 1% da superficie celular. Para a formacao de vesiculas
que possuem de 100 nm a 150 nm, a membrana plasmatica vai sofrer
uma curvatura com auxilio de uma extensa maquinaria de proteinas
(epsina, SNX9, anfifisina, entre outras). Uma desvantagem dessa via é
que, geralmente, o contetdo das vesiculas é levado até os lisossomos,
onde sofre degradac&o'®?. Portanto, essa via pode ser ineficiente para
alguns tipos de nanoestruturas e é importante levar em consideragédo
as propriedades dos nanomateriais, antes da aplicagdo. Nanoparticulas
magnéticas, acopladas com PEG e 4cido félico, demonstraram interna-
lizagdo em células de cancer cervical Hel a, via endocitose dependente
de clatrina, com aciimulo maior em lisossomos. Em contrapartida, elas
ndo foram internalizadas em células de cancer de mama MCF-7 e MDA-
-MB435. Porém, a atividade anticancer néo foi avaliada nesse caso?.
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Em outro estudo, a conjugacédo do peptideo interleucina 13 (IL-13) as
nanoparticulas aumentou a internalizagdo em células de glioma, por
via de endocitose dependente de clatrina in vitro e in vivo. Além disso,
a aplicagdo dessas nanoestruturas contendo doxorrubicina aumentou
a taxa de sobrevivéncia de camundongos BALB/c %.

A pinocitose mediada por cavéolas apresenta papel fundamental em
diversas atividades bioldgicas, tais como regulagdo de lipidios, dcidos
graxos e sinalizacado celular. As cavéolas correspondem a uma curva-
tura da membrana plasmatica, com a presenca de vérias proteinas,
como a caveolina e a cavina. Essas proteinas ajudam na formagéao
de vesiculas (caveossomos), que apresentam em torno de 50 nm - 80
nm'2527_Moléculas internalizadas por cavéolas podem escapar da
degradacgéo nos lisossomos, devido ao pH neutro dos caveossomos.
Portanto, o contelido das vesiculas é dirigido para outros compartimen-
tos subcelulares, geralmente para o complexo de Golgi ou o reticulo
endoplasmatico™.

A internalizag&o pode ocorrer também por pinocitose, independente
de clatrina e cavéola. Nesse caso, as células apresentam composi-
cdo lipidica especifica, principalmente colesterol?5. O 4cido félico
€ um exemplo de molécula que € internalizado por essa via. Portan-
to, nanoestruturas acopladas com 4cido félico possuem grande pro-
babilidade de serem internalizadas por pinocitose, independente de
receptor?s. Nanoestruturas lipossomais contendo o quimioterdpico
doxorrubicina foram internalizadas por via independente de clatrina
e cavéola em células de carcinoma epitelial A375 e em células de
hepatoma HepG2 in vitro®.

Recentemente, a macropinocitose foi considerada como mais um
mecanismo néo especifico de internalizacdo de moléculas sem envolver
proteinas ou lipidios. Esse processo consiste em rearranjo do citoes-
queleto, permitindo formac&o de vesiculas de 0,2 a 10 micrometros
por extensdo da membrana plasmatica (pseuddépodos)’®?¢. Micror-
ganismos, tais como virus e bactérias, sdo internalizados, principal-
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mente via macropinocitose. Devido ao tamanho maior das vesiculas
(macropinosomo), nanoestruturas maiores podem ser internalizadas
preferencialmente por essa via. Nanoparticulas contendo doxorrubi-
cina foram internalizadas por células de glioma, via macropinocitose.
A funcionalizagdo da superficie dessas nanoparticulas com peptideo
interleucina 13 levou a uma mudanca de via de internalizagdo?°.

Figura 5. Esquema ilustrando os diferentes mecanismos de
internalizacdo de nanoestruturas por endocitose: fagocitose;
endocitose mediada por clatrina ou cavéola; endocitose independente
de clatrina e cavéola; e macropinocitose. Nota: figura criada com

imagens de dominio publico obtidas do Servier Medical Art
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Fonte: elaborada pelos autores.

2.2.2 Destino intracelular

Um fato interessante de se citar é que, além da seletividade por células
tumorais, os nanomateriais elaborados recentemente podem apre-
sentar especificidade por um compartimento subcelular. De fato, o
aclimulo de nanoestruturas em um determinado compartimento intra-
celular estd associado a um efeito anticancer especifico. Em outras
palavras, o mecanismo de a¢édo de uma determinada molécula depende
da organela na qual ela é acumulada. Geralmente, o complexo de Golgi,
o nucleo, o reticulo endoplasmatico, a mitocondria e o lisossomo s&o
os compartimentos intracelulares de maior acimulo por nanomate-
riais?>?¢ (Tabela 1).

234



CAPITULO 6: APLICACOES DA NANOTECNOLOGIA NA PREVENGAO, NO DIAGNOSTICO E NO TRATAMENTO DO CANCER

Tabela 1. Exemplos de nanoestruturas, mecanismo de internalizac&do e destino intra-
celular em diversos tipos de cancer

Tipo de Tipo de Tipo de Destino

: X . e . Referénci
nanomaterial cancer internalizagdo intracelular EIEIENcia
g:nsggégglilgﬁ] Carcinoma Endocitose Lisossomo [28]

gnetic s cervical (HeLa mediada clatrina
PEG e 4cido félico
Nanoparticulas )
contendo Gl'OFJJ%S?t)oma Macropinocitose Macropinossomo [29]
doxorrubicina
Nanoparticulas
erlovona | Cllestoma [ CGERT Endossormo, 29
13 contendo clatrina/fagocitose 9
doxorrubicina
. Melanoma .
contondo. (ars)e e enie de Endossomo, (30}
d bici hepatoma lisossomo
oxorrubicina (HepG2) receptor
Nanoparticulas :
magnéticas com Glioblastoma - Lisossomo [31]
PEG FITC (us7)
Cancer de Citonl il
Nanoparticulas de mama Endocitose roplasma e nicieo
- ) mediada por [32]
Timoguinona MCF-7 and caveolina e clatrina E?iigzzgmg e
MDA-MB-231

Fonte: elaborada pelos autores.

2.3 Aplicacdes da nanotecnologia na oncologia

2.3.1 Nanotecnologia e prevengdo do cancer

De acordo com a Organizagdo Mundial da Sadde®, metade dos céan-
ceres podem ser prevenidos. A maioria das pessoas ja ouviu falar de,
pelo menos, uma das principais recomendagfes para prevenir o cancer,
que incluem n&o fumar, manter alimentacéo saudavel e peso corpo-
ral adequado, praticar atividade fisica, amamentar e realizar exames
preventivos ginecoldgicos para mulheres, evitar bebida alcodlica e
exposicdo ao sol entre as 10 horas e as 16 horas, vacinar contra o HPV,
entre outros*. Provavelmente, a alimentacdo saudavel é a recomenda-
¢do mais explorada por cientistas e médicos. De fato, inimeros livros
sobre a dieta “anticancer” podem ser encontrados nas livrarias. Apesar
disso, 12,7 milhdes de novos casos de cancer sdo ainda diagnostica-
dos no mundo, por ano, o que leva pesquisadores a elaborarem novas
estratégias para a prevencdo dessa patologia®.
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O conceito de quimioprevencéo foi introduzido por Sporn e colabora-
dores, em 1976, e consiste no uso de moléculas capazes de reduzir o
risco de desenvolvimento efou progressdo do cancer®. Essas molé-
culas foram denominadas de “nutracéuticos” por Stephen L. Defelice,
em 1989, combinagéo dos termos “nutrientes” e “farmacéuticos”, que
representam qualquer substancia encontrada em um alimento que
apresenta beneficio a sadde, incluindo prevenc¢do de doengas®. Clas-
sificados em agentes bloqueadores e supressores, 0s nutracéuticos
agem no inicio da carcinogénese, prevenindo mutacgdes do DNA, ini-
bindo a proliferacéo e a diferenciagdo celular e ativando vias de morte
celular®®:435 Dentre as moléculas empregadas na quimioprevencao,
tais como vitaminas, 4cidos graxos, fendis, carotenoides, probiéticos
e prebidticos, entre outros, cerca de 40% apresentam baixa dispersédo
em meio aquoso e, portanto, biodistribuigcao e biodisponibilidade redu-
zidas no organismo. Dessa forma, o uso da nanotecnologia levou ao
surgimento do conceito de “nanoquimio-prevenc¢do”, que corresponde,
basicamente, no uso de nanoparticulas como carreadores de compos-
tos bioativos para prevenir o desenvolvimento do cancer.

O efeito preventivo do epigalocatequina-3-galato, polifenol do cha-ver-
de, encapsulado em nanoparticulas poliméricas a base de PLA-PEG e
PLGA-PEG, foi avaliado em células normais e cancerosas de préstata.
A atividade preventiva foi observada in vitro e in vivo com efeitos proé-
-apoptdtico, antiproliferativo e inibidor da angiogénese®<7. De acor-
do com Sibbiqui e colaboradores (2015, 2016), o encapsulamento do
resveratrol (polifenol ndo flavonoide) e da curcumina (polifenol) em
nanoestruturas é bastante estudado na prevencao de diversos tipos
de cancer, como ovdrio, préstata, glioma, cabeca e pescogo e célon333
(Tabela 2). Apesar dos resultados promissores, poucos estudos inves-
tigam o uso da nanotecnologia na prevencado do cancer, privilegiando
buscas para diagndstico e tratamento, como é visto a seguir.
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Tabela 2. Exemplos de nanoestruturas aplicadas para prevengéo de cancer

Tipo de Tipo de Molécula Mecanismo de R,

nanomaterial cancer carregada acdo

Epigalocatequina-3-

Nanoparticulas galato (EGCG)
poliméricas a base Préstata Antiproliferativo [36]
de PLA-PEG (polifenol do cha-
verde)
Nanoparticulas : oAl Pré-apoptético
poliméricas a base Préstata Ep|galoc:|get%uma 8 e inibicdo da [37]
de PLGA-PEG 9 angiogénese
; . Resveratrol/ S .
Lipossomo Préstata curcumina Antiproliferativo [33,34]
. Resveratrol/ x
Nanoparticula de ; Indug&o de
p Melanoma curcumina/5- [33,34]
quitosana fluorouracil apoptose

Fonte: elaborada pelos autores.

2.3.2 Nanotecnologia aplicada ao diagnéstico de cancer

O diagndstico precoce do cancer é fundamental para obter maiores
chances de remiss&o tumoral. Varias técnicas podem ser usadas, tais
como testes citolégicos (hemograma) e histopatoldgicos (bidpsia),
ultrassonografia, tomografia computadorizada e imageamento por
ressonancia magnética. Contudo, esses testes apresentam limitacdes
de detecgédo e, muitas vezes, detectam o tumor ja em fase de desen-
volvimento avancada®®®, Portanto, testes mais sensiveis e especificos
precisam ser elaborados. Os nanomateriais também podem ser utili-
zados como marcadores/sensores em exames diagndsticos, possibi-
litando uma maior sensibilidade de detec¢do da regido tumoral. Essa
vantagem é particularmente importante no diagndstico de tumores em
estdgios iniciais, possibilitando, consequentemente, um tratamento
mais precoce e eficaz.

Um exemplo real de nanossensor para a detecg&o de multiplos cance-
res foi prototipado por Peng e colaboradores (2010). E constituido de
nanoparticulas de ouro, arranjadas de forma circular sobre 10 pares
de eletrodos de ouro dispostos de forma concéntrica, funcionaliza-
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das com moléculas organicas capazes de se associarem a compostos
volateis originérios da oxidagéo de substancias da membrana de célu-
las tumorais, que estéo presentes no hdlito de pacientes portadores
dos canceres de pulm&o, mamas, préstata e colorretal*®. Quando os
pacientes portadores de cancer sopram no sensor, a liga¢éo dos com-
postos volateis as nanoparticulas funcionalizadas altera a resisténcia
do material, permitindo a captac&o desse sinal pelos eletrodos. Como
cada cancer gerou um padréo diferente de variacdo de resisténcia
elétrica, foi possivel distinguir qual o tipo de cancer que o paciente
possuia, além de determinar se havia a presenca ou nédo de cancer.
Além disso, vale ressaltar que essa foi uma estratégia ndo invasiva de
deteccdo de neoplasias.

Outra aplicagdo interessante da nanotecnologia em sensores foi abor-
dada no trabalho de Zhang e colaboradores (2005), que desenvolveu
pontos quanticos funcionalizados com fitas simples de “DNA captura-
dor” capazes de se ligar a um DNA-alvo, que, por sua vez, foi capaz de
ligar-se a um DNA associado a uma fluoresceina (Cy5). Essas nanopar-
ticulas foram utilizadas para a detec¢do de uma sequéncia especifica
de DNA, contendo uma mutagdo pontual associada ao tumor de ovéa-
rio, possuindo como diferencial uma maior capacidade de captura do
DNA-alvo, além de possibilitar a amplificacédo da fluorescéncia de Cy5
por transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET),
facilitando o imageamento desse nanossistema in vitro*.

Uma estratégia de entrega de plataformas nanoestruturadas reside nas
células-tronco mesenquimais humanas (hMSCs), que funcionam como
um “Cavalo de Troia”, ja que estas podem carregar as nanoparticulas
em seu interior e direciond-las ao sitio tumoral, devido a capacidade
dessas células em serem espontaneamente atraidas para esse local.
Conhecendo essa propriedade das hMSCs, Kim e colaboradores (2014)
desenvolveram um agente de contraste baseado em nanoparticulas
de gadolinio, carreadas por células mesenquimais, para o diagndstico
in vivo de tumor de célon por ressonancia magnética*?.

238



CAPITULO 6: APLICACOES DA NANOTECNOLOGIA NA PREVENGAO, NO DIAGNOSTICO E NO TRATAMENTO DO CANCER

Tais estratégias tecnoldgicas apresentadas anteriormente, além de
muitas outras, como as citadas na Tabela 3, demonstram que os nano-
materiais, por estarem em uma escala de tamanho pequena (de 10° m),
conseguem interagir com moléculas biolégicas, a fim de gerar sinais
amplificados que se podem captar, interpretar e auxiliar na tomada de

decis@es cruciais, com a finalidade de se tratar um cancer.

Tabela 3. Exemplos de nanomateriais utilizados no diagndstico do cancer

Nanomaterial

Método

Sucesso

Referéncia

Empregado

Pulmé&o . T
. ' Nanossensor de Deteccdo e distingéo
NanopirLtch(:)ulas de ?:Si?;?;ie moléculas volateis do entre os canceres de [40]
Féolorretal hélito de pacientes forma nao invasiva
Nanossensor de
oligonucleotideos Detecgdo de mutagdes
Nanocristal (QD) especificos. Baseia- pontuais presentes
de CdSe-ZnS (core- Algggztll;rrrilgres se na transferéncia em oligonucleotideos [41]
shell) de energia por de alguns tumores de
ressonancia de ovario
fluorescéncia (FRET)
Nanossensor para
detecgéo de PSA melzjr:i)t:(é?a irgra
e VEGF. Consiste duas moléculas,
g;rpeﬁgngljglpe%/g:te concomitantemente,
Oxido de grafeno e 0s eletrodos recqberta plas?rzgsc?gt:asc?gntes
nanoparticulas de Prostata polir (::%ggz‘ﬂevoéggos portadores do cancer [43]
poli-L-lactato (PLLA) gEste or sua de préstata, em
vez co’nFj)uga-se a concentra¢des acima
nanoparticulas de deeionp?!nﬁﬂl-(g\éi?ﬂ
PLLA funcionalizadas it dg diagnéstic
com anti-VEGF e evitando diagndsticos
anti-PSA falso-positivos
Agente de contraste m?sseﬁélﬂilsmzis
nanoestruturado carregadgs com as
. do por células .
Nanoparticulas de carreado por celua nanoparticulas de
P mesenquimais até e e
pululano e gadolinio . gadolinio permitiram
internalizadas Colon (enxerto) o sitio tumoral, detectar o tumor no [42]

por células
mesenquimais

otimizando a
localizagdo e a
visualizag&o do tumor
por ressonancia
magnética

estdgio inicial em
apenas 2 horas apés
a sua administragdo
endovenosa em
camundongos
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Filmes nanométricos
de ouro

Leucemia

Chip de plédstico com
uma camada de
ouro nanomeétrica,
possuindo buracos
nanomeétricos,
revestida com
proteina A como
ancora de anticorpos
especificos do
antigeno lambda,
superexpressos em
pacientes portadores
de leucemia. A

Consegue detectar
€Om sSucesso um
desequilibrio na

proporcéo de
anticorpos, presente
em amostras de
sangue de pacientes
com leucemia

[44]

detecg&o do anticorpo
se d& por meio
de ressonancia
plasmodnica de
superficie

Siglas: QD = pontos quanticos; PSA = antigeno prostatico especifico; VEGF = fator de
crescimento endotelial vascular.

Fonte: elaborada pelos autores.

2.3.3 Uso de nanoestruturas no tratamento do cancer

Os tratamentos mais empregados para o cancer, atualmente, séo a
cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia. Apesar de apresentarem
eficdcia, especialmente em casos diagnosticados precocemente, esses
métodos apresentam também efeitos adversos, como fraqueza, vomi-
tos, queda de cabelo, cansaco, diarreias, feridas na boca, queimaduras
e ressecamento da pele*>#%; comprometendo a qualidade de vida dos
pacientes. Portanto, a nanotecnologia pode ser empregada de diversas
formas para contornar os efeitos adversos de tratamentos convencio-
nais, trazendo varias vantagens.

2.3.3.1 Entrega de compostos bioativos (“Drug Delivery”)

Alguns dos principais problemas dos quimioterdpicos convencionais
sdo a toxicidade sistémica, baixa especificidade celular e baixa dis-
persédo no plasma sanguineo. Tudo isso acarreta menor eficacia de
tratamento, por limitar a dose méxima administrada, por induzir o sur-
gimento de efeitos adversos e resultar em uma baixa biodisponibilida-
de do farmaco no organismo, diminuindo a eficiéncia de entrega ao
tumor#’. Buscando superar tais desvantagens, muitos estudos citados a
seguir demonstram empiricamente que farmacos convencionais, quan-
do associados a nanoestruturas, tém sua dispersdo em meio bioldgico
melhorada, apresentam menor toxicidade, maior biodisponibilidade,
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menos efeitos adversos e mantém-se dentro da janela terapéutica por
meio da sua liberacdo sustentada no sitio tumoral*’.

Dentre os principais nanomateriais utilizados como sistemas de entre-
ga de farmacos, podem-se citar as nanoparticulas poliméricas, as
nanoemulsdes (micelas), as nanoparticulas lipidicas sélidas, os den-
drimeros, os lipossomos, os nanotubos de carbono e as nanoparticulas
metalicas.*

Em uma abordagem relativamente inovadora de exploragdo de novos
farmacos naturais associados a nanobiotecnologia, Zhou e colabora-
dores (2013) elaboraram uma micela polimérica formada por blocos
copoliméricos de quitosana-policaprolactano galactosilados (Gal-CH-
-PCLs) contendo curcumina, que é um polifenol de extratos vegetais
insoluvel em agua, com interessantes propriedades antitumorais.*®
Nesse trabalho, eles demonstraram um aumento de 2 a 4 vezes da
captacdo da curcumina nanoencapsulada, em comparagdo com a cur-
cumina livre, por células de cancer cervical (HeLa) e por células de
hepatocarcinoma (HepG2) in vitro, e, consequentemente, uma indu-
¢do da morte celular por apoptose e necrose 6 vezes maior, quando
comparada com o tratamento com curcumina livre, apés 72 horas de
incubacéo. Isso corrobora com o paradigma de que a nanoestruturacéo
favorece o aumento da eficiéncia de captacdo de compostos bioativos
e melhora a biodisponibilidade de compostos hidrofébicos.

Outra forma de entrega de farmacos, a nanoemulséo, foi estudada por
Tagne e colaboradores (2008), que nanoemulsificaram o quimioterapi-
co tamoxifen (causa danos ao DNA) associado a 6leo de soja, formando
micelas de diametro hidrodindmico médio de 46 nm, e testaram seu
efeito anticancer em células de cancer de mama (HTB-20), in vitro.*
O tamoxifen nanoemulsionado demonstrou uma diminuicéo da proli-
feracdo celular em 97%, contra 66% do tamoxifen livre. Além disso,
essa nanoemulsdo promoveu a apoptose em 40% das células tratadas
em HTB-20, quatro vezes mais quando comparada ao farmaco livre.
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Por sua vez, Zhang e colaboradores (2014) formularam dendrimeros
peptidicos (glicina-fenilalanina-leucina-glicina, medindo cerca de
100 nm de diametro) contendo doxorrubicina (DOX), para a entrega
nanoestruturada desse farmaco. Os ramos tetrapeptidicos séo clivados
pela enzima lisossomal catepsina B, abundante em células tumorais,
liberando a DOX no meio intracelular de células de tumor mamério
murino 4T1.5° Os dendrimeros na dose de 4 mg/kg de doxorrubicina
foram mais eficazes na inibigdo tumoral (~ 60%) in vivo do que a DOX
livre na mesma concentragéo (~ 45%). Além disso, a DOX dendrimérica
nas concentracdes testadas ndo apresentou citotoxicidade ao coragao,
figado, bago, pulmé&o e rim, ao contrdrio do farmaco livre, corroborando
com a teoria de que a nanoestruturagdo de quimioterdpicos diminui a
toxicidade aos tecidos e érgdos néo alvo.

Um estudo que desperta a curiosidade foi o trabalho de Wang e cola-
boradores (2011) que avaliou os efeitos antitumorais, in vitro e in vivo,
de lipossomos contendo resveratrol (~ 70 nm), funcionalizados com
dequalinium polietilenoglicol-diestearoil-fosfatidiletanolamina (DQA-
-PEG200-DSPE) para o direcionamento mitocondrial, em células de car-
cinoma pulmonar ndo resistentes (A549) e resistentes (A549/cDDP).%’
Os pesquisadores compararam a atividade anticancer entre os lipos-
somos funcionalizados e os nédo funcionalizados, em combinacdo com
lipossomos contendo vinorelbina (um alcaloide semissintético utilizado
como quimioterdpico). Os resultados indicaram uma expressiva ativi-
dade antitumoral in vitro dos lipossomos contendo resveratrol contra
A549 (inibigdo > 80%) e A549/cDDP (inibicdo de cerca de 60%), apds
96 horas de tratamento. Foi demonstrado que lipossomos contendo
vinorelbina, combinados a lipossomos funcionalizados contendo res-
veratrol, foram eficazes no combate as células resistentes, o que néo
ocorreu no tratamento contendo apenas lipossomos de vinorelbina.
O tratamento solo e combinado com lipossomos de resveratrol fun-
cionalizados ocasionou uma diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial, que, por sua vez, engatilhou a liberacéo de citocromo c,
a ativacdo de caspases e culminou em apoptose nas células tratadas
(A549 e A549/cDDP). E, por fim, no tratamento in vivo, ao longo de 27
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dias, em camundongos nude, os lipossomos de resveratrol funciona-
lizados levaram a uma melhor distribuigdo do farmaco pelas camadas
celulares tumorais e a uma diminuicdo da massa tumoral de 85,81%,
contra 49,87% de remiss&o no tratamento com resveratrol livre.

Todos esses resultados apontam na mesma dire¢éo, fortalecendo a pre-
missa de que a nanoencapsulacédo de compostos bioativos potencializa
seus efeitos antitumorais. Dentre muitos outros, estes sdo apenas
alguns exemplos de nanossistemas utilizados como carreadores de
moléculas terapéuticas, visando a um tratamento mais eficaz contra o
cancer e que reduza efeitos adversos provocados por quimioterapicos
convencionais.

2.3.3.1.2. Componentes estruturais de nanoemulsées como
componentes bioativos

Algumas nanoestruturas, como as nanoemulsées, podem apresentar
constituintes estruturais (fase oleosa, por exemplo), que possuem ativi-
dade antitumoral. Pode-se citar o exemplo de um trabalho desenvolvido
no Laboratdrio de Compostos Bioativos e Nanobiotecnologia da Univer-
sidade de Brasilia, onde Sampaio (2017) formulou uma nanoemulséo
a base de dleo de buriti (Mauritia flexuosa Mart.) que apresentou ati-
vidade antitumoral in vitro contra células de cancer de mama MCF-7,
reduzindo a viabilidade de cerca de 50% das células quando tratadas
com a concentragéo de 6leo nanoemulsionado de 360 pug/mL por 24
horas.5? Assim, o éleo de buriti, por possuir em sua constituicdo acidos
graxos e outras moléculas com potencial terapéutico, atuou nessa
nanoemulsdo tanto como constituinte estrutural como componente
bioativo.

Outro exemplo sdo as nanoparticulas de prata (AgNPs), sintetizadas
por Ombredane (2016), utilizando extrato de Curcuma longa L. para a
reducdo do nitrato de prata®®. Além disso, o polissacarideo quitosana foi
adicionado a formulag&o, com o intuito de revestir as nanoparticulas,
aumentando a estabilidade, a biocompatibilidade e a biodegradabi-
lidade das AgNPs. Essas nanoparticulas foram testadas em células
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de cancer de pele ndo melanoma (A431), e apresentaram citotoxici-
dade em cerca de 50% dessas células, com a concentracdo de 50 uM
apds 24 horas de tratamento. Além disso, o revestimento das AgNPs
por quitosana induziu a parada celular de A431 na fase G1 da divisdo
celular. Assim, a prata, que inicialmente exercia a fungdo de compo-
nente estrutural, tornou-se também um componente bioativo dessa
nanoestrutura.

2.3.3.2. Terapia fotodinamica

A terapia fotodinamica é uma estratégia promissora para a destruigdo
de células tumorais, que se baseia na administragdo de moléculas
fotossensibilizantes no paciente. Apds exposi¢cédo a luz em compri-
mento de onda especifico e na presenca de oxigénio, tais moléculas
sdo ativadas e se tornam téxicas, levando a morte celular por estresse
oxidativo®45®.

Pan et al. (2015) demonstraram que a associag&o do fotossensibili-
zante ftalocianina a nanoesferas de diéxido de titanio dopados com
nitrogénio (N-TiO,) (didmetro entre 25 nm e 40 nm) aumentou a sua
captacdo celular em carcinoma cervical humano (HelLa) e carcinoma
nasofaringeal humano (KB)%¢. Além disso, a conjugacéo de ftalociani-
na a nanoparticulas de N-TiO2 conferiu uma maior faixa de absorcgédo
luminosa e incrementou em cerca de 2,6 vezes a produgéo de espécies
reativas de oxigénio, quando comparada a ftalocianina livre na mesma
concentracéo. O efeito citotéxico das nanoparticulas com ftalociani-
na ocasionou morte celular de mais de 86% nas linhagens testadas,
quando submetidas a faixa luminosa de 420-800 nm de comprimento
de onda. As nanoparticulas sem ftalocianina e a ftalocianina livre,
qguando expostas a essa mesma faixa luminosa, ndo inibiram mais do
que 10% das células tratadas. Todos esses tratamentos ndo demons-
traram citotoxicidade no escuro, sugerindo que o tratamento sé é eficaz
quando hd a ativagdo do composto fotossensivel na presenca de luze.
Os resultados obtidos por Pan e colaboradores sugerem um tratamento
de alta performance promissor contra, pelo menos, dois tipos de neo-
plasias. Outros estudos in vivo devem ser conduzidos posteriormente
para comprovar tal eficdcia em animais ndo humanos e humanos.
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Outro trabalho que demonstrou resultados interessantes foi o conduzi-
do por Muehlmann e colaboradores (2015) no Laboratério de Nanobio-
tecnologia da Universidade de Brasilia.5” Em vez de utilizarem nanopar-
ticulas inorganicas, os pesquisadores formularam uma nanoemuls&o
contendo o fotossensibilizante ftalocianina misturada em éleo de ricino,
formando uma fase oleosa estabilizada na fase dispersante aquosa
por uma camada do surfactante Cremophor®, gerando micelas com
diametro hidrodinamico médio de 25 nm. Em seguida, trataram célu-
las de adenocarcinoma mamario (MCF-7) com essas nanoemuls&es
e analisaram seu potencial anticAncer no escuro e na exposicéo a luz
monocromatica (comprimento de onda = 660 nm). Eles verificaram
uma IC_, (concentragdo necesséria para inibir o crescimento de 50%
das células) igual a 6,0 nM. Observaram, ainda, que a viabilidade des-
sas células tumorais diminuiu para 0% na concentragédo de 93 nM de
nanoemulsdo, e que a inibi¢éo s6 foi observada quando as células eram
irradiadas em 660 nm. Vale ressaltar que a terapia fotodinamica rea-
lizada com a ftalocianina livre ndo demonstrou atividade significativa
contra as células tumorais in vitro.

Por (ltimo, Wang e colaboradores (2011) executaram um teste in vivo
em camundongo utilizando nanocristais de NaYF, cobertos com o
fotossensibilizante Clorina e6 (Ce6) e funcionalizados com PEG, e
estudaram a eficacia antitumoral da terapia fotodinamica (compri-
mento de onda = 980 nm) em carcinoma mamario murino (4T1) com
a administracdo intratumoral de soro, Ce6 livre e as nanoparticulas
NaYF,-Ce6 (diametro ~ 30 nm)®8. Os resultados evidenciaram que a
terapia fotodindmica com Ce6 nanoestruturada se mostrou quase duas
vezes mais eficaz que com a Ce6 livre e o controle, apds 12 dias de
tratamento. Além disso, as nanoparticulas foram totalmente excretadas
em menos de 2 meses apds a administracao.

Um estudo clinico utilizando terapia fotodinamica com resultados
promissores foi conduzido por Passos e colaboradores (2012) com
pacientes do Hospital Regional da Asa Norte, em Brasilia, portadores
de queratose actinica, carcinomas basocelulares superficiais e doenca
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de Bowen (neoplasias de pele)®. Sobre as feridas, foram aplicadas
nanoemulsdes contendo dcido aminolevulinico que, posteriormente,
foram expostas a luz de LED no comprimento de onda de 635 nm. O
percentual de cura dos pacientes foi superior a 80% apds 12 meses
de tratamento para as trés classes de neoplasias de pele avaliadas.

Todos os exemplos citados de terapia fotodinamica, utilizando molé-
culas fotossensibilizantes associadas a nanoestruturas, mostraram
resultados promissores na inibi¢cdo tumoral nos carcinomas cervical,
de pele e mamadrios, in vitro efou in vivo.

2.3.3.3. Hipertermia magnética

De forma resumida, a hipertermia magnética, ou magneto-hipertermia,
é 0 aguecimento gerado pela conversdo da energia eletromagnética
em energia térmica, quando nanoparticulas superparamagnéticas
sdo submetidas a um campo magnético alternado. Células tumorais
apresentam maior sensibilidade ao aumento de temperatura, quando
comparado com células sauddveis, o que torna essa terapia mais espe-
cifica a regido tumoral®®. Nessa terapia, nanoparticulas magnéticas
que atingem a regido tumoral sédo submetidas a um campo magnético
alternado. Em resposta, essas nanoparticulas alinham-se ao campo
magnético e geram calor. A elevagdo da temperatura em mais de 40°
C em células tumorais acarreta a desnaturagdo de proteinas, que for-
mam agregados e resultam na morte celular por apoptose ou necrose,
dependendo do grau de agquecimento e do tamanho do dano causado®'.

Nesse ambito, serdo abordados, a seguir, alguns estudos sobre o tra-
tamento de tumores in vitro e in vivo, que demonstraram expressiva
eficacia utilizando a magnetohipertermia, viabilizada pela distribuicéo
intracelular de nanoparticulas magnéticas. Detalhes sobre essa técni-
ca sdo mais bem explorados no capitulo 7 sobre magneto-hipertermia
deste livro.
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Dennis e colaboradores (2009) sintetizaram nanocristais de ferrita
(Fe304) recobertos com dextran (didmetro médio de 96 nm), com a
finalidade de estabilizacdo coloidal e melhor biocompatibilidade, e
injetaram esse nanossistema na regido intratumoral em fémeas de
camundongos portadoras de tumor mamario (MTG-B)®2. Eles consta-
taram que quanto maior a intensidade do campo magnético, menor foi
o tamanho da massa tumoral apds a magnetohipertermia, e que, em
média, os animais submetidos a uma “intensidade” de campo magné-
tico de 700 Oe ndo apresentaram crescimento tumoral apés 60 dias
de tratamento.

Um outro estudo conduzido por Lee e colaboradores (2011) comparou,
experimentalmente, os efeitos da magnetohipertermia entre nanopar-
ticulas de core-shell de CoFe204-MnFe204 (15 nm), o Feridex (uma
nanoparticula magnética convencional de Fe,O,, 120-180 nm) e os
controles: doxorrubicina (quimioterdpico convencional), tratamento
magnético sem as nanoparticulas e animais néo tratados®®. Os trata-
mentos foram injetados diretamente no enxerto abdominal de tumor
cerebral humano (U87MG) em camundongos. Apds uma sesséo de
magnetohipertermia (500 kHz; 37.3 kA.m™) com as nanoparticulas
core-shell, os tumores mostraram remissao total, enquanto, com Feri-
dex e os controles, o volume tumoral progrediu. Isso ocorreu devido
a uma maior capacidade de liberacdo de energia pela nanoparticula
core-shell do que pelo Feridex.

Uma terceira pesquisa, descrita por Bae e colaboradores (2012), tam-
bém comparou Feridex a nanocubos ferromagnéticos de 6xido de ferro
(FIONSs) revestidos com quitosana (aprox. 30 nm).%* Apés a magne-
tohipertermia local em carcinoma pulmonar (A549), cerca de 90%
das células tumorais contendo os nanocubos FIONs morreram por
apoptose, contra menos de 20% de morte celular no tratamento com
Feridex. Tais nanocubos FIONs também apresentam uma capacidade
de liberag&o de calor maior do que o Feridex, justificando o aumento
da eficécia.
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2.3.3.4 Terapia combinatéria

A terapia combinatdria, como o préprio nome sugere, baseia-se em um
tratamento que utiliza dois ou mais farmacos, que podem apresentar
efeitos aditivos ou sinergisticos entre si, ou seja, o efeito terapéutico
final dos farmacos combinados é maior do que os efeitos das drogas
isoladas. Isso abre a possibilidade de se combinarem quimioterdpicos
convencionais, em dosagens menores, a outros compostos bioativos,
atingindo uma eficdcia igual ou maior que o tratamento convencio-
na|64,65.

Alguns nanomateriais tém a capacidade de carrear em uma mesma
nanoestrutura duas ou mais substancias bioativas. Por exemplo, Jiang
e colaboradores (2011) formularam lipossomos contendo na sua bica-
mada apolar o esfingolipidio C6-ceramida, um pré-apoptético que é
naturalmente neutralizado em células cancerosas; lipossomos conten-
do o inibidor da sintese de glucosilceramida PDMP (D-threo-1-phenyl-
-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol), que impede a degradacéo
intracelular de C6-ceramida; e lipossomos com ambos C6-ceramida e
PDMP. Eles avaliaram os efeitos solo e combinados de tais formulacdes
a gemcitabina livre, um quimioterdpico convencional que interfere na
duplicacdo e na transcricdo do DNA em células de cancer pancreético
(PANC-1) in vitro e in vivo.%% A concentracéo para inibir 50% das célu-
las PANC-1 (IC50) para o lipossomo contendo apenas C6-ceramida
foi equivalente a 2,6% do IC50 para a gemcitabina livre. Os efeitos
pré-apoptéticos das terapias combinatdrias foram exacerbadamente
superiores aos tratamentos isolados, com indug&o de mais de 60% de
apoptose para o lipossomo C6 administrado com gemcitabina, maiores
que 50% para o lipossomo contendo C6 e PDMP, e cerca de 90% para
o lipossomo contendo ambos C6 e PDMP administrado com a gemci-
tabina. Por Ultimo, o teste in vivo evidenciou que os tratamentos com-
binatdrios foram estatisticamente mais eficazes na inibicdo tumoral.

Em um estudo mais recente, que concatena tanto a terapia combina-

téria quanto a entrega de 4cidos nucleicos, He e colaboradores (2014)
conseguiram sintetizar nanodiscos hexagonais (100 nm de diametro,
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30 nm de espessura) contendo cisplatina e pequenos RNAs interferen-
tes (siRNA) de genes antiapoptéticos para tratar tumores ovarianos
resistentes (SKOV-3).%¢ A cisplatina livre, os discos contendo somente
a cisplatina e a cisplatina livre combinada aos siRNAs livres tiveram
uma eficacia muito menor do que os discos contendo cisplatina con-
jugados aos siRNAs, os quais reduziram a menos de 20% o total de
células vidveis apds o tratamento in vitro.

Sriraman e colaboradores (2015) desenvolveram lipossomos revestidos
com PEG (polietileno glicol) carreadores de NCL-240 (um agente proé-
-apoptético) e cobimetinib (inibidor da via das quinases reguladas por
sinais extracelulares, MEK/ERK), para avaliar a atividade antitumoral
em HCT 116 (cancer de célon) dessas duas moléculas combinadas®’.
Os resultados demonstraram atividade sinergistica devido a combina-
cdo dessas moléculas, que interromperam o ciclo celular na fase G1,
e induziram a apoptose com uma efic4cia 3 a 4 vezes maior do que
os grupos-controle (farmacos separados livres, fadrmacos separados
nanoestruturados, farmacos combinados livres e células n&o tratadas).

Mais uma vez, esses estudos evidenciam o importante papel da nano-
biotecnologia no incremento de terapias antitumorais, servindo como
uma plataforma de carregamento e encapsulagdo de farmacos que,
juntos, sdo muito mais eficazes.

Além dos exemplos de abordagens nanotecnoldgicas investigados para
o tratamento de cancer ja citados nos tépicos acima, outros exemplos
sdo citados na Tabela 4, de modo a complementar o panorama expli-
citado nos pardgrafos anteriores.
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Tabela 4. Exemplos de sistemas nanoestruturados investigados para o tratamento de
cancer

Método
Empregado

Tipo de

Nanomaterial Taxa de Sucesso Referéncia

Cancer

Micelas .
poliméricas hga;%régm?ar Entrega de Capacidade até 6 vezes maior de induzir
(Gal-CH-PCL) ‘r)\umano composto morte celular em HepG2 em comparagdo a [48]
carregadas com (HepG2) bioativo curcumina livre
curcumina p
N Inibicdo da multiplicag&o celular 20 vezes
Nanoemuls&o a Mama (HTB- Entrega de -
base de tamoxifen 20) farmaco maior e aumento ds;;\:: de apoptose em 4 [49]
Dendrimeros Os dendrimeros carregados com doxorrubicina
peptidicos Entrega de induziram uma taxa de apoptose das células
contendo Mama (4T1) farmaco tumorais quase 5 vezes maior do que o [50]
doxorrubicina farmaco livre, administrados in vivo
Cancer As nanoparticulas de titanio dopadas com
cervical nitrogénio e funcionalizadas com ftalocianina
N-TiO, + (HeLa) e Terapia n&o so facilitaram a entrada da ftalocianina [56]
ftalocianina carcinoma fotodinamica nas células tumorais como aumentaram em
nasofaringeal 2,6 vezes a produgdo de espécies reativas de
(KB) oxigénio
Enquanto a ftalocianina livre ndo
Nanoemulsdo Mama Terania demonstrou eficdcia, esse mesmo composto
a base de fotodingmica nanoencapsulado respondeu a terapia [57]
ftalocianina (MCF-7) fotodinamica e afetou significativamente a
viabilidade das células tumorais in vitro
Enxerto de . ) - -
Hipertermia Remissdo completa do tumor in vivo em 16
CoFe,0,-MnFe,O tumor cerebral T B [63]
274 274 (USTMG) magnética dias de tratamento
Nanocubos
ferromagnéticos Pulm&o Hipertermia Durante o periodo de 6 dias de tratamento, o [64]
estabilizados por (A549) magnética tumor diminuiu em 30% o seu volume, in vivo
quitosana
A combinag&o de C6-ceramida com o inibidor
. A . da neutralizag&o de ceramidas (PDMP)
lpossomosdecs  pncess Teme  pami aue coamda ealsaseesua 9]
atividade pré-apoptética contra as células
PANC-1
Nanodiscos (66]
metédlicos dopados - . Inibicdo de mais de 80% das células tumorais,
com cisplatina e Ovarlos()SKOV— co;lle)riﬁglfil’)ria in vitro, na concentrag&o de 150 uM por 72
funcionalizados horas de incubagéo
com siRNAs
Nanocépsula
polimérica Nanoestrutura contendo doxorrubicina n&o
poli(metil vinil Mama (4T1) Terapia reduziu o tumor, in vivo, em comparagao [68]

éter-co-maleico
anidrida) com selol
e doxorrubicina

combinatdria

com a doxorrubicina livre. Entretanto, a
nanoestrutura diminuiu a cardiotoxicidade

PDMP: D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol.

Fonte: elaborada pelos autores.
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2.3.4 Nanoteranésticos: diagnodstico e terapia em um
mesmo nanossistema

Outra possibilidade que a nanobiotecnologia proporciona é a combi-
nacgdo de compostos para diagndstico com moléculas terapéuticas em
uma mesma plataforma nanométrica. Esse tipo de sistema é chamado
“nanoterandstico” (Tabela 5). Eles permitem rastrear em tempo real a
localizac&o dos nanocompdsitos terapéuticos, para que seja confirma-
da a internalizacdo celular ou a sua chegada ao tumor, por exemplo.

Nanohibridos magnetopoliméricos multifuncionais (MMPNSs) foram
arquitetados e sintetizados por Yang e seu grupo (2007), os quais eram
constituidos de um nuicleo de nanocristais magnéticos (ferrita) e o qui-
mioterdpico doxorrubicina, conferindo a capacidade de imageamento
por ressonancia magnética e quimioterapia, respectivamente; recober-
tos com blocos copoliméricos de PLGA-PEG-COOH e o anticorpo anti-
-HER, conferindo o direcionamento alvo-especifico a células tumorais
que expressam o receptor HER-2, como o carcinoma mamario®°. Eles
conseguiram demonstrar uma expressiva eficacia desse nanossistema
como agente de contraste para a detecgdo por imagem do tumor e,
também, a inibicdo da proliferagdo tumoral por meio da associagdo de
efeitos da quimioterapia com o direcionamento mediado por anticorpo.

Complementarmente, Zhang e colaboradores (2012) sintetizaram nano-
bastGes de ouro recobertos com silica mesoporosa carregando o qui-
mioterdpico doxorrubicina.” O ouro em forma de nanobastédo tem a
capacidade de imageamento eficiente e a propriedade de superaquecer
quando irradiado com laser de comprimento de onda especifico. Para
complementar, a doxorrubicina, incorporada na casca de silica meso-
porosa, tem propriedades quimioterapicas conhecidas. Dessa forma,
esse nanocompdsito proporciona o diagndstico por imageamento e o
tratamento tanto fototérmico quanto quimioterdpico, com eficacia de
aproximadamente 70% na diminuig&o da viabilidade celular em A549
(células de tumor pulmonar humano), 20% maior do que o tratamento
com a doxorrubicina livre.
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Similarmente a esse trabalho, Chen et al. (2014) sintetizaram nano-
particulas de gadolinio revestidas com albumina plasmética humana
e funcionalizadas com um corante fluorescente (IR825, que é excita-
do em comprimento de onda préximo ao infravermelho), e testaram
sua eficacia contra células metastaticas de cancer mamério murino
(4T1) alojadas em linfonodos, quando submetidas a terapia fototérmica
(geracéo de calor iniciada pela incidéncia de laser sobre uma nano-
particula fotossensivel)”. Dessa forma, o gadolinio atuou como agente
fotossensivel na terapia fototérmica, enquanto o corante auxiliou no
rastreamento por imagem da nanoparticula, quando o sistema foi irra-
diado. A eficacia do tratamento foi dependente da dosagem de fétons
irradiados sobre as nanoparticulas, que, ao serem absorvidos pelo
gadolinio, culminaram na convers&o da energia luminosa em energia
térmica, acarretando hipertermia e ablacéo celular.

Como ultimo exemplo, mas ndo menos interessante, Quintana e cole-
gas (2002) realizaram um estudo no qual foram sintetizados dendrime-
ros poliméricos (PAMAM) de quinta geracgéo, e a eles foram acopladas
moléculas de folato, fluoresceina e metrotexato (quimioterépico), que
conferiram a esse nanomaterial a capacidade de direcionamento alvo-
-especifico as células KB (carcinoma epidermoide de boca), a capa-
cidade de rastreamento intracelular e de tratamento quimioterdapico,
respectivamente’. Dessa forma, a terapia mostrou uma eficacia in vitro
dezenas de vezes maior do que a terapia com o quimioterapico livre.

Conclui-se que os “nanoterandsticos” aqui apresentados se mostra-

ram plataformas eficazes no rastreamento tumoral e no combate de
tumores, simultaneamente.
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Tabela 5. Exemplos de nanossistemas utilizados como “nanoterandsticos” em cancer

Nanomaterial -ggr?cii En';/lperteogd;do Taxa de Sucesso Referéncia
Imageamento
Nano-hibridos po;]r;sﬁgzigua Taxa de crescimento
magneto- i o tumoral cerca de 3
9V quimioterapia com
popimercos | Mema | Spomicnas | eeemewiauendo (60
(MMPNs) direcionamento pela hibrido
funcionalizagdo com
anti-HER
A viabilidade das
Imageamento 5 ;
P células tumorais
~ por ressonancia . o ;
Nanobastdes de plasménica caiu para 20% apds
Au revestidos com Pulmao de superficie tratamento com
slcamescpoess | (agds)  localadseniega | S nbete (1)
de doxorrubicina e pgssibilidadg de def laser (prlgxi)mo ag
; P infravermelho) por
terapia fototérmica minutos
Ngzo%adrct)lltl;:ilgs Viabilidade das células
revegtidas com Terapia fototérmica tumorais caiu para
albumina e pela ativagao 10% apds tratamento
funcionalizadas Mama (4T1) do gadolinio e com as nanoparticulas [71]
com a imageamento por associadas a irradiagao
fluorescéncia fluorescéncia de intensidade 1,5 W/
IR825 cm2
O docetaxel
Nanoemulsdo encapsulado em
acoplado a Ovario Entrega de farmaco nanoemulsdo acoplado
molécula de (SKOV3) e imageamento por ao folato apresentou [73]
folato carreando ressonancia magnética | citotoxicidade 3,3 vezes
docetaxel maior, comparando
com o docetaxel livre

Fonte: elaborada pelos autores.

2.4 Farmacos antineoplasicos nanoestruturados
disponiveis no mercado e os desafios da nanomedicina

Atualmente, ja existem alguns farmacos antioneopldsticos nanoes-
truturados, aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) e por
6rgdos regulamentadores de outros paises, disponiveis para comer-
cializagdo. Temos como exemplos: Abraxane®, Doxil®, DaunoXome®,
Margibo®, Onyvide®, Myocet®, Mepact®, SMANCS®, Genexol-PM® e
Nanotherm®.7

O Abraxane® é uma nanoparticula proteica constituida pelo quimiote-
rdpico paclitaxel encapsulado em albumina humana, utilizado como
tratamento contra as neoplasias em estdgio avangado de pulméo,
mama e pancreas’™. J4 como exemplos de formulag&es lipossomais,
temos "

253



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

» Doxil®, funcionalizado com PEG e encapsulando o quimiotera-
pico doxorrubicina. Utilizado na quimioterapia contra cancer
ovariano e contra sarcoma de Kaposi relacionado a AIDS;

+ DaunoXome®, contém o quimioterdpico daunorrubicina e é
utilizado no tratamento de sarcoma de Kaposi;

» Marqibo®, contém o quimioterdpico vincristina, que é adotado
na terapia contra a leucemia linfobldstica aguda;

e Onyvide®, lipossomos revestidos com PEG carreiam o quimio-
terdpico irinotecan e séo aplicados contra o cancer pancrea-
tico metastatico;

* Myocet?®, lipossomo contendo o quimioterdpico doxorrubicina,
néo revestido com PEG, aplicado no tratamento de cancer
mamario metastatico; e

¢ Mepact®, contendo muramil tripeptideo fosfatidiletanolamina,
utilizado no tratamento de osteossarcoma.

H&, também, os nanofdrmacos poliméricos carreadores de quimiote-
rdpicos convencionais: SMANCS® e Genexol-PM®. O primeiro € uma
nanoparticula composta por poli (estireno-co-malato) associada ao
farmaco neocarzinostatin, aplicada no tratamento de cancer hepatico
ou renal. O segundo é uma micela polimérica de PEG e PLA contendo
paclitaxel, utilizada no tratamento de cancer de pulmdo e de mama™.
Por Ultimo, o NanoTherm® é uma suspensé&o de nanoparticulas de éxido
de ferro utilizada na magnetohipertermia contra glioblastoma. Esses
farmacos apresentam menores efeitos adversos, porém ainda com-
partilham alguns efeitos adversos que estdo associados as terapias
convencionais.

Uma grande critica que é feita a respeito de nanofarmacos é que ha
um grande nimero de pesquisas-piloto, porém poucas conseguem
passar por todos os testes clinicos e chegar ao mercado, devido a
dificuldades para passar nos testes de regulamentacgéo e a questdes
mercadoldgicas. E mesmo apds chegar ao mercado, alguns farmacos
como o Bexxar® e o Mylotarg® foram dele retirados por obterem baixa
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adeséo de pacientes ao farmaco ou por demonstrarem um aumento
do nimero de ébitos apds o tratamento.

E preciso que haja uma maior preocupacéo dos pesquisadores em
nanobiotecnologia desde a elaboracdo dos seus projetos, sobre os
requisitos para a aprovacgéo e comercializagdo de futuros farmacos
nanoestruturados, sobre a importancia de se focar em materiais e
estratégias com um maior potencial terapéutico e com menores toxi-
cidade e danos potenciais ao meio ambiente. Com isso, deve-se dar
prioridade a materiais biodegraddveis, biocompativeis, renovdveis e
alvo-especificos ao se elaborar uma nova estratégia nanobiotecnolé-
gica de diagnéstico, tratamento ou prevencgéo antitumoral.
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CAPITULO 7

Magneto-hipertermia aplicada ao
tratamento do cancer

Ailton Sousa-Junior'; Harley Rodrigues™?; Marcus Carrido’;
Elisangela Silveira-Lacerda?; Andris Bakuzis'

1. Historico

A magneto-hipertermia, também conhecida como hipertermia mag-
nética (HM), consiste em um aumento controlado de temperatura,
dentro de uma faixa terapéutica de interesse, como consequéncia
da interacdo dos momentos de dipolo magnéticos de nanoparticulas
magnéticas com um campo magnético alternado externo aplicado
a estas'®. A dissipacéo de energia térmica pode ocorrer tanto pelo
mecanismo conhecido como relaxagdo de Néel-Brown*, em que o
momento magnético da nanoparticula rotaciona internamente, sem
necessariamente girar a nanoparticula, quanto por atrito entre as nano-
particulas, em movimento de rotacéao, e o liquido carreador onde estéo
dispersas, sob a influéncia do campo externo, mecanismo conhecido
como relaxacdo de Brown™®. Nos dois mecanismos, a geracéo de calor
acontece por causa do surgimento de uma curva de histerese, na faixa
de frequéncia terapéutica (100-300 kHz), fendmeno as vezes denomi-
nado histerese dindmica®". A eficiéncia desses dois mecanismos de
relaxacdo depende de propriedades intrinsecas, tais como tamanho,
magnetizagédo, anisotropia e polidispersédo das nanoparticulas consti-
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tuintes do fluido magnético; e extrinsecas, tais como a frequéncia e a
amplitude do campo magnético externo aplicado, além da viscosidade
do meio e da camada de cobertura molecular aderida a superficie das
nanoparticulas para garantir sua estabilidade coloidal.

A ideia de usar o fenémeno de dissipacédo histerética em materiais
magnéticos para gerar calor e tratar o cancer ndo é nova. Em 1957, o
cirurgido Robert Gilchrist e seus colaboradores do St. Luke’s Hospital
(Chicago, lllinois) publicaram resultados de um estudo pioneiro (post
mortem) com cdes que apresentavam carcinoma colorretal metasta-
tico™. Foi observado que a resseccédo dos tumores desses cédes nédo
era capaz de eliminar as metédstases alojadas nos linfonodos do teci-
do retroperitoneal. Os pesquisadores fizeram injecdes em diferentes
regides afetadas pelo tumor no corpo dos cées, utilizando um flui-
do magnético polidisperso contendo nanoparticulas de maguemita
(y-Fe,0,) com diametros na faixa de 20-100 nm (inje¢Bes nos tecidos
subserosos, subcutaneo e subperitoneal), na expectativa de que as
nanoparticulas pudessem ser carreadas pelo sistema linfatico e se
acumular nos linfonodos doentes. Andlises histopatoldgicas das areas
injetadas e das areas de drenagem linfatica comprovaram a presenca
de nanoparticulas magnéticas nos linfonodos da camada subserosa
do intestino dos animais (na concentragdo de 5 mg/g de particulas no
linfonodo). Aproximando uma bobina dessas pecas anatdmicas, os
pesquisadores realizaram sua hipertermia magnética ex vivo, aplicando
um campo alternado com amplitude na faixa de 200-240 Oe (15,9-19,0
kA/m) e frequéncia de 1,2 MHz, promovendo um aumento de 14,0 °C em
3 minutos de aplicagdo. O monitoramento da temperatura foi realizado
em apenas um ponto, com um termémetro de coluna de alcool (muito
grande para aferir temperaturas num tumor in vivo). Eles concluiram
que o tamanho e a concentracdo das nanoparticulas no tecido a ser
tratado, bem como a eficiéncia do aquecimento, eram inadequados
para o tratamento das metéstases in vivo. Nenhum experimento in vivo
foi realizado, pelo temor de que os animais pudessem sofrer prejuizos a
sua salde, tais como queimaduras na pele causadas por eddy currents,
dadas a amplitude e a frequéncia do campo magnético utilizado. Toda-
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via, diante da clara necessidade de um procedimento mais eficiente
do que a simples exciséo cirdrgica do tumor principal, deixando para
trds metdstases, e a despeito das limitagdes tecnoldgicas e conceituais
de sua época, Gilchrist et al. preconizaram com bastante otimismo,
hé cerca de 60 anos, a possibilidade de delivery sistémico passivo de
nanoparticulas magnéticas a nodos metastéaticos de uma neoplasia
maligna, para sua posterior utilizagdo em magneto-hipertermia loca-
lizada, o que abriu caminho para futuras aplicagdes em carcinomas
metastaticos de mama, estémago, colorretal, bexiga e préstata's.

Infelizmente, até a presente data, a entrega exclusiva de calor mediada
por hipertermia magnética ainda nédo parece capaz de tratar metds-
tases, apesar de diversos avangos obtidos ao longo dessas décadas.
De fato, a hipertermia magnética somente prosperou a partir da déca-
da de 1990, quando a nanotecnologia comecou a se desenvolver de
forma mais madura, como resultado de melhores métodos de sintese
de nanoestruturas, de manutencédo da estabilidade coloidal e tam-
bém por meio de técnicas de caracterizagdo mais avancadas, como
microscopios de alta resolugéo, entre eles o HR-TEM (High Resolution
Transmission Electron Microscopy ou Microscopia Eletronica de Trans-
missdo de Alta Resolucdo) ou ainda o AFM (Atomic Force Microscopy
ou Microscopia de Forca Atdmica), entre outros. Independentemente
disso, a drea de Medicina Térmica, que utiliza o calor para tratamento
de doencas, cresceu significativamente, desenvolvendo importantes
equipamentos, inclusive varios ja aprovados e utilizados na clinica,
como aqueles para ablag&o por radiofrequéncia (RF), por micro-on-
das, ou ainda o ultrassom focalizado de alta intensidade (conhecido
como HIFU)"2°. H4 no mercado, j& aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration, agéncia reguladora norte-americana), equipamentos
que combinam a hipertermia (nesse caso, promovida por antenas de
micro-ondas) e a ressonancia magnética para o monitoramento da
entrega de calor de forma tridimensional?. Obviamente, essa tecno-
logia e métodos terapéuticos foram inspirados no entendimento dos
mecanismos fisicos de geracéo de calor.
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2. Mecanismos fisicos da hipertermia
magnética

A chave para a compreensdo do fendmeno de hipertermia magnética
estd na descricdo da interacdo da radiacdo eletromagnética (repre-
sentada especificamente nesta aplicacéo pelo campo magnético alter-
nado) com a matéria. Os campos magnéticos e elétricos sdo descritos
pelas equacdes de Maxwell: um conjunto de equagdes que relacionam
as propriedades fisicas desses campos e dos meios pelos quais se
originam. Em condicBes especificas, esses campos propagam-se pelo
espaco na forma de ondas eletromagnéticas, carregando uma deter-
minada energia.

A densidade de energia “armazenada” nos campos que compdem uma
onda eletromagnética é descrita pelo teorema de Poynting. O resulta-
do da interagdo de uma onda eletromagnética que penetra uma deter-
minada regido do espaco dependerd das caracteristicas dessa regido
ou do material que o preenche (permeabilidade, permissividade, con-
dutividade, cargas elétricas etc.). E possivel demonstrar que, de manei-
ra geral, quando um meio material sofre a agdo de um campo eletro-
magnético varidvel no tempo (campo elétrico e magnético B ), héd
geracdo de calor nesse meio (§Q) devido ao trabalho (dW) realizado
pelo campo externo sobre a amostra, convertendo energia eletromag-
nética em energia térmica da seguinte forma??:

j£50= f.;zw:f fg.fdt_ fﬁ-d,ﬁ_ 3@0;\7-&7 av,
V

ciclo ciclo ciclo ciclo ciclo

emque f € a densidade de corrente elétrica no meio material devida a
portadores de carga livres, P é o vetor polarizagéo elétrica do material,
Mé o vetor magnetizagdo do material e dV é um elemento infinitesimal
de volume da amostra. O primeiro termo no lado direito da equagédo
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acima descreve a interacdo do campo externo com as cargas elétri-
cas livres presentes no meio. Esse termo € identificado como o termo
de dissipacgdo resistiva por correntes parasitas (ou por eddy currents),
relacionada ao efeito Joule. O segundo termo relaciona a interacgéo do
campo com os dipolos elétricos e é chamado de termo de dissipagdo
dielétrica. O ultimo termo caracteriza a dissipacédo histerética magné-
tica, dada pela interagdo do campo magnético com os momentos de
dipolo magnéticos da amostra. Para o projeto de aplica¢des biomédicas
da hipertermia magnética, é preciso se concentrar na primeira e na
terceira contribuicdes.

No caso de sistemas biolégicos, foco da atencéo aqui, as cargas elétri-
cas discutidas acima correspondem principalmente aos ions do meio
fisioldgico. A interacdo desses ions com o campo alternado induz a
geracdo de correntes elétricas de Foucault, correntes parasitas ou
eddy currents, aquecendo, por efeito Joule de forma “difusa”, toda a
regido exposta ao campo e, portanto, de forma né&o especifica. Essa
dissipacdo resistiva pode ser util, por exemplo, na ablagdo de tumores
sélidos por radiofrequéncia (RF), em que o campo elétrico oscilante (na
faixa de 450-500 kHz), aplicado diretamente por uma antena, acelera,
na forma de corrente elétrica, ions (K*, Na* e Cl~) do tecido tumoral em
contato com os eletrodos metdlicos?. Esse € um dos principais limi-
tadores do desenvolvimento de equipamentos e protocolos para apli-
cagdes clinicas da hipertermia magnética. Como a prépria expresséo
sugere, a intensidade desse processo de aquecimento depende das
caracteristicas do campo, sobretudo amplitude e frequéncia, escalan-
do, na realidade, com o quadrado desses parametros. Diferentemente
do que ocorre, por exemplo, no caso de exames de Imagiamento por
Ressonancia Magnética (IRM), em que existem diretrizes orientadoras
(quidelines) determinadas pelo FDA e que suportam sua aplicagdo na
clinica médica, ainda n&do ha guidelines para a técnica de hipertermia
magnética com nanoparticulas estabelecendo critérios de seguranca.
Na maioria dos resultados publicados in vivo (estudos pré-clinicos e
clinicos), é adotado um limiar para o produto da intensidade de campo
pela frequéncia igual a 4,85 x 108 A[/(m-s)?*?%, acima do qual podem
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haver prejuizos para a saude do paciente. Oleson, por exemplo, regis-
trou que o aquecimento por eddy currents pode causar a formagéo
de bolhas na pele quando esse limite é ultrapassado?®®. Este critério
foi definido na literatura por Atkinson et al., em 1984, apds avaliar
clinicamente relatos de sensacdes subjetivas de desconforto devido
a intenso aquecimento, em pacientes que tiveram a regido do térax
submetida a um campo magnético alternado com frequéncia constante
de 13,56 MHz e varias amplitudes de campo magnético, sendo o raio da
bobina de aplicagdo do campo da ordem de 15 cm. Em seus resultados,
eles identificaram que o produto 4,85 x 108 A/(m-s) era tolerado pelos
pacientes testados?*. A Figura 1 mostra a relagédo entre o campo e a
frequéncia criticos, segundo o critério de Atkinson, para uma bobina
de raio 3,5 cm.

Figura 1: Critério de Atkinson. Relagdo entre a amplitude e a

frequéncia criticas para aplicacdo de campos alternados a pacientes.
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Como serd visto mais adiante, o fenébmeno de dissipagdo histerética
é mais eficiente para campos com amplitude e frequéncia elevadas.
Entretanto, para aplicagéo in vivo de hipertermia magnética, existe
um limite pratico para essas caracteristicas da radiagdo néo ionizante
aplicada. O primeiro sistema de hipertermia magnética com nanopar-
ticulas para aplicacdo em humanos foi desenvolvido pela empresa
alem& MagForce AG. Segundo ela, o NanoActivator® pode ser utilizado
para a aplicacdo de campo magnético alternado em qualquer regido
do corpo humano, com intensidade ajustavel na faixa de 2-15 kA/m
(de 25,1-188,5 Oe) e frequéncia de 100 kHz, tendo recebido, em abril
de 2016, a aprovacgdo regulamentar europeia (CE conformity marking)
para o inicio de tratamentos comerciais em colaboragdo com o hospi-
tal universitario Charité, na capital Berlim. Em 2015, também recebeu
autorizagdo do FDA, nos Estados Unidos, para a realizagdo de estudos
clinicos em pacientes com tumor de prdstata na cidade de Seattle,
Washington?®. Como serd discutido na préxima secéo, essa técnica
vem sendo utilizada para o tratamento de tumores malignos de alto
risco no cérebro, como o glioblastoma multiforme e, também, para
o tratamento do cancer de préstata, ambos tratados em associagéo
com a braquiterapia.

Diante das limitag6es impostas pela dissipagéo resistiva, € necessario
compreender e maximizar a eficiéncia do processo de dissipacgéo his-
terética para projetar tratamentos eficazes baseados em hipertermia
magnética. A primeira descri¢do de hipertermia magnética foi inspirada
na descricdo de Debye para a perda dielétrica?®. Essa metodologia leva
a Teoria da Resposta Linear (TRL)3*%, teoria com boa concordancia com
resultados experimentais no regime de campo baixo. Apesar de todas as
suas limitacdes, a TRL fornece informag&es importantes sobre o fenémeno
da hipertermia magnética. Ela antecipa corretamente que a eficiéncia
de calor depende das propriedades do campo (amplitude e frequéncia)
e das nanoparticulas (magnetizacéo de saturacgéo, tamanho, anisotropia
e fator de amortecimento, ou damping). Existem outras abordagens para
a descrigdo de hipertermia magnética baseadas em loops de Rayleigh
(para nanoparticulas multidominio); teorias baseadas no modelo de Sto-
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ner-Wohlfarth; solugdes numéricas da equagéo de Landau-Lifshitz-Gilbert;
e o método de Monte Carlo Cinético®'°'2%2, Cada teoria tem seu intervalo
e condicdes de validade, mas modelos analiticos como a TRL sdo simples
e intuitivos, tornando-os muito atraentes.

Como a nanociéncia é uma &rea de pesquisa relativamente nova, sé
recentemente os resultados experimentais possibilitaram informacdes
para melhorar esse modelo. Em 2002, Rosensweig incluiu o efeito da
dispersdo de tamanho na TRL, o que representa um passo importante,
ja que a maioria das amostras estudadas em hipertermia é polidisper-
sa®. Em 2013, Branquinho et al. modificaram o termo de anisotropia,
incluindo a interacgado dipolar entre nanoparticulas no quadro da TRL®,
Esse foi outro importante avanco para aplicagdes de terapia oncolé-
gica, considerando que as condiges dentro dos sistemas bioldgicos
favorecem a agregacédo, o que aumenta o efeito da interagéo dipolar.
Cabe ressaltar que esse tema, na verdade, continua ainda sob intenso
debate cientifico®.

No entanto, em todas essas abordagens, apenas nanoparticulas uni-
formes sdo discutidas, o que parece néo ser adequado para materiais
nanoestruturados. De um modo geral, mesmo nanoestruturas homogé-
neas (constituidas de apenas um tipo de material) sdo ndo uniformes,
ja que os atomos da superficie respondem diferentemente ao campo,
em comparagdo com d&tomos mais internos da nanoparticula. Em 2016,
Carrido e Bakuzis descreveram um modelo core-shell para levar em
conta as possiveis diferencas entre a superficie e o volume, tendo
incluido essa possibilidade a TRL®. Basicamente, a TRL prop&e que a
resposta magnética de um material a um campo magnético alternado
a ele aplicado seja linear, ou seja, tenha a mesma forma funcional
(nesse caso, de uma fungdo harménica senoidal), mas fora de fase
com a excitacdo. Esse atraso provoca uma histerese que resulta em
dissipacgdo de energia, dai o termo dissipacédo histerética.
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Na TRL, considerando o caso mais simples, de uma particula homo-
génea, a densidade volumétrica de energia dissipada por um material
magnético é dada por3:

,  2mfT
P = pgmyofHy 1+ @afr2’

em que Mo é a permeabilidade magnética do vacuo; f e Hy séo a
frequéncia e a amplitude do campo, respectivamente; Xo e T séo a
susceptibilidade quasi-estatica®® e o tempo de relaxacdo do material
magnético, respectivamente. O ponto mais relevante para a compreen-
sdo do fendmeno de dissipacdo histerética é compreender de onde
surge o “atraso” na resposta magnética do material: o fenémeno de
relaxagdo, caracterizado na expressdo acima pela varidvel T. Como
discutido anteriormente, existem dois processos de relaxagdo por meio
dos quais uma nanoparticula magnética dissiparia calor sob a¢&o do
campo alternado: a relaxacdo de Brown (em homenagem a Robert
Brown) e a relaxacdo de Néel-Brown (em homenagem aos cientistas
Louis Néel e William Fuller Brown Jr.). No primeiro caso, 0 momento
magnético da particula, fixado a uma direcéo preferencial caracteris-
tica do cristal (anisotropia magnética), tende a alinhar-se ao campo,
promovendo a rotacdo da particula. Trata-se, portanto, do movimento
de uma particula em um fluido, sujeita aos mecanismos de friccéo e
ao processo de dissipacdo de energia a ela associado’. No segundo
caso, 0o momento magnético é compelido a mudar de direcédo dentro na
nanoparticula, modificando a orientacdo da magnetizag&o do préprio
material, vencendo a barreira anisotrépica e dissipando energia nesse
processo*®. Esses dois fendbmenos podem ocorrer simultaneamente
em uma amostra, a depender das caracteristicas das nanoparticulas
presentes e do meio no qual estdo dispersas. O tempo de relaxacdo
geral, incluindo os dois fendmenos, obedece a equagéo:
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em que Tp representa o tempo de relaxagdo de Brown, que depende da

viscosidade 711 do meio no qual a particula se move, do volume hidrodi-

namico da particula V, da constante de Boltzmann k e da temperatura
T , sendo dado pela equacéo:

3nVy
B =4

Ja Ty representa o tempo de relaxacéo de Néel-Brown, que depende,
basicamente, da razdo O entre a energia anisotrdpica (dada pelo
produto da constante de anisotropia k pelo volume da particulal)
e a energia térmica (dada pelo produto da constante de Boltzmann
pela temperatura). Existem vérias formas funcionais para o tempo de
relaxagdo de Néel-Brown, que variam de acordo com as consideracdes
sobre o tipo de anisotropia, mas, para o caso mais simples e comumen-
te descrito (anisotropia uniaxial, para ¢ maior que 2 e com o tempo
de relaxacdo independente do campo®®), ele pode ser escrito como:

Tpe’

emque Ty €0 “tempo de relaxacdo (ou difusdo) da magnetizagao livre”,
caracteristico do material e depende da magnetizagdo de saturagéo, da
constante de anisotropia e do fator de damping. A partir dessas equa-
cOes, vé-se que, no caso do processo de relaxagéo de Brown, a dissi-
pacéo depende das caracteristicas morfoldgicas da nanoparticula e da
viscosidade do meio. Por outro lado, para a relaxacédo de Néel-Brown, a
dissipacdo depende tanto de parametros morfolégicos (tamanho e dis-
persdo de tamanho) quanto de magnéticos (magnetizacéo, anisotropia e
damping). Apesar de terem naturezas distintas e eventualmente estarem
simultaneamente relacionados a dissipagédo em sistemas de nanoparti-
culas magnéticas submetidas a campos alternados, o tempo caracteris-
tico da rotacéo dos momentos magnéticos por agéo de cada um desses
fendmenos pode ser muito distinto e, em geral, um deles se sobrepde ao
outro, como pode ser visto na Figura 2.

275



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

Naturalmente, embora a TRL “pura” n&o explicite, outros fatores influen-
ciam a eficiéncia de dissipacéo dos sistemas magnéticos em andlise. A
interac&o entre as nanoparticulas, suas formas (se muito diferentes da
esférica), a organizagdo em cadeias e aglomerados (como estruturas
esféricas ou fractais)®***° e a sua composi¢do®*“°**' sdo alguns exemplos.
Independentemente da origem dessa dissipacdo e da influéncia desses
fatores, ainda que se conheca e se possa simular todo o processo de
geracdo de calor nessas nanoparticulas em meio bioldgico, existem ainda
enormes desafios pela frente, como a descricédo do processo de difusdo do
calor (inclusive na escala nanométrica) e dos efeitos dessa dissipacgéo nos
sistemas bioldgicos. Entretanto, em vista das aplica¢des biomédicas da
hipertermia, sobretudo na oncologia, toda a descri¢do desses mecanismos
serve, unicamente, para fornecer a equacéo de biocalor uma descricéo da
fonte de calor utilizada.

Figura 2: Tempo de relaxacdo magnética. Comparagéo entre os
tempos de relaxagdo de Brown e Néel-Brown para particulas magnéticas

esféricas

Tempo de relaxagio (s)

Diametro (nm)

Fonte: adaptada de BRANQUINHO, 20142,

276



CAPITULO 7: MAGNETO-HIPERTERMIA APLICADA AO TRATAMENTO DO CANCER

3. Propagacao de calor em meios
bioldgicos

O célculo exato da quantidade de calor entregue volumetricamente ao
tumor (durante um procedimento de hipertermia magnética) demanda,
além da determinacéo experimental da eficiéncia magnetotérmica
in vivo, o conhecimento preciso da localizagéo das fontes de calor
dentro do tumor, ou seja, o mapeamento tridimensional do volume
ocupado pelas nanoparticulas magnéticas (NPMs). Esse é um proble-
ma central na utilizagdo da técnica de magneto-hipertermia para o
tratamento de neoplasias objetivando sua aplicagdo na clinica médica:
a determinacgdo precisa (e em tempo real) da dose térmica entregue
volumetricamente*s.

No gue diz respeito aos fendmenos que envolvem a geragéo e a transfe-
réncia de calor em tecidos biolégicos vivos, ha dois fendmenos principais:
a geracdo celular de calor metabdlico; e a troca de calor entre o sangue em
escoamento e o tecido circundante*. Em 1948, Harry H. Pennes publicou
os resultados de um extenso trabalho experimental sobre a distribuigdo
radial da temperatura no antebrago humano em fungéo da diferenca de
temperatura entre o sangue arterial e o tecido muscular*. Em parte, seu
objetivo era avaliar a aplicabilidade das equagdes de fluxo de calor (t&o
utilizadas para o estudo de materiais em engenharia) no contexto de seus
resultados experimentais em termos da produgéo local de calor de tecidos
bioldgicos vascularizados. Entre suas principais contribuicdes, Pennes
sugeriu que a taxa temporal de calor (Qp) trocado entre o sangue e os
tecidos é diretamente proporcional ao produto da taxa de perfus&o volu-
métrica do sangue (wp, dada em m3[s, considerando o escoamento de
sangue por metro cubico de tecido) pela diferenga entre a temperatura
do sangue arterial (7,) e a temperatura local dos tecidos (7)*:

Qp = ppcpwp(Ty — T)
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No SlI, Qp é representado em watts (W), e os parametros Pp e €, s&o
a densidade (kg/m?®) e o calor especifico do sangue (J/(kg-°C)), res-
pectivamente. Em seu trabalho pioneiro, ele modificou a equacéo de
conducdo de calor, incluindo, além do termo de perfuséo (Qp), também
um termo de poténcia térmica devida ao calor metabdlico produzido
pelas reagGes bioguimicas que ocorrem em nivel celular nos tecidos
vivos (Qmet: dado em W no SI). De maneira geral, o problema tedrico,
portanto, consiste em obter uma solugdo para a equacéo diferencial
de conducao de biocalor de Pennes*>#¢, a qual modela a taxa temporal
de variacédo da temperatura num meio bioldgico, ou seja, resolver a
equacao:

aT,

PnCn E =V (KnﬁTn) + ppcpwp(Ty, — T,) + Qmer + thst

Na equagdo acima, o subindice (n) faz diferenca entre os tecidos em
consideragdo (tumor ou tecidos normais) enquanto Py ,Cn ,Kn séo,
respectivamente, a densidade do tecido, seu calor especifico e sua
condutividade térmica. O primeiro termo no lado direito dessa equacéo
representa a difusao de calor no meio. O tltimo termo (Qy;s) denota
a poténcia térmica volumétrica dissipada pelas nanoparticulas inte-
ragindo com um campo magnético externo alternado (mecanismo de
perda histerética), a qual esta diretamente relacionada a densidade
volumétrica de energia dissipada por um material magnético (P). Obvia-
mente, esse Ultimo termo deve ser considerado apenas no tumor, caso
as nanoparticulas tenham sido injetadas nele. Além disso, é relevante
observar que a equacéo de biocalor é bastante complexa e, em geral,
resolvida apenas por métodos numéricos sofisticados. Nesse caso,
sendo necessdario, além da inclusédo das condic&es de contorno ade-
qguadas ao problema biolégico, deve-se ainda levar em conta efeitos da
temperatura na perfusdo sanguinea do tumor e de tecidos saudaveis*.
Obviamente, a discusséo tedrica apresentada até o presente momento
ressalta a grande complexidade associada ao monitoramento da dose
térmica durante o procedimento terapéutico de hipertermia magnética.
Portanto, é fundamental que haja o monitoramento da entrega de calor,
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em tempo real, durante o procedimento terapéutico, visando a garantir
que a dose térmica planejada seja aquela recebida pelo paciente.

Atualmente, os trabalhos mais promissores publicados na literatura sobre
0 monitoramento néo invasivo e em tempo real da dose térmica (na clinica
médica) tém utilizado a técnica de imagiamento termografico por resso-
nancia magnética, que, por exemplo, ja é realidade na préatica clinica de
ablagdo de tumores sélidos em humanos por HIFU e também na ablacéo
por terapia fototérmica (nesse caso, a geracgdo de calor é resultado da
interacdo de radiagdo eletromagnética com os elétrons da nanoestrutura,
resultando numa perda dielétrica)®®P'e-82) Contudo, essa € também uma
modalidade de termometria muito cara e ndo compativel com todas as
formas de terapia térmica para o tratamento de canceres, em particular
para o caso da hipertermia com nanoparticulas magnéticas, ja que a alta
intensidade do campo magnético do ima utilizado no equipamento de
ressonancia magnética ndo permite a rotagdo dos momentos magnéticos
das nanoparticulas magnéticas, consequentemente, impossibilitando a
geracdo de calor**“¢, Independentemente da necessidade de se monitorar
em tempo real a dose térmica, varios grupos no mundo vém utilizando a
técnica de hipertermia magnética para o tratamento de tumores, seja em
estudos pré-clinicos, seja no tratamento de pacientes.

4. Resultados pré-clinicos e clinicos

4.1 Resultados pré-clinicos

Estudos pré-clinicos in vivo demonstrando a eficacia da hipertermia
magnética iniciaram-se no final da década de 1990. Em 1999, Jordan et
al.*® divulgaram resultados usando nanoparticulas a base de magnetita,
com diametros da ordem de 10 nm, submetidas a um campo magnético
alternado de 500 kHz de frequéncia e amplitude de 10 kA/m (aproxi-
madamente 125,7 Oe). O modelo xenogréfico estudado foi 0 C3H, um
carcinoma mamadrio induzido em camundongos. O material magnéti-
co foi injetado de forma intratumoral. Os animais foram tratados por
30 minutos e, em alguns deles, a temperatura intratumoral relatada
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foi da ordem de 47°C. Na comparagdo com animais de controle (ndo
tratados), é clara a diminui¢éo na velocidade de crescimento tumoral
dos camundongos apéds a hipertermia magnética. Além disso, parece
haver animais com aparente remiss&o tumoral completa, apesar de tal
resposta bioldgica ndo ser evidenciada pelos pesquisadores.

Em 2001, Hilger et al.%® investigaram a possibilidade de ablac&o tér-
mica utilizando nanoparticulas de magnetita. O modelo tumoral foi o
MX-1, num estudo com 10 camundongos. Temperaturas intratumorais
de até 70°C foram reportadas, em tratamentos de 4 min, com campo
magnético alternado de 400 kHz de frequéncia e 6,5 kA/m de amplitu-
de. Foram injetados intratumoralmente 21 mg de material magnético.
Todos os animais foram sacrificados apds os tratamentos.

Em 2006, Kobayashi et al.>" investigaram o efeito da magneto-hiperter-
mia usando magnetolipossomas (vesiculas da ordem de 100 nm conten-
do nanoparticulas de magnetita). O grupo relatou estudos em diversos
modelos tumorais: B16, MM46, Os515, Vx-7 e T-9. Particularmente, neste
tltimo modelo (um glioma), um estudo com a induc&o de dois tumores
(localizados em posi¢des diametralmente opostas no abdémen do camun-
dongo) foi realizado usando um campo magnético alternado de 384 Oe
(aproximadamente 30,6 kA/m) e frequéncia de 118 kHz. Diferentemente
dos estudos anteriores, nanoparticulas magnéticas foram injetadas em
apenas um dos dois tumores. De acordo com os autores, apesar de ape-
nas um dos tumores ter recebido o tratamento, 28 dias apds a hipertermia
magnética, observou-se remissdo completa dos dois tumores em um dos
animais. Assim, a morte de células tumorais via calor induziu uma forte
resposta imune no hospedeiro. A superexpresséo de proteinas chaperonas
de estresse térmico (as HSPs, do inglés heat shock proteins) por células
neopldsicas durante a hipertermia influenciou respostas imunes antitu-
morais, de acordo com os autores. Estudos recentes tém discutido esse
importante resultado na perspectiva de uma futura aplicagdo da magne-
to-hipertermia como uma espécie de “vacina” no combate ao cancer®-54,
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Em 2009, Ivkov et al.5® observaram remissdo completa em 75% dos
animais tratados com uma nanoparticula comercial (BNF), sob campo
magnético de alta amplitude (700 Oe, aproximadamente 55,7 kA/m) e
frequéncia de 150 KHz. O modelo tumoral murino adotado foi o MTG-B
(carcinoma mamario). Os camundongos foram seguidos por 60 dias,
e a dose de nanoparticulas injetada intratumoralmente foi de 5 mg/
cm? de Fe no tumor.

Em 2011, Lee et al.*' investigaram os efeitos da hipertermia magnéti-
ca utilizando nanoparticulas magnéticas do tipo core-shell. O estudo
envolveu 3 animais, o0 modelo tumoral murino U87MG e um campo
magnético de amplitude 37,3 kA/m e 500 kHz de frequéncia. De acordo
com os autores, apenas 75 pg de nanoparticulas core-shell de CoFe,O,—
MnFe,O, foram injetados intratumoralmente. Os camundongos foram
seguidos por apenas 26 dias, tendo apresentado remisséo tumoral
completa nesse periodo. Apesar do curto periodo de observacgéo, na
comparagdo com 0s animais de controle negativo (sem tratamento)
e com os animais de controle positivo (tratados com o quimioterdpico
doxorrubicina), fica clara a maior eficacia da magneto-hipertermia
no tratamento tumoral. O potencial terapéutico de nanoparticulas
magnéticas do tipo core-shell é realmente animador e tem sido o foco
de diversos trabalhos da literatura, inclusive trabalhos do Grupo de
Nanomagnetismo da UFG®®.

Em 2014, Candido et al.5® observaram remiss&o tumoral completa em
100% dos animais tratados com hipertermia magnética mediada por
nanoparticulas de maguemita (y-Fe,0,) funcionalizadas com tripolifos-
fato. Primeiramente, células de uma linhagem de carcinoma de células
escamosas orais (UM-SCC14A, carcinoma oral humano) foram expos-
tas a diferentes concentragdes de nanoparticulas de y-Fe,O ~tripoli-
fosfato in vitro: 3,5x10', 7,0x10™ e 1,4x10'® particulas por mililitro. As
culturas foram sujeitas a testes de proliferacéo celular (MTT), apoptose
e a microscopia eletrénica de transmissédo. A concentragéo de 7,0x10™
particulas por mililitro ndo apresentou citotoxicidade significativa nos
testes de proliferagdo celular (MTT) e foi, por esse motivo, escolhida
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para os testes in vivo envolvendo 30 hamsters da Siria. Os animais
foram divididos em 5 grupos de 6 individuos: um grupo de controle,
para o qual ndo houve indugéo tumoral; e 4 grupos de animais com
tumores orais, induzidos com o auxilio do carcinégeno DBMA. Dos
4 grupos de animais com tumores, 2 passaram pelo tratamento por
hipertermia magnética, com campo magnético de frequéncia 1 MHz e
de amplitude de 40 Oe (aproximadamente 3,2 kA/m), durante 15 min.
Um desses 2 grupos de tratamento foi eutanasiado apds 24h. O outro
grupo foi acompanhado por 7 dias, tendo recebido mais duas sessdes
de hipertermia. Os animais ndo demonstraram sinais de toxicidade
nem comportamentos anormais. Todos os 12 animais (100%) subme-
tidos ao tratamento por magneto-hipertermia apresentaram remisséo
tumoral completa, fato comprovado pelas andlises histopatoldgicas
e imuno-histoquimicas®®. Entretanto, cabe ressaltar que a analise foi
feita em tempo curto, apenas 7 dias, e ndo ha relato do monitoramento
dos animais tratados por um tempo mais longo.

A Tabela 1 traz um resumo dos resultados pré-clinicos de magneto-hi-
pertermia apresentados nos pardgrafos anteriores. Fica claro o grande
potencial dessa terapia oncoldgica, mas algumas observacgdes refe-
rentes a esses dados precisam ser ressaltadas. Em diversos casos da
literatura, inclusive os discutidos neste capitulo, a condicéo experi-
mental fere o critério de Atkinson, ou seja, em principio, ndo estd nas
condi¢Bes para uso em seres humanos, j4 que se encontra na regiédo
prejudicial, gerando calor de forma nao especifica por eddy currents.
De fato, a maior parte dos trabalhos da literatura tem focado na sin-
tese de nanoparticulas magnéticas que geram o calor de forma mais
eficiente, na maior parte das vezes em campo alto, consequentemente
sem analisar a condig&o limitante bioldgica. Entretanto, a questdo mais
relevante a ser analisada refere-se a necessidade de obter a maior
eficiéncia magnetotérmica dentro do limite bioldgico, isto &, respei-
tando o critério de Atkinson®®. Portanto, o sucesso dessa terapia em
seres humanos deveria estar associado a desenvolver nanomateriais
biocompativeis, biodegradaveis e que, em termos magnéticos, respon-
dam bem a baixas amplitudes de campo magnético.
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4.2 Resultados clinicos

A utilizagdo da magneto-hipertermia na clinica médica ja € uma reali-
dade em alguns centros de exceléncia na Europa e nos Estados Unidos.
Entretanto, ela tem sido utilizada em associagcdo com outras técnicas,
como a radioterapia e a braquiterapia, ja que o limite biolégico impossi-
bilita a aplicagdo de campos magnéticos mais intensos. No tratamento
de tumores malignos cerebrais de alto risco, como o glioblastoma mul-
tiforme, tem-se empregado a magneto-hipertermia em associagdo com
aradioterapia. No tratamento de cancer de préstata, tem-se associado
a magneto-hipertermia a braquiterapia de baixa taxa de dose (LDR, do
inglés Low Dose Rate). A aplicacdo clinica da magneto-hipertermia €,
todavia, recente, com os resultados mais relevantes surgindo a partir
da década de 2000, como resultado do desenvolvimento pela empresa
alemad MagForce AG do primeiro sistema de hipertermia magnética
para aplicacdo em humanos, o NanoActivator®?,

Em 2007, Johannsen et al.5% publicaram resultados de um estudo
clinico de fase I envolvendo 10 pacientes (faixa etdria de 62-79 anos)
com tumores de préstata recorrentes. A prostatectomia radical de res-
gate ja ndo era possivel para alguns desses pacientes, e os demais se
recusavam a fazé-la. A média e a mediana dos volumes tumorais eram,
respectivamente, iguais a 19,1 cm?® e 15,8 cm?, volumes determinados
por tomografia computadorizada e por imagiamento por ressonancia
magnética. Todos os tumores j& haviam sido tratados anteriormen-
te via uma ou mais terapias (prostatectomia radical, quimioterapia,
radioterapia externa, braquiterapia de alta ou baixa taxa de dose e
terapia hormonal). Antes da primeira sesséo de hipertermia, 6 desses
pacientes possuiam niveis de PSA (prostate-specific antigen) aumen-
tados (entre 5,9 ng/ml e 19,1 ng/ml); para os outros 4 pacientes, os
niveis de PSA estavam entre 0,8 ng/ml e 3,0 ng/ml. Todos receberam
injecOes intratumorais de um fluido magnético (dispersédo aquosa na
concentracdo de 112 mg/ml) com nanoparticulas de 15 nm de diametro
(carogo de magnetita Fe,O,, revestido por uma camada de cobertura
de aminosilane). A mediana do volume de fluido magnético injetado foi
de 11,4 mL. O acesso ao tumor na préstata do paciente foi guiado por
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ultrassom. Os pacientes tiveram seus tratamentos anteriores interrom-
pidos e foram submetidos a 6 sessdes de hipertermia magnética com
duragdo de 60 min cada, uma vez por semana, sob campo magnético
alternado de frequéncia igual a 100 kHz e amplitude inicialmente igual
a 2,5 kA/m, aumentada até que o paciente relatasse sensagdes sub-
jetivas de desconforto, tais como intenso aquecimento e desconforto
nas regides da virilha e do perineo. Campos de amplitude entre 4,0
kA/m e 5,0 kA/m foram bem tolerados por todos os pacientes.

O monitoramento da temperatura foi realizado em tempo real, mas de
maneira invasiva, com a introdugdo de quatro termdmetros de fibra-
-6ptica nos tumores. Considerando os 10 pacientes, o valor médio das
temperaturas maximas intratumorais foi igual a 43,5°C (variando de
41,4-51,3°C), sendo que um dos pacientes chegou a acessar 55°C em
ao menos um dos quatro pontos monitorados. A temperatura intratu-
moral a ser acessada durante os 60 min de magneto-hipertermia foi
calculada numericamente supondo uma taxa de perfusdo sanguinea
constante na solug&o da equacao de difus&do de biocalor de Pennes*®.
O célculo levou em conta um mapeamento do volume ocupado pelas
nanoparticulas dentro do tumor de cada paciente, conforme determi-
nado por tomografia computadorizada antes de cada sessdo. Também
foi estimado o valor da eficiéncia magneto-térmica (representada na
literatura como SLP, Specific Loss Power, ou SAR, Specific Absorption
Rate) das nanoparticulas in vivo, por paciente, tendo-se obtido uma
mediana igual a 115 W/kg. A mediana dos valores de temperatura intra-
tumoral calculados tridimensionalmente para os percentis T, T e
T,, (isto &, a temperatura excedida, respectivamente, por 20%, 50% e
90% do volume da préstata aquecida) foram, respectivamente, 41,1°C
(nointervalo de 40,0-47,4°C), 40,8°C (no intervalo de 39,5-45,4°C) e
40,1°C (no intervalo de 38,8-43,4°C).

Para determinar uma correlacdo entre o efeito cumulativo da entre-
ga de calor apds sucessivas sessdes de hipertermia, foi calculado,
para cada paciente, o valor da dose térmica (CEM43) ao final dos
6 tratamentos: a média e a mediana do valor de CEM43T90 foram,
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respectivamente, iguais a 20,9 min e 7,8 min®° (para uma discussdo
sobre dose térmica, sugere-se a leitura do trabalho de van Rhoon et al.*®
e dos artigos ali citados). Esse estudo clinico seguiu os 10 pacientes
por mais de um ano e sua resposta biolégica ao tratamento (nos pri-
meiros 4,5 meses apdés a hipertermia) incluiu um declinio de 25% até
70% nos niveis de PSA de oito pacientes, o que pareceu estar correla-
cionado a temperaturas intratumorais mais elevadas e a distribuicdo
mais homogénea das nanoparticulas®e.

Posteriormente, em 2010, Johannsen et al.®® publicaram outros resul-
tados clinicos de fase | envolvendo 8 novos pacientes, também com
carcinoma de préstata recorrente, tratados com hipertermia magnéti-
ca combinada com braquiterapia-LDR (sementes de iodo-125 foram
implantadas, conjuntamente com a inje¢do de nanoparticulas magné-
ticas). Seguindo o mesmo protocolo de hipertermia do estudo anterior,
nesse segundo grupo, de terapia combinada, os autores obtiveram
medianas de T, = 39,3°C e CEM43T90 = 5,8 min. Essas foram doses
térmicas adequadas para o tratamento combinado, mas seriam insu-
ficientes para o tratamento usando apenas a hipertermia magnética.

Outro resultado interessante da literatura, que também ilustra a eficién-
cia da técnica de magneto-hipertermia no tratamento de tumores séli-
dos complexos e de alto risco foi publicado em 2011, por Maier-Hauff et
al.®', encerrando um estudo clinico de fase Il com 59 pacientes portando
carcinoma cerebral de glioblastoma multiforme recorrente. A expec-
tativa média de vida desses pacientes era maior ou igual a 3 meses, e
o tamanho de cada tumor néo ultrapassava 7 cm de didmetro. Dos 59
individuos, 23 tinham idade inferior a 50 anos e 54% eram homens.
Todos os tumores ja haviam sido tratados anteriormente, alguns por
mais de um tipo de terapia: 56 cirurgicamente (ressec¢do); 58 haviam
passado por radioterapia; e 51 por quimioterapia.

Cada paciente recebeu uma injegéo intratumoral do mesmo tipo de

fluido magnético utilizado nos experimentos anteriores®® de Johann-
sen et al. (nanoparticulas de Fe,O,-aminosilane), mas o diametro das
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nanoparticulas presentes no fluido era um pouco menor (12 nm). A
mediana do volume injetado foi de 4,5 mL, correspondendo a uma con-
centracéo de 0,28 mL/cm? de fluido magnético no tumor. Essa injecéo
envolvia um procedimento cirdrgico minimamente invasivo, guiado por
ultrassom, de perfuracéo do cranio para acesso ao tumor localizado no
cérebro do paciente. Todos os pacientes foram tratados empregando
duas sessdes de 60 min de magneto-hipertermia por semana, durante 6
semanas (totalizando 720 min de aquecimento). A hipertermia magné-
tica foi combinada com administracdes de radioterapia, com a mediana
das doses administradas tendo sido igual a 30 Gy, fracionadas em 5
x 2 Gy por semana, antes (ou depois) da hipertermia. Intensidades
de campo magnético (com frequéncia igual a 100 kHz) no intervalo
de 3,8-13,5 kA/m eram bem toleradas por todos os pacientes, com
relatos de alguns efeitos colaterais: durante a hipertermia 50% dos
pacientes apresentaram sudorese branda; 47% relataram sensacao
de aguecimento e desconforto na regido tratada; 13,6% tiveram dores
de cabecga brandas; em 3 pacientes, ao menos uma de suas sessdes
teve de ser abortada devido a dor intensa (provavelmente resultante
do aumento da presséo intracranial devido ao aquecimento local);
em 9,1% a temperatura corpdrea chegou a 38°C. Por meio do mesmo
acesso utilizado para a injecdo das nanoparticulas magnéticas, foi
introduzido um termémetro de fibra-6ptica no tumor de cada paciente
para o monitoramento em tempo real da temperatura intratumoral. A
mediana dos valores de temperatura intratumoral méaxima registrada
(em um Unico ponto) nos 59 pacientes foi igual a 51,2°C (sendo que
um deles registrou um méaximo de 82,0°C)®'.

A estimativa tridimensional da temperatura intratumoral (em fungéo
do tempo de hipertermia magnética) foi realizada utilizando o mesmo
protocolo de Johannsen et al.%°, discutido nos pardgrafos anteriores. A
resposta bioldgica a terapia combinada de radioterapia e hipertermia
magnética foram medianas de sobrevida iguais a 13,4 meses apds o
segundo diagndstico positivo de glioblastoma (todos os pacientes com
tumores recorrentes) e igual a 23,2 meses apds o primeiro diagndéstico
positivo — um aumento, respectivamente, de 7,6 meses e de 8,6 meses
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na comparacédo com resultados da literatura envolvendo pacientes
tratados apenas por quimioterapia (atual modalidade de elei¢édo na
clinica médica)?3®'.

No tratamento de tumores sélidos por terapias térmicas, em qualquer
que seja a técnica utilizada, o monitoramento in vivo da temperatura
intratumoral (em tempo real) é um ponto critico: 1) para a delimitacdo
precisa da regido aquecida e preservacdo de tecidos sadios; 2) para a
determinacé&o das distribuices de temperatura intratumorais (devido
a ndo homogeneidade na entrega de calor); 3) para a validagdo da
eficiéncia do procedimento, principalmente dos efeitos de resposta bio-
I6gica ao tratamento em termos da dose térmica equivalente, ou seja,
para a identificagdo de um limiar de temperatura e tempo de aqueci-
mento necessarios para provocar danos irreversiveis aos tecidos*36263,

Atualmente, a modalidade de eleicédo na clinica médica para a realiza-
¢do de termometria tridimensional intratumoral, de forma precisa, néo
invasiva e ndo ionizante, é a técnica de imagiamento por ressonancia
magnética, empregada durante a hipertermia (ou ablag&o) de tumores
sélidos fibrosos por HIFU (High Intensity Focused Ultrasound)?°238) por
radiofrequéncia'*®* ou por micro-ondas''°. Contudo, o seu principio de
funcionamento ndo é compativel com a magneto-hipertermia, como ja
discutido anteriormente, uma vez que o forte campo magnético estati-
co do equipamento de ressonancia magnética (1,5-7,0 T) impede que
as nanoparticulas magnéticas dissipem calor por perda histerética“®.

Assim, para aplica¢des envolvendo magneto-hipertermia, uma alter-
nativa para a termografia in vivo e em tempo real poderia ser a técnica
de imagiamento termografico ultrassdnico. Trata-se de uma técni-
ca ndo invasiva, que ndo utiliza radiacédo ionizante, bem mais barata
que o imagiamento por ressonancia magnética e com a possibilidade
de utilizacdo de um hardware portétil. Resultados interessantes da
literatura tém mostrado que essa modalidade pode vir a ser muito
util para a estimativa in vivo de temperaturas intratumorais na faixa
de hipertermia, assim como para a correta delimitagdo das zonas de
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ablacdo™ar®.53 Qutra modalidade de termometria nédo invasiva pos-
sivel de ser utilizada para monitorar em tempo real um procedimento
de magneto-hipertermia, aplicAdvel somente a tumores superficiais,
mas com potencial impacto clinico significativo em termos de precisao,
facilidade de utilizag&o e relacdo custo-beneficio, é o imagiamento
bidimensional por infravermelho*":%¢, uma técnica que ja tem sido uti-
lizada na detecgdo precoce de tumores de mama®” e de melanoma®,
evitando bidpsias desnecessérias. No entanto, essa técnica mede a
temperatura na superficie e demanda o desenvolvimento de complexas
andlises numéricas, resolvendo em tempo real a equacé&o de biocalor,
de forma compativel com as medidas de temperatura superficial por
camera térmica (de maneira quase sincronizada), para aferir a entre-
ga de dose térmica na regido intratumoral. Fica claro, portanto, que a
determinacdo da dose térmica de forma n&o invasiva, em tempo real,
durante a magneto-hipertermia, ¢ um dos grandes desafios para o
sucesso clinico dessa terapia inovadora.

5. Desafios, perspectivas e aplicacoes

E interessante notar que os problemas identificados por Gilchrist et al.
ja elencavam alguns dos principais desafios para uma implementacéo
definitiva do procedimento de magneto-hipertermia na clinica médi-
ca®, como o monitoramento da temperatura e o desenvolvimento de
equipamentos para uso clinico. Nesse Ultimo caso, o equipamento da
MagForce é um grande avango, mas ainda ndo permite o controle da
escolha de qualquer volume de interesse dentro do paciente.

Em primeiro lugar, hd um desafio relacionado a entrega ou ao delivery
sistémico das nanoparticulas. Os resultados clinicos ja publicados
com aplica¢Bes da técnica de magneto-hipertermia no tratamento de
glioblastomas® e de carcinomas de préstata®®-5° reportam a realizagédo
de inje¢Ges intratumorais de fluidos magnéticos contendo nanoparti-
culas com diametros de, aproximadamente, 20 nm. A injec&o intratu-
moral das nanoparticulas depende do grau de dificuldade de acesso
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ao tumor no corpo do paciente, sendo obviamente mais facil de ser
realizada em tumores subcutaneos®. Em tumores mais profundos, a
injecdo intratumoral pode ser guiada por ultrassom® ou por tomografia
computadorizada via fluoroscopia de raios X®°.

O tamanho da nanoestrutura é um parametro fundamental quando
se busca um delivery sistémico. Estudos demonstram que a rota de
eliminacéo renal acontece para nanoparticulas menores do que 6 nm,
enquanto que, para particulas maiores, o processo de eliminagdo ocor-
re pela rota hepéatica™. Além disso, sabe-se que a maioria dos tumores
sélidos apresenta angiogénese extensa, caracterizada por arquitetura
vascular e drenagem linfatica defeituosas, fatores que permitem que
particulas (com tamanhos t&o grandes quanto 150 nm) se acumulem
e sejam retidas dentro dos tumores por periodos mais longos do que
nos tecidos normais. Esse fendmeno é conhecido como efeito de per-
meabilidade e retengdo aumentadas (efeito EPR, do inglés Enhanced
Permeability and Retention effect). Trata-se de um mecanismo de vetori-
zagdo passiva de nanocarreadores, observado por Maeda, em 1986772,
mas atualmente amplamente contestado, por ser eficiente em murinos
(estudos pré-clinicos), mas aparentemente ndo em humanos (estudos
clinicos)™. Paralelamente, nas Ultimas trés décadas, foram indmeras
as propostas de nanocarreadores multifuncionais (numa variada faixa
de tamanhos, de 1-1.000 nm), baseados essencialmente na adsorgéo
de biomoléculas (tais como acido félico, anticorpos, fragmentos de
anticorpos, receptores moleculares etc.) a superficie das nanoparticu-
las, com o objetivo de aumentar a captacdo desses nanocarreadores
por células-alvo. Trata-se de um mecanismo de vetorizacdo ativa, que
tem por objetivo a marcagdo, o imagiamento e a entrega controlada
de farmacos em nivel celulars7,

Desde o trabalho pioneiro de Paul Ehrlich, o qual sugeriu o conceito da
bala mdgica™, vem-se buscando uma eficiéncia de entrega de agentes
terapéuticos em quantidade suficiente para o tratamento adequado
de neoplasias malignas. Entretanto, avaliando 232 trabalhos publica-
dos entre 2005 e 2015, Wilhelm et al. encontraram uma eficiéncia de
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entrega cuja mediana é de apenas 0,7% da dose inicial. Nesse review
controverso, foram avaliadas 175 estratégias de vetorizag&o passiva
e 56 de vetorizacdo ativa visando a tumores sélidos™. Assim, até o
momento, néo foi possivel, por via sistémica, viabilizar a hipertermia
magnética de forma terapéutica, uma vez que o aquecimento macros-
copico é um efeito coletivo e necessita de uma quantidade minima de
centros de calor para ocorrer’ . Além disso, supondo que a concen-
tragdo intratumoral de nanoparticulas entregues via rota sistémica
pudesse ser aumentada significativamente, ha relatos na literatura
indicando que, apds o processo endocitético dessas nanoestruturas,
ocorrem processos de agregacéo que levam a uma maior interagdo dipo-
lar magnética entre nanoparticulas e, consequentemente, a uma dimi-
nuicdo da eficiéncia magnetotérmica3s4°,

Em segundo lugar, hd um desafio relacionado ao estabelecimento de
um limiar seguro da amplitude e da frequéncia do campo magnéti-
co externo. A aplicacdo de um campo eletromagnético alternado em
tecidos vivos induz a geracédo de correntes elétricas de Foucault (as
chamadas eddy currents), levando ao aquecimento por efeito Joule
(dissipacdo resistiva) e de maneira ndo especifica de toda a regido do
corpo exposta ao campo. Essa dissipacéo por eddy currents pode ser
util, por exemplo, na ablagdo de tumores sélidos por radiofrequéncia,
configuragdo na qual o campo elétrico oscilante (na faixa de 450-500
kHz) acelera, na forma de corrente elétrica, ions K*, Na* e Cl- do tecido
tumoral em contato com os eletrodos metdlicos®®'s9. Contudo, durante
a magneto-hipertermia, a poténcia dissipada de forma n&o localizada
por eddy currents pode provocar o aquecimento néo especifico de teci-
dos sadios, uma vez que os tecidos sadios também possuem ions intra
e extracelulares. Adicionalmente, na maioria dos resultados pré-clinicos
e clinicos da literatura, é adotado um limiar para o produto (amplitude
de campo x frequéncia, Hf ) igual a 4,85 x 108 A[{(m-s)', acima do qual
podem haver prejuizos para a satde do paciente. Assim, o design das
nanoparticulas deve, sim, visar a uma condicdo de maxima eficiéncia
térmica, mas sempre dentro do limiar estabelecido pelo critério de
Atkinson?7(rs3),
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Em terceiro lugar, hd um desafio relacionado ao limiar de temperatura
e tempo de aquecimento necessario para causar danos térmicos bio-
I6gicos irreversiveis as células neoplésicas, isto é, o problema da dose
térmica. As respostas para esse desafio dependem, essencialmente, do
desafio correlato que consiste no monitoramento preciso e em tempo
real da distribuicdo espacial da temperatura intratumoral*®%3, No caso
de Gilchrist et al., a opgdo alternativa ao uso de termopares metdlicos
(obviamente incompativeis com o emprego de campos magnéticos
alternados) era o uso de termédmetros de coluna de dlcool — estes
lltimos sendo invidveis para testes in vivo'.

Atualmente, prevalece a utilizacdo de cateteres (termdmetros de fibra-
-6ptica com diametros de aproximadamente 0,5 mm-1,5 mm) na regi&o
tratada. Tipicamente, séo inseridas de 1-5 sondas dentro do tumor,
uma vez que o préprio tamanho do tumor pode ser um fator limitador
para a insercédo de muitas fibras dpticas. Esses termdmetros, apesar de
minimamente invasivos, fornecem o valor correto da temperatura em
apenas poucos pontos dentro do tumor, subestimando assim a entrega
tridimensional e ndo homogénea de calor, seja pela ndo homogenei-
dade da distribui¢cdo das nanoparticulas ao longo do tumor, seja pelo
arrefecimento promovido pela perfusédo sanguinea tumoral.

Como a utilizagdo da técnica de imagiamento termografico por res-
sonancia magnética (considerando o hardware atual) é incompativel
com a realizagdo simultanea da magneto-hipertermia (pelo fato de o
forte campo DC do equipamento de ressonancia magnética bloquear
o momento de dipolo magnético das nanopatrticulas, inviabilizando a
geracdo de energia térmica via dissipagdo histerética dindmica pelo
mecanismo de relaxagédo de Néel-Brown), a termometria tridimensional
em tempo real nessa modalidade de terapia térmica permanece, ainda,
como uma questdo em aberto*®. Até o momento, os melhores resul-
tados clinicos de determinacgédo volumétrica da temperatura do tumor
sob hipertermia magnética sdo obtidos calculando esses valores de
temperatura ponto a ponto no espaco: identificando o volume ocupado
pelas nanoparticulas no tumor, por exemplo, por tomografia compu-
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tadorizada; e, em seguida, resolvendo numericamente a equagéo de
biocalor de Pennes, utilizando como parametro de ajuste um valor
médio da taxa de perfusdo sanguinea e da eficiéncia magnetotérmica
in vivo — esses parametros, por sua vez, sdo determinados combinando
as temperaturas calculadas via medigdes diretas (termdmetros de fibra
Optica) em pontos de referéncia dentro ou perto da regido-alvo®6".6°,

Em resumo, os desafios elencados foram: (i) monitoramento em tempo
real da dose térmica; (ii) sintese de nanoestruturas que respondam, em
condi¢es bioldgicas, a campos magnéticos dentro do critério de Atkin-
son; (iii) capacidade de entrega seletiva de nanocarreadores magnéti-
cos, em quantidade terapéutica, via delivery sistémico. Apesar dessas
questdes, é possivel que uma nova tecnologia em desenvolvimento,
denominada MPI (Magnetic Particle Imaging’®-%2), atualmente aplicada
apenas em estudos pré-clinicos, possa resolver muitos desses proble-
mas. Com o MPI, é possivel selecionar regides de interesse dentro do
corpo (ROIs) de forma a excitar as nanoparticulas magnéticas apenas
numa area especifica. Tal propriedade é resultado da combinagéo de
campos DC, formando gradientes de campo magnético e regides sem
campo, com campo magnético AC, que possui a funcéo de excitar os
tracadores magnéticos apenas nas ROIs.

Em 2017, Hensley et al. combinaram a técnica diagndstica de MPI com
a hipertermia magnética®. Nesse primeiro trabalho, esse grupo de
Berkeley mostrou o desenvolvimento do equipamento de MPI-HM. Mais
recentemente, em 2018, 0 mesmo grupo apresentou resultados in vivo
demonstrando a capacidade de aquecer ROIs especificas dentro do
corpo do animal®. Esse resultado é muito importante, pois um dos limi-
tantes nas aplicacdes pré-clinicas por delivery sistémico estava relacio-
nado a procedimentos em que o animal era colocado completamente
dentro de bobinas. Nesse caso, como a maior parte das nanoparticulas
acabam indo para o figado e ndo para o tumor, o aquecimento nédo
especifico em regides distintas da drea de interesse levava a morte dos
camundongos durante o procedimento de magneto-hipertermia (em
alguns casos devido a um forte aumento da temperatura do sangue,
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como resultado do aquecimento por convecg¢do). Tal efeito pode ser
minimizado, mas ndo solucionado, usando bobinas com campo néo
uniforme*’. O MPI permite selecionar ROIs especificas no paciente,
evitando esse grave problema. Em Tay et al. a localizag&do das nano-
particulas magnéticas foi feita usando a técnica de MPI, com excitagéo
numa frequéncia de 20 kHz, enquanto que a hipertermia magnética foi
realizada em 354 kHz numa amplitude de campo de 13 mT (130 Qe) 8.
Esse resultado é muito animador, mas note-se que esse campo ainda
estd acima do limite biolédgico para humanos. Portanto, a sintese de
novos nanomateriais, que respondam em baixa amplitude de campo,
ainda é um desafio. Além disso, a possibilidade de implementar essa
técnica para seres humanos ainda precisa ser demonstrada.

Independentemente das questdes levantadas acima, ha vérias impor-
tantes e interessantes aplicagdes usando a magneto-hipertermia
sendo demonstradas na literatura. Em particular, destacamos aquelas
associadas a liberagdo controlada de agentes terapéuticos mediada
por entrega de calor. Por exemplo, Hoare et al. desenvolveram uma
membrana magnética que consiste em um nanogel, nanoparticulas
de magnetita e um reservatdrio de fadrmacos que permite a liberagédo
das moléculas de interesse por meio do controle do pulso de campo
magnético, o qual, ao interagir com as nanoparticulas magnéticas, gera
calor por hipertermia magnética. Isso afeta as propriedades fisicas
do nanogel, que, quando a temperatura aumenta, permite o fluxo do
agente terapéutico para o paciente®. Brazel revisou diversas aplica-
¢des utilizando nanomateriais magnetotermossensiveis que combinam
nanoparticulas magnéticas e polimeros termossensiveis para a libera-
¢do controlada de farmacos por calor®. Quinto et al. desenvolveram
um nanocarreador magnético consistindo de nanoparticulas magné-
ticas, fosfolipidios PEGuilados e doxorrubicina que, sob hipertermia
magnética, permite a acdo combinada de quimioterapia e hipertermia
via liberacédo da doxorrubicina apés a magneto-hipertermia®. O Grupo
de Nanomagnetismo da UFG, recentemente, publicou uma estratégia
semelhante, ao desenvolver nanoparticulas magnéticas lipidicas séli-
das contendo fosfatidilcolina, o polimero termossensivel pluronic F-68
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e nanoparticulas magnéticas de magnetita, além do quimioterdpico
paclitaxel. Neste artigo, demonstramos o aumento da taxa de libe-
ragdo do paclitaxel apés a hipertermia magnética®. Diversos artigos
semelhantes tém aparecido na literatura, mas, obviamente, hd varias
outras aplica¢des além do campo da oncologia.

Em 2010, Huang et al. demonstraram como controlar a entrada de ions
em canais idnicos, que sdo temperatura-dependentes, por meio de
magneto-hipertermia. As células investigadas foram geneticamente
modificadas para expressar a proteina AP-CFP-TM, em que AP se refere
a um peptideo que é capaz de se acoplar com a biotina. Nanoparti-
culas de ferrita de manganés foram conjugadas com streptavidina.
Esse recobrimento molecular das nanoparticulas magnéticas permi-
tiu-lhes seletividade para proteinas de membrana, em particular para
os canais de TRPV1. Neste trabalho, as nanoparticulas foram subme-
tidas a radiofrequéncia de 40 MHz e campo de 8,4 Oe. A ativacédo dos
canais idnicos foi demonstrada, inclusive, em uma espécie animal
(C. elegans). Importantes aplicagcdes em neurologia foram ressaltadas,
sugerindo que a hipertermia magnética poderia ser usada no futuro
para ativacdo de neurdnios. Outro exemplo consiste na utilizagédo da
nanomedicina térmica para o controle de agentes infecciosos. Estudos
recentes tém demonstrado que infecgdes bacterianas, diferentemente
de células tumorais, resistem a temperaturas muito mais altas. Em
particular, somente em temperaturas ablativas (da ordem de 80°C) é
possivel matar a maioria das bactérias®®®'. Recentemente, Ibelli et al.
escreveram um artigo de revisdo discutindo os grandes desafios de se
usarem técnicas de hipertermia para o tratamento de infec¢des. Em
geral, serdo necessdrias altas temperaturas para um controle dessas
infecgdes, inclusive no importante controle de biofilmes em dispositivos
médicos, como cateteres, que sdo uma das causas de mortes hospi-
talares por infecgdes. Para essa aplicacgéo, a hipertermia fototérmica
parece ser bastante eficaz®®*'. A hipertermia magnética também pode
ser usada, gerando temperaturas menores, para a liberagdo controlada
de agentes antibacterianos. E apenas uma quest&o de tempo para que
varias aplicagGes semelhantes, baseadas no controle de liberagdo de
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agentes terapéuticos por calor, por exemplo, via a hipertermia magné-
tica, sejam desenvolvidas e aplicadas para a melhora da qualidade de
vida e para o tratamento mais eficiente de diversas doengas, inclusive
o cancer, ja que tal controle pode evitar diversos efeitos colaterais de
guimioterapicos.

Finalmente, hd uma possivel importante aplicagédo da hipertermia
magnética em imunoterapia. Como relatado anteriormente, em 2006,
Kobayashi et al.* investigaram o efeito da magneto-hipertermia usando
magnetolipossomas. O grupo relatou, no modelo tumoral T-9 (glioma),
um efeito abscopal como resultado da magneto-hipertermia. Nesse
caso, os pesquisadores induziram 2 tumores, em posicoes diametral-
mente opostas no abdémen do camundongo, e trataram apenas um
deles, apds a injegdo intratumoral dos nanocarreadores. Os autores
indicaram que a temperatura do tumor atingiu em torno de 46°C duran-
te a hipertermia magnética. Apds 28 dias, observaram, em um ani-
mal, que os dois tumores tiveram remissdo completa. Até o presente
momento, uma investigacdo mais detalhada ainda nao foi apresentada
por esse grupo. No entanto, a possibilidade do uso da hipertermia para
tratamento de metdstases tem sido o foco de trabalhos recentes na
perspectiva de uma futura aplicagéo da hipertermia magnética como
uma “vacina” no combate ao cancer®-%. Em particular, Toraya-Brown et
al. mostraram a ativagdo de células CD8* apds hipertermia magnética,
com os tumores tendo sido mantidos a uma temperatura de 43°C?S,
No mesmo experimento, mantendo o tumor a 45°C, de acordo com o0s
autores, ndo houve resposta imunoldgica induzida. Esse valor esta
aparentemente em discordancia com o resultado de Kobayashi et al.
e sugere que novas investiga¢des ainda sdo necessdrias para tentar
compreender melhor como ampliar e melhorar a resposta imunoldgica
por meio da magneto-hipertermia. Esta certamente € uma nova area
de pesquisa, de grande interesse cientifico e com grande possibilidade
de impacto clinico.
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Em resumo, a magneto-hipertermia é uma técnica inovadora, com
grande potencial para o tratamento do cancer. H4, no entanto, diver-
sos desafios a serem vencidos para que a técnica seja ainda mais
utilizada na clinica. Apesar disso, o futuro é promissor, j& que novas
tecnologias e novos nanomateriais podem solucionar boa parte dos
desafios da drea nos préximos anos. Adicionalmente, o controle da
entrega seletiva de calor pode ser usado para o desenvolvimento de
novos protocolos clinicos, os quais podem diminuir consideravelmen-
te efeitos colaterais de técnicas tradicionais, como a quimioterapia.
H4& ainda grande potencial em imunoterapia, visando desde o desen-
volvimento de vacinas até a liberagédo de drogas imunoterdpicas de
forma controlada e localizada por meio do calor. Finalmente, como, em
principio, é possivel aplicar o campo magnético em qualquer regido
dentro do corpo do paciente, essa técnica tem a capacidade de gerar
calor de forma muito controlada e, mais importante ainda, de maneira
ndo invasiva. Tais propriedades sugerem que a hipertermia magnética
poderd auxiliar, e muito, o tratamento do cancer, além de contribuir
para uma melhoria da qualidade de vida de pacientes por meio do
desenvolvimento de terapias mais eficientes. H4 ainda vdrias outras
areas que deverdo se beneficiar da magneto-hipertermia, e, portanto,
muito espago para novos avancgos cientificos e tecnolégicos.
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CAPITULO 8

Aplicacdes da nanotecnologia em
tratamentos antivirais

Andréia C. Pinheiro'; Beatriz C. A. O. Faria'?; Patricia L. Costa'?;
Marilia F. Calmong?; Graziella A. Joanitti'?"

1. Introducao

1.1 Estrutura de um virus

Os virus estédo na escala nanométrica e apresentam uma estrutu-
ra bastante simplificada, composta, basicamente, por um ntcleo e
um capsideo. O conjunto desses dois componentes é denominado
nucleocapsideo. H& alguns virus que apresentam, ainda, uma tercei-
ra estrutura, denominada envelope, a qual envolve o nucleocapsideo
(Figura 1). Além disso, os virus possuem em sua estrutura proteinas
gue reconhecem e se ligam aos receptores de membrana das células
hospedeiras, permitindo a penetragdo do seu material genético no
meio intracelular'.
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Figura 1. Estrutura geral de um virus (Hepatitis virus)

Capsidea

Fonte: elaborada pelos autores.

O nucleo de um virus pode ser composto por DNA de fita simples, DNA
de fita dupla ou dupla parcial, ou pode ser composto por RNA (fita
simples). A sequéncia de nucleotideos presente no genoma do virus
apresenta o cédigo para a fabricagdo das proteinas componentes do
capsideo e das proteinas necessarias para a reproduc¢édo do virus?.

O capsideo do virus é composto por proteinas, que podem ser diver-
sificadas ou néo, que, agregadas, formam uma cépsula protetora do
ntcleo. Ha diversas formas de capsideo, podendo ser cilindrico, polié-
drico, arredondados, ou até mesmo apresentar uma “cabeca” e uma
“cauda”, como € o caso dos virus bacteriéfagos®. Tal caracteristica é
de extrema importancia para a classificacédo dos virus.

O envelope viral presente em alguns virus é uma estrutura derivada
de membranas de células parasitadas no momento em que o virus
maduro deixa a célula hospedeira. Entretanto, ela pode ser oriunda do
aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico ou, até mesmo, da mem-
brana nuclear, dependendo do local da célula onde ocorre a replica-
¢do, podendo variar de acordo com o virus. Dessa forma, o envelope é
composto de uma dupla camada lipidica com algumas glicoproteinas
associadas (codificadas pelo virus), que desempenham indmeras fun-
¢Oes, dentre elas o reconhecimento e a ancoragem nos receptores de
membrana das células hospedeiras®*.
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Diante dessa estrutura relativamente simples, composta basicamente
por material genético envolto por uma cépsula de proteina, os virus ndo
possuem organelas e s&o ditos acelulares. Assim, para que consigam
se replicar, obrigatoriamente necessitam estar dentro de uma célula
viva — por isso, sdo denominados parasitas intracelulares obrigatérios'.

1.2 Hospedeiros dos virus

Os virus infectam qualquer organismo vivo — desde bactérias, proto-
zoérios e fungos até vegetais e animais. De um modo geral, os virus
causam doencas ao parasitarem células dos seres vivos, podendo levar
a morte do individuo, diminuir sua qualidade de vida e até interferir
em seu desenvolvimento'. Nesse aspecto, vale ressaltar o impacto
econdmico quando viroses atacam rebanhos, planta¢des, aqudrios,
uma vez que hd um enorme ndmero de mortes e de mas-formacgdes
causadas pelas infec¢Ges de virus.

Em se tratando de seres humanos, diversas doencas virais podem ser
listadas, incluindo sarampo, gripe, resfriados, bouba aviaria, caxum-
ba, hepatite, poliomielite, herpes, raiva, AIDS, febres hemorrdgicas
fatais (como dengue hemorrdgica e ebola), febre amarela, zika e febre
chikungunya®. Algumas delas ja estéo sob controle, outras séo novas
e oferecem risco as populagdes. E hd, ainda, as viroses emergentes®.
A seguir, estdo descritos mais detalhes de virus que acometem seres
humanos.

1.3 Modo de acao dos virus

Devido ao fato de os virus serem acelulares, eles necessitam utilizar a
“magquinaria” de células hospedeiras para se replicarem. De um modo
geral, as formas como eles agem s&o semelhantes, mesmo nos diversos
tipos de virus, e sdo subdivididas nas seguintes etapas'® (Figuras 2
e 3).
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a) Adsorcao

Para que o virus penetre na célula hospedeira, primeiramente ele pre-
cisa reconhecé-la e se ligar a ela. Isso é possivel devido a presencga de
receptores de membrana celular presentes nessas células, as quais
se ligardo as proteinas presentes ou no envelope do virus (geralmente
glicoproteinas), ou em seu capsideo, de modo que cada virus tem sua
célula-alvo, e ndo infecta qualquer célula (Figura 2). Dessa forma, se
ndo houver essa ligagdo, ndo haverd infecgéo.

Figura 2. Interacdo entre virus (ndo envelopado e envelopado) com

célula hospedeira

Virus ndo envelopado Virus envelopado

Membrana plamitica do Membrana plamitica do

hospedeino

_ Capside do rinovirus com
‘-.1;/ capsdmeros
5

1 Envelope vira
Proteina de J ]
membrana I |

Fonte: elaborada pelos autores.

b) Penetraciao

Apés a ligagdo, o nucleo do virus é introduzido para dentro da célula
hospedeira. Em um virus envelopado, ocorre a fusédo da membrana
viral com a da célula hospedeira, sendo liberado o material genético
do virus. Para o ndo envelopado, o nucleocapsideo é internalizado
por endocitose. Em ambos os casos, o nucleocapsideo viral fica no
citoplasma ou em vesiculas endociticas.

c) Desnudamento

O nucleocapsideo é rompido (podendo necessitar da acédo de enzimas)
e o nucleo do virus é liberado para o citoplasma ou para o nucleo da
célula. Dessa forma, o genoma viral pode iniciar seu ciclo replicativo,
para tal associando-se ao nticleo da célula ou replicando cépias por
meio de organelas celulares.
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d) Expressdo génica e replicacao
O material genético do virus é replicado utilizando a “maquinaria”
celular.

e) Maturacéo

Apds replicado o material genético, ocorre a formacéo do capsideo que
vai envolvé-lo. Nos virus envelopados, héd adicdo de uma membrana
celular com dupla camada lipidica provida da célula hospedeira, quan-
do o capsideo atravessa a membrana nuclear, ou aparelho de Golgi,
ou o reticulo endoplasmaético, ou a membrana plasmatica, quando
estd saindo da célula.

f) Liberacao

Quando o virus estd pronto e maturado, ele abandona a célula hospe-
deira. Virus sem envelope saem da célula por meio de lise celular; j&
os envelopados atravessam sua membrana, sem, necessariamente,
matar a célula.

Figura 3. Ciclo de replicagéo viral do virus Hepatite C com todas
as etapas. (A) Absorgdo, (B) Penetragdo, (C) Desnudamento, (D)

Expressdo génica e replicagdo, (E) Maturagdo, (F) Liberacéo

(@) RNA viral
@]
: e ?
) © Virus Hep. C
© o
'\ ®
F ®
®E S
00 ®
e G D
ﬁ 2
" Ntcleo C o)
Os
Célula Hepatica A
S

Fonte: elaborada pelos autores.
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Todas as etapas do ciclo de replicagéo viral séo mediadas por enzimas.
Assim, a inibi¢cdo de qualquer dessas enzimas pode atrapalhar efou
impedir que a replicacéo viral ocorra'.

1.4 Familias de virus de importancia clinica

As doencas virais variam de infecg8es triviais a epidemias, endemias e
pandemias. Novas espécies de virus humanos ainda estdo sendo iden-
tificadas e os virus constituem mais de dois tercos de todos os novos
patégenos humanos’. Os virus patogénicos diferem enormemente em
sua importancia, variando da doenca rara e leve causada pelo virus
Menangle ao impacto devastador do HIV-1 e SARS-CoV-2 na saude
publica. Existem, aproximadamente, 220 espécies de virus reconheci-
dos pelo ICTV divididos em 23 familias que infectam humanos. Nesta
secdo, descreveremos sobre alguns virus patogénicos®.

1.4.1 Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae, que € uma grande familia de patégenos respon-
sdveis por causar doencas em animais e em humanos, é composta por
trés géneros: Flavivirus, que inclui os virus da dengue, febre amarela,
zika virus; Pestivirus; e Hepacivirus, que inclui o virus da hepatite C°.

Os virions dos Flavivirus apresentam um genoma de RNA de fita sim-
ples, polaridade positiva, que é empacotado por um capsideo proteico
em uma bicamada lipidica derivada da célula hospedeira envolto por
glicoproteinas. O genoma dos Flavivirus, de modo geral, apresenta,
aproximadamente, 10 kb, com um sitio de leitura que codifica uma Unica
poliproteina®. De modo geral, o ciclo viral dos Flavivirus se inicia com a
ligacéo dos virions a célula hospedeira e subsequente entrada na célula
por endocitose mediada por clatrina'®. Os Flavivirus devem reconhecer
uma molécula de superficie celular ubiqua ou utilizar mdltiplos recep-
tores para a entrada em células, ja que a infeccéo por Flavivirus tem
sido observada em uma variedade de linhagens de células derivadas
de diferentes espécies hospedeiras"'. Em seguida, a acidificacdo
das vesiculas endossomais ativa as mudancas conformacionais nos
virions, liberando seu genoma no citoplasma. A fita positiva de RNA é
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traduzida em uma poliproteina, que é processada pelas proteases virais
e do hospedeiro. A replicacdo do genoma viral ocorre na superficie do
reticulo endoplasmatico (RE), quando proteinas estruturais e 0 RNA
recém-sintetizado brotam do Iimen do RE. As particulas virais imaturas
e ndo infecciosas sdo transportadas através do sistema trans-Golgi. As
particulas imaturas séo clivadas pela protease furina do hospedeiro,
resultando em particulas maduras infecciosas, que séo liberadas por
exocitose™.

1.4.1.1 Virus da dengue

O virus da dengue possui 5 sorotipos e € uma das mais importan-
tes arboviroses de prevaléncia global, sendo que sua incidéncia tem
aumentado significativamente nas ultimas décadas. Antes de 1970,
somente nove paises apresentaram epidemia de dengue. Atualmen-
te, a doenga é endémica em mais de 100 paises, incluindo regides da
Africa, Américas, Asia e Pacifico Ocidental’>"". Em 4reas endémicas,
os quatro sorotipos de dengue frequentemente circulam concomitan-
temente, ou, em alguns casos, os sorotipos circulam ciclicamente, e
a possibilidade de multiplas infec¢des é comum, sendo que infecgdes
subsequentes com outros sorotipos aumentam o risco do desenvolvi-
mento de dengue hemorragica®?° O virus da dengue é transmitido por
mosquitos fémeas, principalmente das espécies A. aegypti, A. Albo-
pictus e A. Polynesiensis?-23. Apés a picada do mosquito, o virus da
dengue € inoculado na derme e na epiderme, e alguns virus também
sdo injetados diretamente na corrente sanguinea, o que resulta na
infeccdo de macrdéfagos, células dendriticas e células de Langerhans.
Essas células infectadas podem migrar do local inicial da infeccdo
para os linfonodos, o que desencadeia o recrutamento de mondcitos e
macrdéfagos, que se tornam alvos subsequentes da infeccéo pelo virus
da dengue. Como resultado, o nimero e a variedade de células infec-
tadas pelo virus da dengue aumentam, e a infec¢do pode se espalhar
por todo o sistema linfatico, com a infeccédo de células da linhagem
mononuclear, incluindo mondcitos derivados do sangue, células den-
driticas mieloides e macréfagos esplénicos e hepéaticos?#25. Embora a
maioria das infec¢des por dengue seja assintomatica, a doenca pode
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apresentar uma gama de sintomas e sinais clinicos, incluindo febre
alta, dor de cabeca severa, dor na regido dos olhos, dores muscula-
res e nas juntas, ndusea, vomitos e erupcdo cutanea. Os sintomas
frequentemente duram de 2 a 7 dias e aparecem apds um periodo de
incubacgdo de 4 a 10 dias ap6s a picada de um inseto infectado. Casos
fatais associados a dengue hemorragica podem ocorrer em 10% dos
casos, e 90% das mortes ocorrem em criancas menores de 15 anos de
idade?®. Entretanto, nas Ultimas décadas, casos de dengue e dengue
hemorrdgica tém se tornado mais frequentes em adultos?’.

1.4.1.2 Zika virus

O Zika virus, que emergiu como um recente problema de satde publica
mundial, foi isolado de um macaco do género Rhesus na floresta Zika,
de Uganda, em 19472, A primeira infeccdo humana foi reportada na
Nigéria, em 19542°, e o primeiro grande surto, que afetou aproximada-
mente 75% dos residentes, foi reportado na Micronésia, em 2007303,
O segundo grande surto de infecgdo por Zika virus afetou a Polinésia
Francesa entre 2013 e 2014 e, subsequentemente, o virus espalhou-
-se para outras ilhas do Pacifico®. No inicio de 2015, o Zika virus foi
reportado pela primeira vez nas Américas, no Estado do Rio Grande
do Norte®. Atualmente, a Organizacdo Mundial da Salde estima que
0 Zika virus esteja presente em mais de 60 paises, incluindo a maioria
dos paises da América Central e do Sul, Sudeste da Asia, Oceania e
Pacifico, Africa e Cabo Verde. Assim como o virus da dengue, a princi-
pal via de transmissé&o do Zika virus é a picada do mosquito A. aegypti;
porém ha fortes evidéncias de transmissé&o viral via contato oral e
sexual®4. Além disso, o virus também foi encontrado na saliva, no leite
materno, no sémen e na urina %%, Sabe-se que o Zika virus infecta
fibroblastos dérmicos humanos, queratindcitos e células dendriticas
imaturas®. As anomalias congénitas associadas ao Zika virus sugerem
que ele também é capaz de contornar a barreira placentéria, e evidén-
cias in vitro demonstram que o Zika virus pode infectar macréfagos
placentérios, citotrofoblasto e células progenitoras neurais®®“'. Os
sintomas e sinais dos pacientes afetados s&o similares aos da infecgéo
por dengue, apresentando febre, dores nas juntas, erupgdo cutanea,
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fadiga e conjuntivite, embora a maioria dos casos de infecgdo por Zika
virus permanegam assintomdticos. O quadro clinico da doenca pode
ter duracdo de 5 a 7 dias e os sintomas ainda sdo observados em 50%
dos individuos apds 5 a 8 dias da infecgdo e em 95% apds 12 dias de
infeccdo*?. As manifestagdes congénitas da infecgéo por Zika virus
incluem microcefalia, ventriculomegalia, calcifica¢des intracraniais,
anormalidades no corpo caloso, lesdes na retina, perda de audigdo e
disfagia“*s-s.

1.4.1.3 Virus da febre amarela

A febre amarela é uma doenga hemorrdgica viral aguda, transmitida
por picadas de mosquitos Aedes ssp ou Haemagogus ssp infectados.
O virus da febre amarela é endémico nas zonas tropicais da Africa e
na América Central e do Sul*"*8, Uma vez contraido, o virus da febre
amarela mantém-se em incubagé&o no corpo durante 3 a 6 dias. Ime-
diatamente apds a inoculagdo do virus da febre amarela, este, primei-
ramente, se replica nos linfonodos e, entdo, dissemina para muitos
orgéos, causando lesdes, ou por consequéncia do efeito citopatico
ou em consequéncia das alteracdes secunddrias da resposta imune
do hospedeiro**-*'. O quadro clinico da infec¢do pode variar de uma
doenga néo especifica até uma febre hemorrdgica fatal. Muitas pes-
soas ndo apresentam sintomas, mas, quando estes ocorrem, 0s mais
comuns sdo febre, dores musculares, sobretudo nas costas, dores de
cabeca, perda de apetite, nduseas ou vomitos (periodo de infeccédo).
Um periodo de remiss&o que dura até 48 horas pode seguir o periodo
de infeccéo, caracterizado pelo desaparecimento dos sintomas e da
febre. Os individuos com infec¢Ges abortivas recuperam-se nesse esté-
gio. No entanto, uma baixa percentagem de doentes (~15%) entra na
terceira fase, a fase toxica, no espago de 24 horas, apds a recuperagéo
dos sintomas iniciais. As febres altas voltam a ocorrer e varios 6rgéos
séo afetados, normalmente o figado e os rins. Nessa fase, é provavel
que as pessoas desenvolvam ictericia (amarelecimento da pele e dos
olhos — dai o nome “febre amarela”), urina escura e dores abdomi-
nais com vémitos. Pode ocorrer sangramento da boca, nariz, olhos ou
estdmago. Metade dos doentes que entram na fase téxica morrem no
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periodo de 7 a 10 dias. A faléncia de varios 6rgéos estd associada com
altos niveis de citocinas pré-infamatdrias, similares ao que € observado
em sepse bacteriana e na sindrome da resposta imune sistémica. A
febre amarela é dificil de diagnosticar, especialmente durante a fase
inicial. A doenga mais grave pode ser confundida com paludismo grave,
leptospirose, hepatite viral (especialmente nas formas fulminantes),
outras febres hemorrdgicas, infecgdes com outros Flavivirus (e.g., febre
hemorrdgica do dengue) e envenenamento®. O tipo selvagem do virus
da febre amarela é primariamente viscerotrépico, com o figado sendo
o0 6rgdo mais afetado; entretanto, o rim, bacgo, linfonodos, coragéo e,
provavelmente, outros 6rgéos, também sdo afetados pelo virus da
febre amarela®:.

1.4.1.4 Virus da hepatite C

A hepatite C é uma doenca causada pelo virus da hepatite C (HCV),
pertencente ao género Hepacivirus, e a infeccéo pelo HCV é associada
tanto a infec¢ges agudas quanto a cronicas, podendo variar de uma
doenca sutil e autolimitada, durando de semanas, até uma infeccdo
cronica progressiva, com duracéo de décadas. A infec¢do aguda pelo
HCV é frequentemente assintomética e, segundo a Organizag&o Mun-
dial da Saude (OMS)*, entre 15% e 45% dos pacientes infectados
podem espontaneamente curar-se da infecc@o apds seis meses, sem
auxilio de nenhum tratamento'. A resposta imunoldgica a essa infec-
¢do ainda é controversa, mas é senso comum que o sistema imune
falhe em gerar uma resposta adaptativa adequada, e que a princi-
pal resposta adaptativa contra a infecgéo seja associada as células
T CD4+ e CD8+, e que a exaustdo dessas Ultimas é a principal causa
do estabelecimento da infec¢do crénica®s. Assim, a evolucéo para a
cronicidade acontece entre 55% e 85% dos casos'. O virus da hepatite
C apresenta uma prevaléncia mundial, e as regides mais afetadas séo
a Asia Central, Leste da Asia e o Norte da Africa. O virus da hepatite
C é comumente transmitido via uso de agulhas contaminadas®*7, via
transfusé@o sanguinea de sangue contaminado, ou seja, sem a reali-
zacdo de um sistema de triagem eficiente, e menos usualmente via
sexual e transmisséo vertical. Os sintomas da infecgdo aguda pelo
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virus da hepatite C incluem febre, fadiga, diminui¢&o de apetite, ndu-
sea, vdmitos, dor abdominal, urina escura, dores nas juntas e fezes
de coloracdo cinza®®.

1.4.2 Familia Togaviridae

1.4.2.1 Virus Chikungunya (CHIKV)

Nos ultimos anos, outro agente patogénico transmitido por mosquitos
— o virus Chikungunya (CHIKV) — evoluiu de um patdgeno relativa-
mente desconhecido e geograficamente isolado para uma ameaca
significativa a saude publica. O virus Chikungunya (CHIKV), o agente
causador da febre Chikungunya (CHIKF), é um virus de RNA de fita
simples, envelopado e pertencente a familia Togaviridae. O genoma
tem aproximadamente 12 KB de comprimento e codifica as proteinas
ndo estruturais (nsPs) na extremidade 5’ e as proteinas estruturais
na extremidade 3'%¢. A ligacdo da glicoproteina E viral aos receptores
da célula do hospedeiro medeia a endocitose do virus, mediada pela
clatrina na célula hospedeira. A fusdo do envelope viral e da vesicula
endossdmica libera o nucleocapsideo no citoplasma. O genoma viral é
liberado, seguido pela traducdo de proteinas ndo estruturais, usando
o processo de traducgdo da célula hospedeira, levando a formagéo da
replicase viral. Esta sintetiza uma fita de RNA de sentido negativo, que
serve como molde para gerar o RNA de sentido positivo e RNA sub-
gendmico (26S). Isso leva a expressdo e a maturagéo da poliproteina
estrutural. A poliproteina é clivada em diferentes proteinas estruturais,
e o capsideo, que se arranja com o genoma para produzir o nucleo-
capsideo. O nucleocapsideo brota da membrana plasmética, enquanto
uma parte, originada da membrana plasmadtica do hospedeiro com
glicoproteinas incorporadas, forma o envelope do CHIKV®®.

E uma doenca transmitida por mosquitos aos seres humanos, pelos
onipresentes mosquitos Aedes, incluindo A.aegypti e A. Albopictus®®'.
Tal como acontece com outras infecgdes arbovirais, os sintomas podem
variar de leves a graves®. A fase aguda do Chikungunya (CHIKF)
geralmente surge abruptamente, embora também possa levar alguns
dias. O virus Chikungunya causa febre alta e dor multiarticular grave,
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bem como dor muscular, dor de cabeca, ndusea, fadiga e erupcdes
cutaneas, que seguem um periodo médio de incubagéo de 5 a 7 dias®'.
N&o diferentemente dos sintomas de outros Alphavirus artritogénicos
tropicais, o virus Chikungunya pode causar dor articular muito severa;
ndo diferente da febre de dengue, tem durag&o variavel®2%3. Esse virus
apresenta um tropismo especial pelo tecido ésseo e articular. Apds
a fase aguda, o CHIKF é raramente acompanhado por dor articular
cronica, episddica e frequentemente debilitante, inchacgo, mialgia,
fadiga, até depressdo e problemas cognitivos. Os pacientes podem
desenvolver distlrbios reumaticos crénicos, que néo diferem da artrite
reumatoide e da espondilite anquilosante®“.

1.4.3 Familia Retroviridae

1.4.3.1 Virus HIV

Os Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1 e HIV-2) pertencem a
familia Retroviridae e sdo virus envelopados. A principal diferenca entre
as duas infecgGes por esses virus € que a progressdo para a imunode-
ficiéncia ocorre de maneira mais lenta em individuos infectados por
HIV-2, comparados aos individuos infectados por HIV-1. Geografica-
mente, enquanto o HIV-1 apresenta prevaléncia mundial, o HIV-2 ocorre
principalmente na Africa Ocidental e em comunidades da Europa com
ligagbes socioecondmicas a Africa Ocidental®s. O HIV usa a molécula
CD4 como um receptor que esta presente nas células CD4 +, como
linfécitos T, macréfagos, mondcitos, células dendriticas e células apre-
sentadoras de antigeno. Um segundo correceptor, além da molécula
CD4, é necessario para que o HIV entre na célula hospedeira: CCR5
para macréfago com tropismo para HIV e CXCR4 para linfécitos T com
tropismo para HIV. Essa ligagéo traz mudanga conformacional no enve-
lope viral, desencadeando a entrada do virus na célula hospedeira. Uma
vez que a fusdo do virus ocorre com a célula hospedeira, o RNA viral
é liberado no citoplasma. O RNA viral é, entédo, usado para sintetizar
o DNA dupla fita pela enzima transcriptase reversa (DNA polimerase
dependente de RNA). O DNA dupla fita é entéo circularizado e entra no
nucleo da célula hospedeira. Esse DNA circular dupla fita integra-se ao
genoma hospedeiro e o processo é catalisado pela enzima integrase.
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Esse tipo de DNA viral integrado no DNA do hospedeiro é conhecido
como provirus. Uma vez que o DNA viral esteja integrado, a infecgéo
do HIV é permanente. O virus HIV pode, entdo, entrar em laténcia ou
entrar em ciclo produtivo. No ciclo produtivo, o DNA viral é, entéo,
transcrito em mRNA pela RNA polimerase do hospedeiro g, finalmente,
traduzido para proteinas virais. Essas proteinas virais séo processadas
para formar componentes de virion, que s&o, entdo, montados. O virus
da progénie agora amadurece e é liberado por brotamento®®.

O HIV tem como alvo o sistema imunoldgico e enfraquece os siste-
mas de defesa das pessoas contra infec¢des e alguns tipos de cancer.
Como o virus destréi e prejudica a fungdo das células imunoldgicas,
os individuos infectados tornam-se gradualmente imunodeficientes. A
imunodeficiéncia resulta em maior suscetibilidade a uma ampla gama
de infecgBes, canceres e outras doencas, que pessoas com sistemas
imunoldgicos saudaveis podem combater. A infec¢do apresenta trés
estdgios: infecgdo aguda, laténcia clinica e AIDS®"-%8. Dentro de 2 a
4 semanas apéds a infecgédo, muitas pessoas desenvolvem sintomas
semelhantes aos da gripe, frequentemente descritos como “a pior gripe
de todos os tempos”. Os sintomas podem incluir febre, glandulas incha-
das, dor de garganta, erupcdo cutanea, dores musculares e articulares
e dor de cabega. Durante esse periodo inicial da infeccéo, grandes
quantidades de virus estdo sendo produzidas. O virus usa células CD4
para replicé-las e destrui-las no processo. Por causa disso, a conta-
gem de células CD4 pode cair rapidamente. Apés o estdgio agudo da
infeccdo pelo HIV, a doenga entra em um estdgio chamado de “laténcia
clinica”. Durante o estdgio de laténcia clinica, as pessoas infectadas
pelo HIV ndo apresentam sintomas, ou apenas sintomas leves. Nesse
estdgio, o virus HIV continua a se reproduzir em niveis muito baixos,
mesmo que nédo possa ser detectado com exames laboratoriais padréo.
O terceiro estdgio da infec¢do pelo HIV ocorre quando o sistema imuno-
I6gico estd seriamente comprometido, apresentando o nimero de suas
células CD4 abaixo de 200 células por milimetro clbico de sangue.
Esse estdgio, chamado de sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), pode levar de 2 a 15 anos para se desenvolver, dependendo do
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individuo®¢. Nesse ponto, é mais provavel que o individuo infectado
desenvolva infecgdes graves ou doengas bacterianas e flngicas. Essas
infeccdes sdo referidas como “infec¢des oportunistas”. Além disso, o
individuo pode desenvolver certos tipos de cancer ou outras manifes-
tagOes clinicas graves®°.

1.4.4 Familia Orthomyxoviridae

1.4.4.1 Virus Influenza

Existem 3 tipos de virus da influenza sazonal que infectam humanos:
tipos A, B e C. Os virus Influenza A e B circulam e causam epidemias
sazonais da doenca. O virus Influenza C é detectado com menos fre-
quéncia e, geralmente, causa infecgGes leves, ndo apresentando, por-
tanto, importancia para a saude publica™. O ciclo replicativo desses
virus se inicia quando a proteina hemaglutinina (HA), uma glicoproteina
de superficie viral, reconhece o dcido N-acetilneuraminico (sidlico) da
superficie da célula hospedeira. Apds a ligacéo da proteina HA do virus
da gripe (ou da Proteina HEF do virus Influenza C) ao acido sidlico, o
virus é endocitado. A acidez do compartimento endossomal & crucial
para o desnudamento do virus. O pH baixo desencadeia alteragéo
conformacional na HA, expondo um peptideo de fusdo que medeia a
fusdo do envelope viral com o endossomo membrana, abrindo, assim,
um poro, através do qual as ribonucleoproteinas (RNPs) virais sdo
liberadas no citoplasma da célula hospedeira. Uma vez liberadas do
virion, as RNPs sé&o direcionadas para o nucleo da célula hospedeira,
onde ocorrerd a replicacdo do RNA viral. As proteinas do envelope séo
sintetizadas a partir de mRNA de origem viral, em ribossomos ligados
a membrana no reticulo endoplasmatico, onde sdo dobrados e dire-
cionados para o aparato de Golgi para modificac&o pds-traducional e
subsequente montagem do virion™.

A gripe € uma doenca respiratdria contagiosa causada pelos virus
Influenza. Esses virus podem causar doenca leve a grave e, as vezes,
levar a morte. A gripe é diferente de um resfriado e manifesta-se repen-
tinamente. As pessoas que tém a gripe frequentemente apresentam
febre, tosse, dor de garganta, nariz escorrendo ou entupido, dores
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musculares ou corporais, dores de cabeca e fadiga. Algumas pessoas
podem ter vomitos e diarreia, embora isso seja mais comum em crian-
cas do que em adultos. A maioria das pessoas que contraem gripe se
recupera em poucos dias, mas algumas desenvolvem complicag¢es,
como pneumonia, algumas das quais podem ser fatais. As infeccdes
dos seios da face e do ouvido sdo exemplos de complicacdes mode-
radas da gripe, enquanto a pneumonia é uma complicacéo grave, que
pode resultar da infecgdo pelo virus da Influenza isolado ou da coin-
feccdo do virus da gripe e bactérias. Outras possiveis complicagdes
graves desencadeadas pela gripe podem incluir inflamagéo do coragéo
(miocardite), tecidos do cérebro (encefalite) ou muscular (miosite, rab-
domidlise) e insuficiéncia de multiplos érgéos (por exemplo, insuficién-
cias respiratéria e renal)™.

1.4.5 Familia Herpesviridae

1.4.5.1 Virus da Herpes Simples (HSV)

Os virus da herpes simples 1 e 2 pertencem a familia Herpesviridae e
sdo virus envelopados com DNA de fita dupla como material genético.
O virion do HSV tem quatro partes: um ntcleo contendo DNA viral; uma
cdpside icosapentaédrica; um tegumento — uma camada amorfa de
proteinas que envolve o capsideo; e um envelope.

O genoma do HSV é um genoma relativamente longo, com HSV-1 e HSV-
2, cada um codificando, pelo menos, 74 genes. No ciclo replicativo, o
virion invade a célula, fundindo seu envelope com a membrana celular.
Essa fus&o é mediada por glicoproteinas presentes no envelope viral.
Uma vez concluida a fusédo do envelope, o tegumento viral e o capsideo
sdo transportados para o ntcleo da célula infectada. O tegumento
permanece ligado ao capsideo e segue para o nucleo usando as pro-
teinas do citoesqueleto da célula infectada™. Uma vez que o capsideo
atinge o ntcleo, o capsideo injeta o DNA viral linear no nicleo da célula
infectada. Apds, a supressédo da sintese proteica celular do hospedeiro
€ necessdria para o inicio da replicagdo do DNA viral. Esse processo é
conhecido como desligamento antecipado ou desligamento do hospe-
deiro associado ao virion (VHS). As atividades do VHS afetam muiltiplas
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funcdes celulares, incluindo a interrupgéo da sintese de proteinas do
hospedeiro e a degradacdo do mRNA do hospedeiro. O VHS permanece
no citoplasma para realizar essas funcdes, enquanto o capsideo viral
vai diretamente para o nicleo para injetar o genoma viral. Uma vez
replicado, o DNA deve ser clivado e rearranjado em um novo capsideo.
A formacéo de capsideo prossegue por meio de multiplos estédgios,
primeiro pela formagédo de capsideos parciais; depois, pela formacéo
de um intermedidrio de capsideo esférico fechado; e, finalmente, pela
capside icosaédrica fechada™. Apds a formacéo do nucleocapsideo,
o capsideo deve sair do ntcleo. O capsideo move-se em diregcdo a
membrana interna do nicleo imediatamente antes da formacéo do
invélucro do virion primdrio. Uma vez que o capsideo sai do ntcleo, ele
forma o tegumento e envelope secundario. O tegumento é formado em
dois locais, tanto no capsideo, quanto no envelope™. Esses dois locais
de submontagem utilizam dois conjuntos diferentes de proteinas em
suas fungdes. Apds a montagem, um virion maduro é formado dentro
de uma vesicula celular. Essa vesicula, entdo, migra para a membrana
celular e se funde com ela para liberar o virion maduro.

Os virus da herpes simples estéo entre as infecgGes humanas mais
presentes, sendo que 90% da populagdo mundial possui um ou ambos
os virus, e as infecgdes por esse virus sdo vitalicias. O HSV-1 é o virus
mais prevalente, com 54% das pessoas nos Estados Unidos tendo
anticorpos para o HSV-17°. A epidemiologia na Europa é semelhante,
com, pelo menos, metade da populagéo soropositiva para o HSV-1. Nos
paises em desenvolvimento, o0 HSV-1 é quase universal, e geralmente
adquirido a partir do contato intimo com a familia na primeira infancia’.
O HSV-1 estd normalmente associado a infeccdes orofaciais e ence-
falite, embora a maioria seja assintomatica. As infec¢des por HSV-2
sdo marcadamente menos frequentes que as infecgdes por HSV-1. As
taxas de infecg¢do variam de acordo com o pais, assim como os niveis
de atividade sexual. Em alguns paises, como Espanha e Filipinas, a pre-
valéncia do HSV-2 gira em torno de 10%, aumentando para 20% a 30%
na maioria dos paises europeus e nos Estados Unidos’". Os paises em
desenvolvimento apresentam uma carga muito maior de infecgdo por
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HSV-2, com muitas populagdes na Africa com uma prevaléncia maior
que 50% na populagéo geral®®. Como as infec¢des por HSV-2 sdo trans-
mitidas quase que exclusivamente durante a atividade sexual, o risco
do HSV-2 reflete o nivel de atividade sexual de uma pessoa, o niimero
de parceiros e a prevaléncia de infeccdo na populacgdo. As infecgdes
por herpes, geralmente, ndo apresentam sintomas, ou sintomas leves
que ndo séo reconhecidos. A maioria das pessoas infectadas néo sabe
que estd infectada. Normalmente, cerca de 10%-20% das pessoas com
infeccdo por HSV-2 relatam um diagndstico prévio de herpes genital®'.

1.4.6 Familia Coronaviridae

1.4.6.1 Sars-CoV-2

Os coronavirus séo um grupo diversificado de virus envelopado. O seu
genoma é composto por fita de RNA simples com polaridade positiva
de aproximadamente 30 KB, apresentando o maior genoma entre os
virus de RNA conhecidos até o momento®. Os coronavirus infectam
animais diferentes e podem causar infecgdes respiratdrias leves a gra-
ves em humanos. Em 2002 e 2012, respectivamente, dois coronavirus
altamente patogénicos de origem zoonética, o coronavirus causador
da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e o coronavirus
causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), sur-
giram em humanos e causaram doenca respiratéria fatal. No final de
2019, um novo coronavirus, designado como SARS-CoV-2, surgiu na
cidade de Wuhan, China, causando uma pandemia®38, Até o presente
momento, foram reportados 62.378.353 casos confirmados mundial-
mente com 1.454.819 mortes, sendo 6.290.272 casos de SARS-CoV-2
detectados no Brasil.

As etapas iniciais da infecgdo do SARS-CoV-2 envolvem a ligagdo espe-
cifica da proteina spike (S) com receptores celulares do hospedeiro.
Os trimeros S projetam-se do envelope viral derivado do hospedeiro
e fornecem especificidade para os receptores de entrada celular. As
particulas de coronavirus se ligam a fatores de fixacdo celular e as
interacGes S especificas com os receptores celulares (como a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2)), juntamente com fatores do
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hospedeiro (como a serina protease da superficie celular TMPRSS2)
promovem a absorcéo viral e a fusdo na membrana celular ou endosso-
mal. Apds a entrada, a liberagdo e o desencapsulamento, o RNA geno-
mico é traduzido em duas grandes estruturas de leitura aberta, ORFl1a
e ORF1b, que traduzirdo as poliproteinas ppla e pplab, que originarédo
as proteinas néo estruturais que formam o complexo de replicacdo
e transcri¢do viral. Concordante com a expresséo das proteinas ndo
estruturais, sdo formadas, com a biogénese de organelas de replicagéo
viral consistindo em vesiculas, membranas convolutas e pequenas
esférulas de membrana dupla abertas, um microambiente protetor para
a replicagédo de RNA gendmico viral e transcrigdo de mRNAs subgend-
micos. Apds a traducdo de proteinas estruturais e acessérias a partir de
RNAs subgendmicos, as proteinas estruturais traduzidas se translocam
em membranas de reticulo endoplasmético (ER) e transitam através
do compartimento intermedidrio ER-para-Golgi, onde a interagdo com
RNA gendmico N-encapsulado recém-produzido resulta em brotamento
no limen dos compartimentos vesiculares secretores. Finalmente, os
virions séo secretados da célula infectada por exocitose®.

Os sintomas mais comuns de pacientes confirmados com infecgdo
por SARS-CoV-2 sdo febre, tosse e mialgia ou fadiga, enquanto a pro-
ducéo de expectoracéo, dor de cabeca, diarreia e vomito s&o menos
frequentes®®-®. Os casos leves apresentam apenas febre baixa e fadiga
leve, sem pneumonia. Casos graves e moderados apresentam como
manifestacgdes clinicas dispneia, linfopenia e hipoalbuminemia, que
ocorrem principalmente em pacientes idosos®¢. E importante notar que
0s pacientes com doenca grave ou critica podem ter febre moderada
ou baixa, ou mesmo nenhuma febre significativa. Os idosos e aque-
les com doencas cronicas, incluindo diabetes, hipertenséo e doencas
cardiovasculares, apresentam progndsticos ruins®.
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1.5 Farmacos antivirais convencionais

Devido a um elevado nimero de patologias virais existentes, diversas
empresas farmacéuticas iniciaram programas para encontrar poten-
ciais fArmacos com atividade antiviral. Entretanto, de acordo com a
ISIRV (International Society for Influenza and other Respiratory Virus
diseases) (2017), poucos, de fato, apresentaram-se eficazes, e somente
alguns foram licenciados®°.

Devido ao fato de o virus ser um parasita intracelular obrigatério, a
eficacia de medicamentos que atuassem contra esse antigeno apre-
sentou-se muito baixa. Com a descoberta da existéncia de enzimas
produzidas pelos virus, as quais muitas vezes estavam diretamente
ligadas a determinadas fases de replicagdo do virus, comegaram a
surgir novos farmacos em potencial, inclusive nanomateriais °'.

A forma de acgdo dos farmacos antivirais varia de acordo com o tipo
de virus a ser combatido e o tipo de composicdo quimica do farmaco;
entretanto, a maioria deles segue 0 mesmo principio: inibir a etapa de
replicacdo do material genético do virus ou inibir a etapa de absorgao®.

De acordo com uma nota emitida pela OMS (Organizag&do Mundial
da Saude), em 2008, alguns virus tém apresentado resisténcia aos
farmacos ja existentes, principalmente de pacientes com tratamento
prolongado e imunocomprometidos. Os farmacos antivirais tornam-se
mais potentes quando utilizados em terapia combinada, uma vez que
a maior parte dos antivirais apresenta baixa poténcia e é suscetivel a
resisténcia por parte do virus®.

Assim, novas alternativas para o tratamento de viroses estdo ganhando
destaque nos laboratérios de pesquisa, sendo o uso de nanomateriais
antivirais uma alternativa promissora para o combate de diversas viro-
ses.
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2. Nanomateriais e virus

A apresentacdo de informacgdes referentes a utilizagdo de nanomate-
riais como antivirais foi dividida em trés subgrupos, de acordo com a
sua atuacdo: (i) atuacdo direta no virus; (ii) atuacéo indireta no virus;
e (iii) nanobiossensores para fins diagnésticos.

2.1 Atuacao direta no virus

Este tépico engloba exemplos de plataformas nanoestruturadas com
atividade antiviral, cuja forma de ac&o envolve acgéo direta na estrutura
viral, ou seja, em seu envelope, em seu capsideo e/fou em seu ntcleo.

2.1.1 Sistemas nanoestruturados inorganicos para
tratamento de infecc¢ao viral

a)Nanoparticulas de prata (Ag-NP)

Nanoparticulas de prata sdo um dos nanomateriais mais descritos
na literatura. O potencial antiviral dessa nanoestrutura associada ao
Mercaptoetano Sulfonato (MES) contra o virus da Herpes Simples Tipo
1 (HSV-1) j& foi descrito, em que se incubaram células com o virus
HSV-1 e diferentes concentracdes da nanoestrutura. De acordo com os
resultados obtidos in vitro, a infeccéo desse virus em células incubadas
com a nanoestrutura foi praticamente inexistente, quando compara-
da as células que receberam o virus sem a adi¢do da nanoparticula,
mostrando que estas inativaram sua a¢do®.

As Ag-NP impediram a ligagéo das glicoproteinas virais do HSV-1 ao
sitio de ligagdo da membrana celular hospedeira. Dessa forma, o virus
n&o conseguiu reconhecer a célula-alvo e ndo penetrou pela sua mem-
brana (Figura 4). O potencial citotéxico dessas nanoparticulas de
prata associadas ao MES foi testado em células de mamiferos, que
apresentaram 100% de viabilidade. O Mercaptoetano Sulfonato livre
apresenta expressiva citotoxicidade; entretanto, quando nanoestrutu-
rado, essa toxicidade foi expressivamente minimizada®.

327



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

Figura 4. Representagdo do modo de acédo de nanoparticulas de
prata (AgNP) contra o virus HSV-1. As Ag-NP impedem a ligag&do das
glicoproteinas virais do HSV-1 ao sitio de ligagdo da membrana da

célula hospedeira

y \f‘ﬂ
L1 foas

Célula
hospedeira

Fonte: adaptada de BARAM-PINTO (2009)°*

Particulas metdlicas, em especial a de prata e a de ouro, normalmente
apresentam atividade contra uma grande variedade de virus. Para
tal, sugestivamente, hd interacdo direta entre essas nanoparticulas
e a proteina viral, uma interagdo com o nucleo do virus, ou, ainda, a
interacdo da nanoparticula com glicoproteinas da membrana viral®.

b) Nanoparticula de silica (Si-NP)

Nanoparticulas de silica sdo comumente descritas na literatura. Isso
ocorre devido as suas caracteristicas atrativas, tais como notével bio-
compatibilidade, funcionalidade, facilidade de manipulacéo e, ainda,
por ndo apresentarem citotoxicidade®.

Nanoparticulas de silica ja foram utilizadas no tratamento de células
in vitro infectadas pelo virus da AIDS, o HIV. Quando n&o ha adig&o
da nanoparticula de silica, o virus HIV consegue realizar a transdugéo
do seu material genético em todas as células (Figura 5 A). Quando
os virus, incubados anteriormente com nanoparticula de silica, foram
adicionados as células, observou-se que a nanoparticula apresentou
potencial para se ligar as glicoproteinas do virus, impedindo que ele se
ligasse e se conectasse as células hospedeiras, e, por consequéncia,
blogueou sua infecgdo (Figura 5 B). Entretanto, quando a incubacéo
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das nanoparticulas foi realizada com a célula, e ndo com o virus, obser-
vou-se que a nanoparticula néo foi capaz de bloquear todos os sitios
de ligagédo célula-virus, ocorrendo a infecédo da célula (Figura 5 C). A
nanoparticula de silica ndo apresentou citotoxicidade as células ndo
infectadas pelo virus®.

Figura 5. Ilustracdo do processo de atuacgédo da nanoparticula de silica
em virus HIV. Células verdes representam células normais; células

amarelas representam células infectadas

IO Nanoparticula de silica © Virus HIV I

Fonte: adaptada de DE SOUZA E SILVA (2016)".

c) Nanotubos de carbono
Nanotubos de carbono pertencem a familia dos fulerenos e apresentam
uma nanoestrutura cilindrica, com propriedades de conducéo elétrica,
térmica e mecanica, e por tal caracteristica tém diversas utilidades,
dentre elas, medicinais®®.

J4a foram desenvolvidos nanotubos de carbono associados a porfirina,
um composto amplamente utilizado em terapias fotodinamicas para
inibir a proliferacéo do virus Influenza. Quando esse nanomaterial
foi submetido a luz visivel (emitida por lampada fluorescente), houve
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expressiva producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio). Sabe-
-se que a oxidagao produz diversos danos ao virus, inclusive atuando
diretamente no seu material genético, e, por isso, apresentou elevada
atividade contra o virus testado. Entretanto, devido ao fato de a oxi-
dacgdo causar danos as células do organismo, sua agdo in vitro ndo
foi vidvel. Dessa forma, a utilizagdo desse nanotubo foi considerada
efetiva apenas em modelos in vitro, sendo utilizado para combater
viroses de dguas residuais, podendo, inclusive, ser reutilizado'®.

2.1.2 Sistemas nanoestruturados organicos para
tratamento de infeccéo viral

a)Dioxido de titanio (TiO,)

O dioxido de titanio é um cristal frequentemente utilizado nas indus-
trias de construcdo (na producéo de tintas, soldaduras, por exemplo),
sendo empregado também em pesquisas relacionadas a sua agdo
contra virus. Por apresentar estabilidade estrutural, biocompatibilida-
de e atividades fotocataliticas importantes, é bastante utilizado para
diversos fins''.

Utilizou-se essa capacidade fotocatalitica de TiO, para testar sua efi-
ciéncia contra o virus H,N, (gripe aviaria) in vitro. Ao receber ondas
de luz com comprimento de 365 nm (luz negra), esse nanomaterial'®
produziu espécies reativas de oxigénio (ROS). Esse potente oxidante
atuou contra o virus, inativando-o sob sua totalidade quando, suges-
tivamente, oxidou proteinas importantes do virus. Dessa forma, essa
nanoparticula apresentou importante atividade antiviral.

b) Nanomicelas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas geralmente apresentam como caracte-
ristica a flexibilidade, a estabilidade e o baixo indice de polidisperséo,
sendo comumente utilizadas como carreadores de farmacos, ampla-
mente empregadas para vetorizagdo de farmacos, principalmente para
inibicdo de crescimento de células cancerigenas e bacterianas'®.
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Apesar disso, micelas poliméricas em escala nanométrica foram uti-
lizadas para destruir uma ampla variedade de virus, principalmente o
HIV, hepatite, influenza e raiva. Essa nanoparticula atua bloqueando
os sitios de ligagdo do virus, impedindo que este reconhega e se ancore
a célula-alvo. Entretanto, sua agéo vai além de bloquear os sitios de
ligacdo; ela se funde ao envelope viral, penetrando na estrutura viral,
inativando o virus 104105,

A utilizacé@o de nanoviricideos (nome da micela polimérica desenvol-
vida pelo laboratdrio NanoViricides, Inc) como antiviral apresentou
diversas vantagens, dentre as quais destacam-se a especificidade
ao alvo (virus) sem gerar efeitos metabdlicos adversos; seguranca
na utilizac&o in vivo, por ser biodegraddvel no organismo; e pela sua
acdo a um amplo espectro de virus, incluindo VZV, herpes oral e geni-
tal, doencas virais do olho, incluindo EKC e ceratite por herpes, HINT1,
gripe suina, gripe avidria H5N1, gripe sazonal, HIV, hepatite C, raiva,
dengue e virus Ebola, entre outros, por diversas rotas de administra-
cdo — como intravenosa, vacinas — com custos reduzidos'®*'%¢, Dessa
forma, nanoviricideos encontram-se em testes pré-clinicos, sendo um
potencial farmaco antiviral.

c) Nanoemulsdes

Nanoemulsdes sdo exemplos de nanomateriais, por serem constituidas
por uma fase oleosa, fase aquosa e um agente surfactante que, juntos,
formam goticulas na escala nanométrica "%, Devido a capacidade
de a nanoemulsdo se associar a diversos farmacos e direcioné-los as
células-alvo, a eficacia do fa&rmaco é aumentada, sendo a dose total
necessdria para o tratamento reduzida, diminuindo, assim, os efeitos
colaterais'®. Além disso, a nanoemuls&o diminui a exposicéo do far-
maco as agdes externas, como oxidacgéo e hidrélise, preservando sua
atividade'®”"°. Assim, o uso de nanoemulsdes tem ganhado atencéo,
pois supera limitagdes apresentadas pela administragéo convencional
de farmacos™2,
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Em um estudo recente, avaliou-se o potencial antiviral contra HIV de
nanoemulsdes associadas a melitina, um peptideo anfipatico encon-
trado abundantemente no veneno de abelhas, apresentando impor-
tante atividade hemolitica. Sua capacidade de interagir e desestabi-
lizar membranas artificiais ja é conhecida na literatura, sendo notéria
sua atividade antifliingica e antibacteriana*""¢. Observou-se que essa
nanoemuls&do agregou-se ao envelope viral, causando uma alteragdo
em sua estrutura. Dessa forma, o envelope viral foi destruido e, por-
tanto, teve sua atividade inibida. A melitina livre apresenta elevada
citotoxicidade; entretanto, quando associada a nanoemulsao, essa
toxicidade foi amplamente reduzida e direcionada apenas ao virus
em estudo in vitro'.

8N8 é um surfactante ndo idnico, que ja apresentou rdpida atividade
antibacteriana e antiviral. Uma nanoemuls&o contendo esse surfac-
tante apresentou atividade antiviral contra o HIV, Herpes, Influenza A e
contra vaccinia, atuando de forma similar a nanoemulséo estruturada
com melitina, inativando a agédo viral pela degradacdo da membrana
lipidica viral. Observou-se também que quando virus ndo envelopados
foram submetidos a esse nanomaterial, estes permaneceram ativos,
mostrando que a acdo dessa nanoemulsdo estd relacionada a intera-
¢do com bicamadas lipidicas™®.

Outro exemplo do uso de nanoemulsdes no tratamento de viroses
€ a nanoemulsdo de polissorbato 80 e Indinavir para tratamento de
HIV. O Indinavir € um medicamento utilizado no tratamento de HIV
para controlar carga viral por mecanismo de inibicdo de protease; no
entanto, ndo é capaz de atravessar a barreira hematoenceféalica. Essas
nanoemulsdes contendo o farmaco aumentaram o seu actimulo no
cérebro, por estudo in vivo"®, sendo este um exemplo de como a nano-
tecnologia pode ser utilizada para aprimorar tratamentos j& existentes.
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2.2 Atuacao indireta no virus

Este topico engloba nanomateriais com atividade antiviral cuja forma
de acéo foi indireta, ou seja, néo teve relagdo com a estrutura viral,
mas impediu a sua proliferacéo, atuando contra o vetor transmissor,
ou ainda, induzindo melhor resposta imunoldgica por meio de vacina,
ou, ainda, carreando fdrmacos antivirais convencionais. Este ultimo
foi considerado como modo de agdo indireta, pois quem atua direta-
mente no virus é o farmaco, e ndo o nanomaterial, sendo este apenas
carreador da substancia.

2.2.1 Atuacao contra o vetor transmissor

Muitas viroses sdo transmitidas por inimeros vetores. Varias doencas
que atingem plantas séo transmitidas por insetos, em sua maioria. Isso
também € valido para doengas humanas, como a dengue, a febre ama-
rela, a chikungunya e a zika. Devido a tal fato, o mosquito transmissor
dessas doencas tem sido alvo de inimeras pesquisas, visando ao seu
combate como forma de prevenir as viroses''2,

Nanoparticulas de prata associadas ao extrato vegetal extraido de
Hedychium coronarium (lirio-do-brejo) foram desenvolvidas, sendo
avaliado seu potencial contra o mosquito A. aegypti, inseto transmis-
sor da dengue, febre amarela, chikungunya e zika. O nanomaterial
apresentou expressiva toxicidade contra o mosquito em diferentes
estdgios de desenvolvimento, sendo bastante eficiente em todos os
estdgios larvais e no individuo adulto, e menos ativo em pupa. Houve,
ainda, notavel penetrabilidade a cuticula do animal, devido ao tamanho
extremamente pequeno do nanomaterial'??,

Nanoemulsfes também sdo amplamente utilizadas para o combate
de mosquitos transmissores de doengas, em especial, 0 A. aegypti,
pois sdo facilmente associadas a diversos éleos vegetais. O uso de
tais 6leos associados a nanoemulséo é encontrado em abundancia na
literatura, tal como R. officinalis, O.basilicum L., apresentando expres-
siva toxicidade contra a larva do mosquito'?®. O uso de nanomateriais
associados a extratos vegetais apresenta vantagens quando compa-
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rados a inseticidas convencionais. Por se tratar de extratos vegetais,
séo biodegraddveis, causando menos polui¢cdo ao meio ambiente. Além
disso, devido a sua alta efetividade, doses pequenas de extratos asso-
ciados a nanoemulsado seriam suficientes para combater o mosquito,
reduzindo os custos e diminuindo os impactos ambientais'®.

H4, ainda, o uso de nanomateriais como antivetores apenas de alguns
mosquitos transmissores de doencas infecciosas, como o A. aegypti
e A. stephensi. Esses vetores sdo responsdveis pela transmisséo de
doencas como maldria, dengue e Zika '?°. Sabendo que hé& outros inu-
meros vetores transmissores de virus, a busca por novas nanoestru-
turas aparenta ser um potencial para novas pesquisas.

2.2.2 Vacinas

Vacina é um método utilizado para imunizar um organismo contra
determinado patdgeno. Trata-se de um método preventivo, em que
se busca preparar o sistema imunoldgico do ser vivo para uma even-
tual infeccdo. A vacinagéo é baseada na inoculacdo do microrganis-
mo dentro do organismo, de forma que este produza anticorpos que
atuem contra o agente invasor. Entretanto, para que a manifestagao
da doenca n&o ocorra, utiliza-se o microrganismo morto, ou parte de
sua estrutura (antigeno), ou, ainda, ele vivo, mas incapaz de causar
a doenga'?s,

Os programas de vacinacéo foram responsaveis pela erradicagéo de
algumas doengas, como a poliomielite, hepatite A, difteria, tétano,
rubéola, entre outras. No entanto, hd viroses que sofrem mutacdes,
por exemplo, o virus da gripe, sendo a imunizagéo realizada ante-
riormente nédo eficaz a nova estrutura viral. Além disso, ndo existem
vacinas para todos os virus causadores de doengas, como o virus da
AIDS. Dessa forma, novas alternativas para combater esses antigenos
sdo interessantes no aspecto medicinal. A nanotecnologia tem sido
utilizada como ferramenta para o desenvolvimento e o aprimoramento
de vacinas, pois se utilizando nanoparticulas poliméricas, por exemplo,
pode-se conferir ao sistema maior atividade imunogénica; protecédo
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contra atividade enzimédtica e direcionamento a tipos especificos de
células’?’128,

Os principais tipos de nanossistemas utilizados para a imunizacéo e a
encapsulacdo de antigenos s&o os lipossomos, as vesiculas multilame-
lares com bicamada interligadas (ICMVs — do inglés, interbilayer-cross-
linked multilamellar vesicles), nanomicelas catidnicas e aprisionamento
por polimeros biocompativeis, como a quitosana'’.

Nanoemulsdes do tipo dgua/dleo/agua, associadas ao virus da Influen-
za H5NT1 inativado, foram testadas como vacinas in vitro. De acordo com
os resultados obtidos, houve uma resposta imunolégica do organismo
semelhante a vacinacéo sem a utilizacdo de nanoestrutura; entretan-
to, a resposta com o sistema nanoestruturado foi mais rdpida e mais
potente. Isso representa uma relagéo de custo-efetividade em relagéo
a producéo das vacinas e imunizacdo mais rapida da populacgéo, evi-
tando que ocorram pandemias'?®12°,

2.2.3 Carreadores de farmacos

A utilizac&o de farmacos convencionais utilizados para o combate de
virus causadores de doencas é bastante aplicada em inimeras viro-
ses. Entretanto, ha alguns pontos que devem ser levantados quanto
a sua eficacia. Primeiramente, quando o medicamento entra no corpo
do organismo, ele estard exposto a todas as células, e néo apenas ao
virus; desse modo, diversos medicamentos acabam agredindo células
e tecidos néo alvo, causando diversos efeitos colaterais. Além disso,
as doses comumente sdo mais elevadas e podem sobrecarregar o
organismo.

A utilizacdo de plataformas nanoestruturadas como carreadores des-
ses farmacos antivirais diminui expressivamente os efeitos adversos
causados ao organismo, uma vez que tais sistemas atuam diretamente
nos virus ou nas células infectadas, e podem ser efetivos em doses
reduzidas'’®.
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Dentre os diversos tipos de nanomateriais que podem servir como car-
readores de farmacos antivirais, os lipossomos mostraram-se bastante
eficientes quando associados a anticorpos especificos de determinados
virus, como os virus da familia Hepatite, Influenza e RSV'®'. Baseado em
outro modelo de carreamento de farmacos (nanoparticulas poliméri-
cas), um modelo de vacina foi desenvolvido para HIV-1 com agonistas
TRL5, que aprimorou a imunizag&o em estudo in vivo'.

2.3 Nanobiossensores para fins diagndsticos

Biossensores s&o elementos bioldgicos que reconhecem determinado
organismo ou substancia. A principal caracteristica de um bom modelo
de diagndstico é a deteccdo de moléculas exclusivas da doenca em
seus estdgios precoces e converter essa molécula em um sinal sufi-
cientemente forte diante dos sinais emitidos por outras moléculas que
ndo sdo de interesse’.

A utilizacdo de materiais nanoestruturados tem proporcionado aos
métodos de diagndstico ja existentes maiores niveis de sensibilidade
e especificidade. Adicionalmente, novos modelos de deteccéo estdo
sendo desenvolvidos, utilizando tal tecnologia. Nanoparticulas poli-
méricas ou magnéticas podem ser utilizadas para carrear anticorpos
em imunoensaios, assim como sensores de tamanhos nanométricos
estdo sendo desenvolvidos para aumentar os sinais de deteccdo'.

Desse modo, este tépico aborda alguns nanomateriais utilizados na
deteccdo prévia dos virus, indicando suas presencgas em determinado
organismo in vitro ou in vivo, e, ainda, a classificagdo quanto aos tipos
de virus.

2.3.1 Silica magnética modificada

Silica magnética modificada ja foi utilizada para reconhecer trés virus
considerados letais: HIV (virus causador da AIDS) e os virus causadores
de herpes: HVB e HCV, melhorando o progndstico dessas morbidades.
A partir do magnetismo do nanomaterial por eles nanoestruturados,
foi possivel purificar o 4cido nucleico do virus, mesmo em pequenas
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quantidades, devido a sua alta sensibilidade. Posteriormente, marcou-
-se esse acido nucleico com fluorescéncia e, por quimioluminescéncia,
conseguiu-se detectar a presenca desses virus. Dessa maneira, apenas
uma pequena quantidade de amostra é necessdria para identificacdo
da presenca de virus, mesmo em seu estagio inicial de contaminacgao,
permitindo um diagndstico mais rdpido e eficiente'®.

2.3.2 Nanoparticula de ouro

Nanoparticulas de ouro estdo sendo amplamente utilizadas como nano-
biossensores para a detecgdo de virus. A obtencéo de nanoparticulas
de ouro associadas a anticorpos especificos de determinados virus
pode ser um grande avanco para diagndsticos clinicos. O nanometal
foi estruturado com o anticorpo especifico do virus da dengue. Esse
anticorpo se liga ao antigeno NS1, que é exclusivo desse virus. Essa
nanoestrutura emite sinais mecanicos e 6pticos, capazes de sinalizar
a presenca do virus em células de mosquito A. albopictus, e, ainda, a
qual tipo ele pertence’e.

Nanoestruturas de ouro associadas a um anticorpo, com a finalidade
de detectar o antigeno p24 do HIV, também ja foram evidenciadas. O
diagndstico da doencga pode ser obtido muito mais rapido que as formas
convencionais de deteccdo'®’. Outros estudos com o virus HIV est&o
sendo desenvolvidos com nanotecnologia e detecgdo por microscopia
eletrénica, assim como antigenos combinados com espectrometria,
para deteccdo desse virus em estdgios mais iniciais de infecgéo'®.

De uma forma geral, esses nanobiossensores podem contribuir signi-
ficativamente para o controle e a prevencgéo da propagacéo de viroses
contagiosas, como é o caso do HIV, herpes virus, entre outras.

2.4 Antivirais a base de nanotecnologia: testes clinicos e
comercializacao

Alguns materiais nanoestruturados ja estdo sendo comercializados ou
em fase de testes clinicos. O InflexalvV® é um exemplo de uma vacina
que utiliza nanotecnologia para imunizagdo. Com os lipossomos, é
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possivel mimetizar a estrutura do virus da Influenza e produzir ati-
vidade imunogénica'™®. Adicionalmente, ja se encontram em fase de
testes clinicos os antirretrovirais nanoencapsulados NANOEfavirenz®
e NANOLopinavir®“°. Os medicamentos Epaxal® e Influvac® s&o vaci-
nas lipossomais, utilizadas para imunizag&o contra hepatite A e virus
Influenza, respectivamente.

Os medicamentos silenciadores de genes Fluquit™ e Cervisil® sédo
nanoformulacdes baseadas em polimeros da empresa Sinaomics, e
estdo em estdgio de teste pré-clinico para tratamento do virus H5N1 |
H1N1 e HPV, respectivamente. Em fase de testes clinicos estdo os medi-
camentos Doravirine®, uma formulag&o a base de nanoparticulas para
tratamento de HIV, e 0 ARB-001467 TKM-HBV, nanoparticula lipidica
carreando trés diferentes RNA de interferéncia, para ser utilizada no
tratamento do virus da hepatite B™'.

2.5 Nanotecnologia e SARS-CoV-2

A redacdo deste capitulo de livro foi concluida antes do inicio da pan-
demia causada pelo SARS-CoV-2. Por isso, o texto nédo traz detalhes
da utilizacdo da nanotecnologia especificamente contra esse virus,
mas as abordagens aqui discutidas também se aplicam. De qualquer
forma, os autores gostariam de destacar que inlimeras estratégias
promissoras foram desenvolvidas durante o periodo da pandemia, e
mais informacdes especificas podem ser encontradas nas referéncias
indicadas'?152,

3. Conclusao

Apesar de serem extremamente simples, os virus podem infectar prati-
camente qualquer organismo vivo, uma vez que sdo parasitas obriga-
térios. De um modo geral, os virus influenciam a vida de seus hospe-
deiros, podendo interferir em seu desenvolvimento, em sua qualidade
de vida e até mesmo ocasionar o 6bito. Economicamente, as viroses
podem acarretar perdas importantes quando se abordam plantagdes
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e rebanhos. J4 quanto aos aspectos sociais, estdo associados a pan-
demias, novas doencas e até mesmo viroses reemergentes, causando
diversas mortes.

Como os virus ficam ativos dentro das células, farmacos com acgéao
especifica sdo dificilmente encontrados, além do fato de estes serem
altamente suscetiveis a mutacdes, apresentando resisténcia a muitos
farmacos desenvolvidos. Por esse aspecto, tem-se investido cada vez
mais em componentes farmacolégicos capazes de inativar os virus,
ou até mesmo impedi-los de penetrar nas células hospedeiras; inibir
seu desenvolvimento, atuando em seus vetores; em vacinas; e em
biossensores para detectar a presenca dos virus, sendo a utilizacéo
de nanomateriais bastante promissora e amplamente estudada para
esse fim.

H4 diversos nanomateriais com atividade antiviral na literatura, sendo,
em sua maioria, nanometais. A forma de ag&o dos nanomateriais, de
um modo geral, estd relacionada a inibicdo da ligagdo do virus com
sua célula hospedeira ou a transcricdo do material genético. Estudos
com nanomateriais antivirais apontam resultados promissores, com
alguns ensaios pré-clinicos e clinicos iniciados.

Adicionalmente, a utilizagdo de nanomateriais como nanobiossenso-
res apresenta um grande potencial para a melhora de diagnésticos
precoces e mais precisos de diversas doencgas virais. Nesse mesmo
aspecto, a nanovacina pode contribuir para a diminuicdo de gastos
para sua producdo, apresentando uma capacidade de imunizacdo
mais rdpida e mais eficiente. Por ultimo, a perspectiva da utilizagdo
de nanomateriais como antivetores pode ser potencialmente benéfica
ao combate de viroses transmitidas por insetos ou, até mesmo, outros
vetores, uma vez que estudos tém levantado a hipdtese de que cau-
sem menos impactos ambientais e sejam mais eficientes, devido as
baixas dosagens dos fdrmacos associados a nanomateriais e a alta
efetividade contra o vetor.
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CAPITULO 9

Nanotecnologia aplicada para
tratamentos de cicatrizacao e
regeneracao tecidual

Marcella L. B. Carneiro"®"; Glécia V. S. Luz"?; Christian R. Q. Quijia3;
Thamis F. Santana'; Luna A. N. de Carvalho?; Lourdes M. Brasil'?

1. Introducao

Desde o século XX, varios materiais tém sido investigados visando a
regeneracdo tecidual tornando, assim, sua aplicagdo notdvel para a
industria médica'. De acordo com a origem e o tipo de ferida, varios pro-
dutos estdo disponiveis no mercado. Sistemas combinados com nano-
tecnologia, como a incorporagéo de nanoparticulas em biomateriais
ou o emprego de nanoparticulas como um veiculo para drug delivery,
fornecem uma promissora opg¢do para a entrega de agentes bioati-
vos com caracteristicas quimicas distintas e que possuem potencial
aplicacdo na regeneracdo tecidual?. Nesse contexto, nanoparticulas
biocompativeis, ao transportar e liberar farmacos bioativos de maneira
controlada e sustentada, podem melhorar significativamente a efica-
cia terapéutica de farmacos na medicina regenerativa e cicatricial de
feridas em comparagéo com tratamentos convencionais empregados
atualmente. Por exemplo, a administracédo tépica de NPs carregadas
de farmacos, por exemplo, pode permitir melhor adeséo a derme e,
com isso, melhorar a eficacia do farmaco na pele®.
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Um componente central da inddstria de nanotecnologia sdo nano-
particulas (NPs) projetadas. O nimero de produtos de consumo que
contém NPs estd crescendo a um ritmo acelerado a cada ano. Nas
tltimas duas décadas, as NPs emergiram como uma nova classe de
terapéutica, devido a sua capacidade de ser alvo especifica e de ter
baixa toxicidade*.

As NPs sdo geralmente definidas como particulas que variam de 1 nm
a 1.000 nm de tamanho. As propriedades inovadoras desses materiais,
em virtude do seu tamanho, podem incluir alteragdes em pontos de
fusdo, areas de superficie, propriedades 6pticas especificas, forcas
mecanicas e magnetiza¢des. Devido a aquisi¢édo dessas propriedades
lnicas decorrentes do seu tamanho nanométrico, as NPs tornam-se
atraentes para varias aplicagdes industriais e médicas e, dentre as
Gltimas, grandes pesquisas tém sido realizadas no campo da medicina
regenerativa nas ultimas duas décadas®.

Muitos processos biolédgicos ocorrem por meio de mecanismos que
atuam fundamentalmente na escala nanométrica. Assim, materiais
como NPs podem ser usados como ferramentas Unicas para processos
de administracdo de farmacos®.

Na Figura 1 sdo apresentadas as areas envolvidas nas 135 publicagdes
encontradas por meio de pesquisa realizada na base de dados Scopus,
entre os anos de 2008 e 2018, utilizando-se a string de busca: (“wound
healing” OR regenaration OR cicatrix OR “granulation tissue” OR “fracture
healing”) AND nanotechnology AND nanoparticles).

357



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

Figura 1: Porcentagem de publica¢cdes sobre Nanoparticulas
e Cicatrizacéo de Feridas (string utilizado: “wound healing” OR
regeneration OR cicatrix OR “granulation tissue” OR “fracture healing”)

AND nanotechnology AND nanoparticles)

Imunologia ¢ Microbiologia DOCUMENTO POR AREA DA MATERIA
% Sodial | Outro)

Fisica ¢ Astronomia | b ]

3%

Quimica Farmacologia,

5% Toxicologia ¢

Farmaciutica

17%

Bioquimica, Gendtica ¢
Biologia Molecular
15%

Engenheiro quimico
12%

Ciincia de materiais

Fonte: Scopus. Publicacdes de 2008 a 2018. Elaborada pelos autores.

Acesso em 2 de agosto de 2018.

Dos resultados encontrados (Figura 1), observou-se que as areas rela-
cionadas aos 135 documentos s&o: 17% na “Farmacologia, Toxicologia
e Farmacéutica”; 15% em “Farmacos”, 15% em “Bioquimica, genética
e Biologia Molecular”; 12% em “Engenharia Quimica” e “Engenharia”;
entre outros. Tais dados revelam, no contexto da cicatrizagéo de feri-
das, que as propriedades especiais de NPs como condutividade elé-
trica, atividade antimicrobiana, alta relagdo superficie/volume, dentre
outras, sdo importantes para sua aplicagdo nas areas relacionadas.

De acordo com varios estudos, citados neste capitulo, tém sido demons-
trados que as NPs podem acelerar o processo de cura em feridas cro-
nicas graves, visto que podem melhorar o processo de cicatrizagédo
por apresentar potencial para associar diversos farmacos que inibem
a inflamagé&o excessiva, isquemia e infeccdo na ferida, além de poder
favorecer a revascularizagdo do tecido lesado (Tabelas 2, 3 e 4).

358



CAPITULO 9: NANOTECNOLOGIA APLICADA PARA TRATAMENTOS DE CICATRIZAGAO E REGENERAGAO TECIDUAL

A cicatrizagdo de feridas consiste em um dindmico e complexo pro-
cesso de regeneracdo e crescimento dos tecidos e ocorre em quatro
fases diferentes, sendo elas: a coagulagéo e a heméstase (fase ime-
diatamente apds a leséo); a fase inflamatdria, (logo apds a lesdo no
tecido) durante a qual ocorre o inchacgo; o periodo de proliferagéo,
em gue novos tecidos e vasos sanguineos sdo formados; e a fase de
maturacgdo, em que a remodelagdo de novos tecidos ocorre (Figura
2). Essas fases ocorrem em uma ordem que se sobrepde uns com o0s
outros em uma cascata integrada. A promocéao dessas fases depen-
de, em grande parte, do tipo de ferida e suas condi¢gBes patoldgicas
associadas’.

Figura 2: Processo de cicatrizacdo de feridas. Fase inflamatéria:
Ocorre a ativagédo do sistema de coagulagdo sanguinea e a liberacédo
de mediadores quimicos, podendo haver edema, vermelhidao e dor.
Fase proliferativa: é a fase da regeneracéo. Nela ocorre a proliferagédo
de fibroblastos. Nesse periodo, as células endoteliais se proliferam,
resultando em rica vascularizagdo e infiltragdo de macréfagos.
Esse conjunto forma o tecido de granulagdo. Na fase reparadora,

a densidade celular e a vascularizagéo séo diminuidas, resultando
na remodelagdo do tecido cicatricial (formado na fase anterior). As
fibras séo realinhadas para aumentar a resisténcia do tecido e induzir
a cicatrizacdo. Nessa fase, a cicatriz altera progressivamente sua

tonalidade, passando do vermelho-escuro a um tom rosa-claro

Fases de cicatrizagdo

Fase Inflamatéria | Fase Proliferativa Fase Reparadora

- A - -

Epidermes

R Dermes

Hipodermes

+
Vaso sanguineo  Sinais quimicos Bactéria Mondcite Neutrdfile Macréfagos

Fonte: Adaptado de Mandelbaum et al., 2003 7.
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Neste capitulo, abordaremos algumas pesquisas relacionando o uso
de diferentes tipos de nanoparticulas para cicatrizag&o e regeneragéo
tecidual. Nas sec¢Ges a seguir, falaremos, especificamente, de vérias
terapias baseadas em NPs que estdo sendo avaliadas em pesquisas
pré-clinicas ou que se encontram em uso clinico nos ultimos anos.

2. Tipos de nanoparticulas aplicadas
para tratamentos de cicatrizacao e
regeneracao tecidual

Nanoparticulas metalicas (NpsMet)

O uso de Nanoparticulas Metélicas (NpsMet) remonta da antiguida-
de. Por exemplo, nanoparticulas de cobre (NpsCu) eram adicionadas
pelos egipcios em vidro, tornando-o de coloragdo vermelha intensa, e
também nanocristais de sulfeto de chumbo (PbS) eram utilizados em
tinturas de cabelo 8°. Outros exemplos de uso de NpsMet sdo descri-
tos em estudos de vitrais coloridos utilizados para adornar capelas
medievais "

Dentre as diversas aplica¢des das NpsMet, tém sido utilizadas para
aumentar o sinal oriundo de moléculas organicas mediante a técnica
de Espectroscopia Raman'®, para amplificar sinais de fluorescéncia;
para produzir células solares sensibilizadas por corantes’®, catalise '#;
como antioxidante™ e cicatrizante's'8, no uso em dispositivos antimi-
crobianos'?°, dpticos, eletrénicos e biossensores?°??; em sistemas de
entrega de farmacos (drug delivery)'®'62023 e em nanodispositivos %,
dentre outros.

Especificamente, nanoparticulas de metais nobres como ouro, prata,
palddio e platina tém despertado grande interesse devido ao seu
reduzido tamanho e a grande area de superficie em relacdo ao seu
volume 2425, além das especificidades relacionadas aos materiais em
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nanoescala com relagdo as suas peculiares caracteristicas 6pticas,
elétricas, magnéticas e bioldgicas 222,

Por pesquisas realizadas nas bases de dados cientificos Scopus, Web
of Science, Lilacs, Scielo, Science Direct e Pubmed/Medline, em agosto
de 2018, com o termo “metallic nanoparticle*”, foram encontrados, res-
pectivamente, 5.840, 5.766, 34, 50, 10.810 e 250 documentos. Quando
se filtram essas informacdes acerca de publicagdes relacionadas a
(“metallicnanoparticle*”) AND (“woundhealing” OR regeneration OR
cicatrix OR “granulationtissue” OR “fracturehealing”), os resultados
das buscas tornam-se 27, 23, 1, 0, 1.238 e 12 documentos, respecti-
vamente. O periodo de busca néo foi limitado e se estabeleceu para
qualquer idioma.

Assim, como é mostrado na Figura 3, hd um aumento consideravel-
mente alto na quantidade de publica¢des sobre estudos de cicatriza-
cdo de feridas com o uso de NpsMet. A base Science Direct, a qual
dispGe do maior acervo de publicagGes, caracteriza-se por apresentar
50% das publicacdes como artigos originais e 22% como revisdes de
literatura. Isto é, pesquisas experimentais sobre o assunto estdo em
pleno desenvolvimento na comunidade cientifica.
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Figura 3: Quantidade de publica¢des sobre nanoparticulas metdlicas e cicatrizacédo

de feridas

Quantidade de publicagio sobre Nanoparticulas Metilicas
30 , e Cicatrizacio de Feridas
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Fontes: Science Direct, Web of Science, Scopus, Lilacs e Pubmed/Medline. Elaborada

pelos autores. Acesso em 2 de agosto de 2018.

Outra evidéncia do desenrolar das atividades nesse campo de estudo
com NpsMet, cicatrizagcdo de feridas e regeneracéo tecidual encontra-
-se ao se analisar os resultados das buscas na base de dados Science
Direct sobre as recorréncias entre termos especificos nas publica¢ges,
0s quais sdo apresentados nas Figuras 4 a 6 a seguir.
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Figura 4: Termos recorrentes em publicacdes sobre nanoparticulas

metdlicas, cicatrizac&o de feridas e regeneracéo tecidual
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Fontes: Science Direct e andlise no software VOSviewer 1.6.8 (2018)%.

Elaborada pelos autores. Acesso em 2 de agosto de 2018.

Figura 5: Termos recorrentes em publica¢des sobre nanoparticulas

metdlicas, cicatrizacdo de feridas e regeneracéo tecidual, e sua

densidade de recorréncias (para, no minimo, 10 recorréncias)

Fontes: Science Direct e andlise no software VOSviewer 1.6.8 (2018)

(28). Elaborada pelos autores. Acesso em 2 de agosto de 2018.
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Figura 6: Avaliacdo do grupo relacionado a cicatrizagdo (em inglés,
wound healing) com suas interrela¢des, nas publicacdes sobre

nanoparticulas metdlicas, cicatrizag&o de feridas e regeneracéo

tecidual
biagiirm
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Fonte: Science Direct e andlise no software VOSviewer 1.6.8 (2018) 2.

Elaborada pelos autores. Acesso em 2 de agosto de 2018.

Nas Figuras 4, 5 e 6, sdo mostrados os termos obtidos pela recorréncia
entre os 1.238 trabalhos publicados na base de dados Science Direct
sobre o tema, especificamente no titulo, palavras-chaves e resumo.
Além disso, também se mostram os inter-relacionamentos entre elas,

representados pelas linhas que as conectam e pelas cores. A quantida-
de de recorréncias encontradas para cada termo é representada pelo
tamanho do circulo correspondente a cada uma, isto é, quanto maior o

tamanho do circulo, mais vezes esse termo apareceu nas publicacdes

analisadas.
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Dessa forma, as maiores recorréncias foram encontradas com relagéo
as palavras destacadas na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Termos com maior recorréncia em publicagdes sobre nanoparticulas metéli-
cas, cicatrizagdo de feridas e regeneragao tecidual

Recorréncias  Ordem Recorréncias

1 Nanoparticles 10 16 Metallicnanoparticles 22
2 Silver nanoparticles 62 17 Antibacterialactivity 22
3 Nanotechnology 52 18 Antibacterial 21
4 Drug Delivery 48 19 Tissueenginineering 20
5 Gold nanoparticles 44 20 Biosensor 19
6 Nanomaterials 42 21 Biosensors 19
7 Graphene 35 22 Catalysis 18
8 CarbonNanotubes 32 23 Chitosan 18
9 Silver 27 24 Biomaterials 17
10 Electrospinning 25 25 Biocompatibility 17
n Nanoparticle 25 26 Toxicity 17
12 Nanomedicine 25 27 Woundhealing 16
13 Nanocomposites 25 28 Cytotoxicity 16
14 Green Synthesis 23 29 Platinum 15
15 Adsorption 22

Fontes: Science Direct e anélise no software VOSviewer 1.6.8 (2018)28. Elaborada pelos
autores. Acesso em 2 de agosto de 2018.

Na Tabela 1, sdo demonstradas as pesquisas entre os diversos mate-
riais estudados para cicatrizacéo de feridas e regeneracéo tecidual.
Nesse contexto, as nanoparticulas de prata, de ouro e de platina sédo
as mais avaliadas pela comunidade académica atualmente. Assim,
confirma-se que desde o trabalho de Michael Faraday, em 1857, sobre
as propriedades o6ticas de filmes finos de nanoparticulas de ouro e
de outros metais, as pesquisas com nanoparticulas metélicas tém
crescido exponencialmente. Isso é refletido diretamente no avanco
tecnoldgico da area, e no aumento das suas aplicagfes diretamente
a sociedade, como é mostrado nas Figuras 3 a 6 e Tabela 1, e tem-se
como exemplo a aplicagdo em pacientes com feridas provocadas por
Diabetes mellitus 192933,
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Com relacéo as nanoparticulas magnéticas, estas seréo tratadas no
préximo tépico, em que destacaremos mais informagdes sobre suas
aplicacGes na cicatrizacdo de feridas e regeneragéo tecidual.

Nanoparticulas magnéticas (NpsMg)

Nanoparticulas do tipo magnéticas possuem um comportamento que
pode mudar do ferromagnético ou ferrimagnético para superparamag-
néticos, de tal forma que as nanoparticulas se orientam mais facil-
mente a favor do campo magnético externo aplicado, e se desmagne-
tizam quando retirado esse campo externo 4%, Ao se vislumbrarem
aplicagdes em biomedicina, devem-se considerar alguns requisitos
desses materiais, como uniformidade na morfologia, baixa polidisper-
séo, tamanho e, dependendo da via de administragdo a ser usada, por
exemplo via endovenosa, possuir caracteristicas hidrofilicas, favore-
cendo a distribuigdo na corrente sanguinea e evitando a aglomeragéo
nos vasos 3%,

Na medicina, as nanoparticulas magnéticas sdo usadas para varias
abordagens, como a separagdo de células magnéticas ou Ressonancia
Magnética (RM) *’. Reporta-se na literatura cientifica uma variedade de
nanoparticulas com comportamento magnético. Entre as mais comuns,
atualmente, estdo as nanoparticulas de 6xido de Fe como a magneti-
ta (Fe,0,), que possuem comportamento superparamagnéticos -4,
toxicidade tolerdvel #5. E retratado que essas nanoparticulas séo eli-
minadas do corpo por meio do sistema reticulo endotelial (RES) 447,

H4 mais de 30 anos, as nanoparticulas magnéticas tém sido inves-
tigadas para aplicacdes biomédicas. Em pesquisa na base de dados
cientificos SCOPUS (SCOPUS, 2018) com o termo “magnetic nanopar-
ticle*" (no titulo, palavras-chaves ou resumo), encontraram-se 18.298
trabalhos no periodo de 2008 a 2018. Quando se observa, nesse mesmo
periodo, a string (cédigo contendo as palavras-chaves de interesse)
(“magneticnanoparticle*” AND (health OR healthcare)), encontram-se
408. Ao se filtrarem esses documentos com a string (“woundhealing”
OR regeneration OR cicatrix OR “granulationtissue” OR “fracturehea-
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ling”) AND “magneticnanoparticle*”) e para apenas artigos, revisdes
ou capitulos de livros nas areas: engenharia, medicina ou farmacia,
foram encontrados 150 documentos.

Desses trabalhos, selecionaram-se 12 artigos/revisdes que contivessem
informacdes sobre o tema proposto. Para melhor apresentacéo, os
dados foram dispostos em uma tabela (Tabela 2) contendo os seguin-
tes itens: Autores, Tipo de Estudo, Objetivo (s) do trabalho, Nanopar-
ticulas/Nanoestruturas magnéticas citadas, potenciais aplicacdes e
Resultados obtidos pelo trabalho.

Os trabalhos selecionados demonstraram pesquisas com nanoparti-
culas magnéticas de niquel *° e 6xido de ferro 38294243 Observou-se o
uso de nanoparticulas magnéticas, principalmente de éxido de ferro,
em conjugacdes/ funcionalizag@es com fibras de celulose *¥“¢ (Figura
7), fibras de seda #, curcumina 33, peptideos ®°, células endoteliais #,
anticorpos 2, microRNA “¢, dentre outros. Tais materiais foram reporta-
dos ter utilizagdo como curativos, terapia cicatrizante e antimicrobial.

Figura 7: Dentre aplicacdes de nanoparticulas magnéticas, elas sdo

utilizadas em conjugacdes, por exemplo com fibras de celulose ou

seda

|

Manoparticulas Fibrasde
tecido

Feridase interacdo
com nanoparticulas

Fonte: elaborada pelos autores.
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Verificou-se também uma ampla aplicacdo em tecidos de diversos
locais como em tecidos de pele dorsal %°, tecido 6sseo “® (Figura 8a) e
endotélio da cérnea %342 (Figura 8b). No caso do trabalho de Krismas-
tuti et al., nanoparticulas magnéticas com terminacgé&o de acido carbo-
xilico (imuno-magNPs) foram utilizadas como biossensores fotonicos
para a deteccdo seletiva de diferentes tipos de metaloproteinases de
matriz (MMPs) para o progndéstico da cicatrizacéo de feridas e conse-
quente acompanhamento da condigédo desta ?'.

Figura 8: Aplicacdes de nanoparticulas magnéticas para (a) regeneracéo de tecido

6sseo e (b) do endotélio da cérnea

=
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(b)

Cornea
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Fonte: elaborada pelos autores.

Perante tais achados, observou-se que o interesse da comunidade
académica tem crescido progressivamente, e essa tecnologia tem
evoluido de forma que seus resultados e aplicagdes efetivas a socie-
dade sejam uma realidade em um curto espago de tempo, conforme é
apresentado na Tabela 2.
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Nanoparticulas lipidicas

Dentre as diversas classes de nanocarreadores lipidicos desenvolvidas
para a entrega de drogas, existem as nanoparticulas a base de lipi-
dios (LNPs) e nanoformulacdes compostas de lipidios e surfactantes
biocompativeis. Estas podem conter farmacos encapsulados em um
ntcleo lipidico ou adsorvidos na superficie da nanoparticula 5'. Esses
sistemas de liberagéo tém sido amplamente utilizados em aplicacdes
biomédicas para transporte e liberagcédo de farmacos 525 e acidos
nucleicos %* devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixa toxicidade e versatilidade “, além de permitir liberac&o controlada
e proporcionar melhor estabilidade quimica as moléculas °°.

Os lipossomas foram as primeiras LNPs a surgir, em 1965. Outros exem-
plos de LNPs s&o as nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs) e porta-
dores lipidicos nanoestruturados (NLCs) (Figura 9) °', diferindo entre
si em termos de hidrofilica [ lipofilicidade e peso molecular, sendo os
lipossomas o sistema com maior versatilidade, pois possibilita o encap-
sulamento de moléculas lipofilicas e hidrofilicas, independentemente
do peso molecular 4. A seguir, é apresentado cada exemplo de LNPs.

Devido as grandes vantagens das LNPs, atengdo crescente estd sendo
dada a esses nanocarreadores em diversas dreas, como cosméticos,
alimentos, nutracéuticos e farmacéuticos %, além de possuir potenciais
aplicacOes para cicatrizacdo de feridas 2°57:58,

Atualmente, LNPs tém sido utilizadas para diversos tratamentos na
pele. Por exemplo, LNPs atuaram de forma promissora como agentes
terapéuticos tépicos no tratamento de queimaduras em associagéo
com RNAi %9, além de serem eficientemente utilizadas para o encapsu-
lamento de drogas ° e de compostos naturais 22 para a cicatrizagédo
de feridas.
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Figura 9: Representacéo esquematica de nanoparticulas lipidicas.
(a) Lipossomas; (b) Nanoparticulas lipidicas sélidas; (c) Portadores

lipidicos nanoestruturados

b) c)

080 g
(D
(55 L)
Cros Ry @

Lipidio

Fosfolipidio Oroga liquido

Lipidio
sélido

Fonte: adaptada de Zhang & Zhang (2013) 5.

Pesquisas sobre o uso de nanoparticulas a base de lipidios relaciona-
das a cicatrizagdo de feridas tém aumentado progressivamente nos
Gltimos dez anos, como é mostrado na Figura 10.

Figura 10: Quantidade de publica¢des sobre nanoparticulas lipidicas

e cicatrizag&o de feridas nos ultimos dez anos

Quantidade de Publicagio sobre Nanoparticulas a Base de
Lipidios e Cicatrizacio de Feridas

B
g
=z
& 20 ¢
s 15 | '
- |
g 10 - a 5 3 32
B ! : : ﬁ
g, 5 A y = ‘ * '
o9 m @ o i
2008 2010 2012 2014 2016 2018

Ano

# Science Direct(div/10) EWebof Science A Scopus Lilacs(div/10 ¥ Pubmed (div/100)

Fontes: Science Direct, Web of Science, Scopus, Lilacs e Pubmed/

Medline. Elaborada pelos autores. Acesso em 9 de agosto de 2018.
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Lipossomas

Os lipossomas sdo os nanocarreadores lipidicos que apresentam a
maior versatilidade devido a possibilidade de encapsular moléculas
lipofilicas e hidrofilicas, independentemente do peso molecular “.

Os fosfolipidios em solugdes aquosas podem formar estruturas fecha-
das em bicamadas, o que permitiu que a pesquisa sobre os lipossomas
percorresse um longo caminho, convertendo-os de simples objetos
de pesquisa biofisica em carreadores terapéuticos para numerosas
aplica¢des clinicas 2.

Lipossomas s&o definidos como vesiculas esféricas fechadas que pos-
suem uma cavidade interna aquosa cercada de uma ou mais bicama-
das lipidicas Figura 9. Essa estrutura permite-lhes transportar com-
postos hidrofébicos e hidrofilicos sem modificagdo quimica. Seu ntcleo
aquoso permite a encapsulacgéo de drogas soltveis em dgua, enquanto
qgue moléculas hidrofébicas podem ser absorvidas na bicamada 5'%4.

A bicamada lipidica dos lipossomas permite a liberacéo controlada do
conteldo presente em seu nucleo devido a possibilidade de fusédo da
bicamada lipidica com outras camadas, como a membrana celular %,

Lipossomas demonstraram potencial para aplicagdo tépica na cicatri-
zacdo de feridas. Colirios lisossémicos baseados em verbascosideos
foram utilizados para tratar feridas corneanas alcalinas em lebres. A
administragéo tépica de verbascosideo mostrou reduzir o tempo de
acdo das células, em que o tempo de cicatrizag&o do epitélio da coér-
nea foi de apenas 48 horas . Uma formulac&o lipossomal da proteina
Wnt3a aplicada topicamente para tratar feridas na pele aumentou a
sinalizacdo enddégena de Wnt e resultou em melhor cicatriza¢édo da
ferida da pele, indicando que o Wnt3a lipossdmico pode ter aplicacéo
generalizada na prética clinica. Para promover a cicatrizacéo de feridas
diabéticas murinas humanizadas, lipossomas foram utilizados para
realizar a administragdo topica de siRNA direcionado contra o Keap1
e mostraram acelerar a regeneracgédo do tecido diabético e aumentar a
homeostase de redugéo-oxidacdo no ambiente da ferida .
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Recentemente, hidrogéis contendo lipossomas carregados de querce-
tina ¢ e com 4cido ricinoleico ¢ foram utilizados para promover acele-
racdo da cicatrizacdo de feridas em estudos in vivo.

Em outro estudo, os lipossomas foram utilizados para transportar fator
de crescimento epidérmico (EGF), a fim de promover reparo 6sseo, e
apresentaram potencial para administrar fatores de crescimento de
maneira controlada, estimulando a migracéo de células mesenquimais
e a diferenciacdo osteoblastica na cicatrizacdo éssea .

Nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs)

As SLNs surgiram desde 1990 como um sistema de transporte substi-
tuto para lipossomas, emulsdes e nanoparticulas poliméricas 5. S&o
LNPs que apresentam formato esférico com tamanho médio de 40 nm a
1.000 nm, compostas por lipidios em fase sélida, a temperatura corpo-
ral e ambiente, mais surfactante. SLNs proporcionam estabilidade ao
farmaco e liberagdo prolongada quando comparadas com lipossomas,
e sd0 mais seguras que os portadores poliméricos por ndo possuirem
solventes organicos ®4%°. Essas LNPs apresentaram bom potencial na
industria de cosméticos e alimentos ° e para cicatrizagdo de feridas %’.

SLN modificada com material de prépolis forneceu uma aceleragdo do
processo de cicatrizacéo de feridas in vivo, representando um sistema
tépico de liberacdo de prépolis para o tratamento de feridas. Essas
LNPs também foram testadas, a fim de promover o fornecimento sus-
tentado e controlado de LL37 e A1 para melhorar a cicatrizagéo de
feridas e aumentar sinergicamente a atividade antibacteriana in vitro.
Os resultados mostraram cicatrizacdo acelerada de feridas, além de
aumentar a atividade antibacteriana contra S. aureus e. coli ™°.

Hidrogel contendo SLNs (SLN-gel) foi preparado para a administragéo
tépica de astragaloside IV. A formulagdo aumentou a migragéo e a pro-
liferagdo de queratindcitos, e a captagédo de farmacos em fibroblastos
in vitro, fortalecendo a cicatrizacéo de feridas e inibindo a formacéo
de cicatriz in vivo, aumentando a taxa de fechamento da ferida e con-
tribuindo para a angiogénese e organizacgédo regular do coldgeno .
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Portadores lipidicos nanoestruturados (NLCs)

Os NLCs surgiram no final dos anos 90 para dominar as possiveis limi-
tacGes das SLNs ®, em que o nucleo lipidico sélido foi transformado em
uma nanoestrutura menos organizada, no qual a fase lipidica contém
lipidios sélidos (gordurosos) e liquidos (6leo) a temperatura ambiente.
Surgiram a fim de melhorar a estabilidade, capacidade de carga e
liberagcdo de drogas durante o armazenamento destes %°7'.

Devido a sua matriz lipidica extremamente desordenada, encapsula-
mento e estabilidade melhorados da droga e bom perfil de liberacéo,
os NLCs tornaram-se populares no campo de pesquisa nanofarma-
céutica ®°.

O aumento da capacidade de carga de farmaco e a diminuigdo da
expulsdo do farmaco durante o armazenamento sdo obtidos por meio
dos lipidios liquidos, pois estes podem romper a estrutura de rede
cristalina das SLNs e aumentar o nimero de imperfei¢cdes na matriz
durante o armazenamento em comparacgdo com as SLNs. Além disso,
o perfil de liberag&o do farmaco pode ser controlado variando a com-
posicdo e a quantidade do lipidio *'. Na Figura 11, sdo representadas
trés estruturas de NLCs.

Figura 11: Estruturas de portadores lipidicos nanoestruturados (NLC).
(a) Classe | (tipo imperfeito); (b) classe Il (tipo sem forma) e (c) classe

11l (tipo multiplo)
a) b) <)

. | Lipido solido

Moléculs de drogs - rtos ligid
i s lipidios .
entre a cadeiade Vériasestruturas uifa cartos Hpldio Nanocompartimentosde dleo

PEFpsTRISTS contenda droga dissolvida

acidos graxos de lipidicas -y e
s F‘ formagdo de cristais

triglicerideos

Fonte: adaptada de Zhang & Zhang (2013) %°.
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A primeira classe, do tipo imperfeito, possui gorduras sélidas e liquidas
(6leo) misturadas em varias estruturas lipidicas. A estrutura de matriz
lipidica imperfeita apresenta lacuna entre as cadeias de dcidos graxos
triglicerideos no cristal, aumentando a capacidade de as drogas de
entrarem na matriz. A segunda classe € do tipo sem forma (matriz n&o
cristalina). Esta ndo possui estrutura cristalina, o que evita a expulsédo
do farmaco carregado. Nessa forma, os cristais sdo formados durante o
resfriamento. A terceira classe € do tipo muiltipla, em que a solubilidade
do farmaco no lipidio liquido € maior do que no lipidio sélido. Os NLCs
séo produzidos por diferentes métodos avancados e sua preparacgdo
é possivel e praticdvel em laboratério e em larga escala .

NLCs foram utilizados para encapsular timol, composto natural pro-
missor para a cicatrizagdo de feridas, e depois incorporados em um
gel. A formulacdo foi testada em ratos com psoriase e mostrou melhor
cicatrizacdo em comparagdo com o controle negativo 2.

Em estudos in vitro, gel de hialuronato baseado em nanoparticulas
(NLCs e SLNs) contendo palmitato de retinol apresentou diferencas
significativas em dreas de feridas entre as células tratadas e de con-
trole durante as primeiras 24 horas apds o ferimento, sugerindo que
esse composto poderia ser eficientemente usado para a cicatrizagédo
de feridas 7.

SLNs e NLCs foram utilizados para carrear éleo de oliva e éleo de euca-
lipto, e, além de apresentar propriedades fisico-quimicas adequadas,
mostraram boa bioadeséo, citocompatibilidade, realce proliferativo
in vitro e propriedades de cicatrizag&o de feridas para fibroblastos,
associadas a propriedades antimicrobianas. Além disso, evidenciaram
capacidade de melhorar o processo de cicatrizag&o in vivo ©'.

LNPs, além de todas as vantagens e possibilidades citadas, possuem
grande versatilidade em relacéo as vias de administracdo, podendo ser
utilizadas por (1) via tépica suprimindo uma das principais limita¢des
para o tratamento de pele, que € a baixa eficdcia do medicamento
devido a deficiente penetragdo de drogas na pele; (2) via oral, que é
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o sistema de administracdo de medicamentos mais comum; (3) via
ocular, pois séo sistemas de liberacédo de drogas capazes de passar a
barreira ocular sanguinea, obter liberacéo sustentada e controlada de
drogas, proteger drogas de enzimas lacrimais e prolongar a deposicéo
de drogas e o tempo de permanéncia nos olhos; (4) via parental, uma
vez que LNPs carregadas com drogas podem ser injetadas por via intra-
venosa, subcutanea, intramuscular e diretamente nos 6rgéos-alvo; (5)
entrega pulmonar, uma via ndo invasiva de administracdo de drogas
para administragdo local e sistémica e (6) entrega cerebral, visto que
as LNPs aumentam o tempo de retencdo de drogas no sangue dos
capilares cerebrais e induzem um gradiente de fadrmaco do sangue para
os tecidos cerebrais, abrindo juncdes estreitas para facilitar a passa-
gem da barreira hematoencefdlica 2. Assim, o uso de LNPs resulta
em diversas possibilidades e potenciais para aplicacdes biomédicas,
especialmente para cicatrizagdo de feridas e regeneracéo tecidual.

Selecionaram-se 14 artigos com informagdes sobre o tema proposto,
e, para melhor apresentagéo, os dados foram dispostos em uma tabe-
la (Tabela 3) contendo os seguintes itens: Autores, Tipo de Estudo,
Obijetivo (s) do trabalho, Nanoparticulas a base de lipidios citadas,
potenciais aplicacdes e Resultados obtidos pelo trabalho.
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Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas séo sistemas carreadores de farmacos e
incluem nanocdpsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si segundo
a composicéo e a organizacdo estrutural. Em relac&do as nanocépsulas,
o farmaco pode estar dissolvido efou adsorvido a parede polimérica.
J4 as nanoesferas ndo apresentam 6leo em sua composicéo, elas séo
formadas por uma matriz polimérica onde o farmaco pode ficar retido
ou adsorvido .

O uso de polimeros biodegraddveis na producéo de nanoparticulas
€ uma aplicacdo consolidada na drea médica e farmacéutica. Por
exemplo, na preparacgdo de nanoesferas e nanocdpsulas, é possivel
a incorporacéo de principios ativos, hidrofilicos ou hidrofébicos. Essa
abordagem é uma opcédo para aplicagdes de liberagédo controlada e
direcionamento especifico de farmacos. Com isso, promove protecéo
do principio ativo, melhor biodisponibilidade e menor toxicidade. Essas
caracteristicas proporcionam maior conforto e adeséo dos pacientes
ao tratamento 7.

Nanoparticulas poliméricas tém atributos favoraveis, em termos de
simples elaboragéo e desenho, e boa estabilidade quimica e biocom-
patibilidade™. Além disso, nanoparticulas poliméricas néo induzem
resposta imunogénica e sdo atdxicas e biodegradéveis ™.

Esses sistemas tém sido desenvolvidos visando a indimeras aplicagdes
terapéuticas e podem ser administrados pelas vias parenteral, oral ou
oftdlmica. Uma das dreas mais promissoras na utilizacdo das nanopar-
ticulas é a vetorizagdo de farmacos e de antibidticos, principalmente
por meio de administragdo parenteral, almejando uma distribuigdo mais
seletiva destes e, assim, um aumento do indice terapéutico. Algumas
das vantagens relacionadas a vetorizagédo de fadrmacos consistem na
reducdo dos seus efeitos adversos e no aumento da sua biodisponibili-
dade, em relagdo ao uso do farmaco em sua apresentacgéo tradicional,
ou seja, sem uso de nanoestrutura 7.
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Os polimeros biodegradédveis empregados na produgédo de nanopar-
ticulas poliméricas, por polimerizacdo de monémeros, sdo copolime-
ros do 4cido metacrilico e de éster acrilico ou metacrilico . Algumas
caracteristicas relacionadas a composicéo dos polimeros e principios
ativos influenciam na sua biodisponibilidade, isto €, como: hidrofobi-
cidade, carga superficial, perfil de degradagéo, massa molar e carga
elétrica ®. A degradacéo polimérica depende também do comprimen-
to da cadeia alquil do polimero utilizado. Algumas vantagens desse
sistema nanoestruturado sdo: promover a liberacdo do principio ativo
gradativamente; e promover direcionamento especifico por um periodo
de dias ou semanas, no caso da forma farmacéutica endovenosa 7.

Os principais exemplos de polimeros pré-formados sédo: a poli(s-ca-
prolactona), o PLA, o poli(glicolideo) (PLGA) ou PLA-co- PLGA. Por
outro lado, como exemplos de monémeros para polimerizagéo in situ,
destacam-se os derivados de cianoacrilato de alquila. O farmaco pode
encontrar-se dissolvido, retido ou adsorvido na matriz polimérica, ou
ainda, no caso de nanocépsulas, no nicleo oleoso ™. Entre os polimeros
naturais, a albumina apresenta caracteristicas exclusivas que a tor-
nam um étimo veiculo para entrega de fadrmacos. Essa proteina é um
transportador natural de moléculas hidrofébicas, tais como vitaminas,
hormonios e outros constituintes do plasma. A ligacéo de substancias
hidrofébicas a albumina é reversivel e permite o transporte de far-
macos até a superficie das células. Além disso, a albumina facilita a
transcitose endotelial dos constituintes acoplados a albumina para o
espaco extravascular .

Em um estudo de Hussain et al. (2013)® sobre nanoparticulas de qui-
tosana cocarregadas com hidrocortisona e hidroxitirosol no tratamento
de dermatite atépica, demonstrou-se que o hidroxitirosol diminuiu os
efeitos adversos da hidrocortisona, promoveu maior efeito anti-in-
flamatdrio e actimulo epidérmico e dérmico da nanoformulagdo em
comparacdo a uma formulagcdo comercial de hidrocortisona.
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Entre os varios polimeros disponiveis, o poli (&cido lactico-co-glicéli-
co) (PLGA) é o polimero usado principalmente em sistemas de entre-
ga de drogas para uma variedade dessas substancias, devido a sua
excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade. A utilizagdo das
nanoparticulas de PLGA também resultou em vérias vantagens sobre
a distribuicdo convencional de farmaco, como: melhoria da estabilida-
de do farmaco na matriz polimérica; maior capacidade de transporte
de drogas e liberacéo sustentada; reducdo da dose e frequéncia de
dosagem; além da reducéo de efeitos sistémicos .

No estudo de Ali et al. (2016)25, foi desenvolvido um curativo contendo
nanoparticulas em nanofibras eletrofiadas (NPs-in-NFs) de quitosana
aprimorada (CS) [ poli (6xido de etileno) (PEO) incorporando Fenitoina
(Ph), um antiepilético. Foi descrito que esse tipo de curativo exibiu
vdrias vantagens, por exemplo, alta biodegradabilidade, biocompati-
bilidade, porosidade e permeabilidade. Além disso, observou-se que
esse material levou a maior viabilidade celular com aumento da pro-
liferagdo na epiderme e formacéo de granulagdo, com minima forma-
¢do de tecidos necréticos e inflamatdérios e sem hemorragia ®. Essas
caracteristicas mostram que esses materiais podem ser considerados
promissores como curativos para feridas.

Sistemas de administracéo de farmacos baseados em Poli (dcido l4cti-
co-co-glicélico) (PLGA) apresentam excelente aplicabilidade para uti-
lizagdo em curativos, visto que sdo Uteis como carreadores de agentes
terapéuticos e como promotores da cicatrizagdo de feridas. PLGA pode
aumentar a eficacia dos tratamentos de feridas, liberando o agente
terapéutico a uma taxa controlada e sustentada. Foi avaliada a apli-
cacdo terapéutica de PLGA, via mecanismo de lactato, e houve um
efeito positivo no processo de cicatrizacdo de feridas .

Ainda foi demonstrado que o Poli (4cido lactico-co-glicélico) (PLGA)
pode ser utilizado para acelerar a neovascularizacdo e a cicatriza-
cdo de feridas, visto que pode ser usado para liberagdo de agentes
cicatrizantes, como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
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A administracdo de VEGF, encapsulado em nanoparticulas de PLGA
(PLGA -VEGF NP), promoveu rapida cicatrizac¢do tecidual, maior re-e-
pitelizagdo, formacgédo de tecido de granulagdo e angiogénese. Ainda
foi demonstrado que PLGA-VEGF NP induziu o aumento da proliferacéo
e migragdo de queratindcitos, e regulou positivamente a expresséo de
VEGFR2 #7,

O uso de nanoparticulas contendo éxido nitrico (NO) também pode
ser uma excelente alternativa como potencializador de cicatrizacéo
e como agente antibacteriano, o qual tem potencial para contornar a
resisténcia aos antibiéticos em feridas. No entanto, a liberag&o de NO
durante longos periodos ainda é inadequada para aplicagéo clinica .

Na Figura 12, sdo mostradas publicacdes feitas nos ultimos 10 anos
sobre nanoparticulas poliméricas usadas para cura de feridas e cica-
trizacdo.

Figura 12: Quantidade de publica¢des sobre nanoparticulas

poliméricas e cicatrizagdo de feridas

Quantidade de publicacio sobre Nanoparticulas Poliméricas e
Cicatrizacio de Feridas

Quantidade de publicagies
W
°©

* *
10
@ § ¥ - R W
omn 2] L | ] L& o o n
2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020
Ano

# Science Direct(div/10) B Web of Science Scopus (div/10) < Lilacs (div/10) Pubmed (div/100)

Fontes: Science Direct, Web of Science, Scopus, Lilacs e Pubmed/Medline.

Elaborada pelos autores. Acesso em 2 de agosto de 2018.
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Apesar das notdveis caracteristicas citadas anteriormente, o uso de
polimeros é geralmente limitado por suas propriedades mecéanicas.
Eles sdo combinados com polimeros sintéticos, a fim de melhorar as
suas propriedades mecéanicas e sdo adaptados para modificar o seu
padrdo de degradacdo. Alguns problemas comuns relacionados ao
sucesso de curativos de feridas incluem: incapacidade de manter um
ambiente Umido, pouca absorcéo de exsudatos da ferida, dificuldade
na remocao do curativo apés a cicatrizagdo, reagfes n&o alérgicas e
pouca protecdo contra infecgédo bacteriana. Isso leva a um processo
de cicatrizacdo de feridas retardado, isto €, a uma sintese de tecido
conjuntivo, migragéo epidérmica e angiogénese atrasada, e a pobre
troca gasosa entre a ferida e 0 meio ambiente. O alginato representa
um biopolimero que pode superar os problemas nos curativos de ferida,
visto que é um material com potencial para aumentar a absorgéo do
exsudato da ferida e minimizar as infeccdes bacterianas, reduzir os
efeitos alérgicos adversos, além de exibir propriedades hemostaticas,
que sdo Uteis para feridas sangrantes .

As propriedades multifuncionais e farmacoldgicas de polifendis, oriun-
dos do chd-verde, como anti-inflamatéria, vasodilatadora, antioxidante
e antimicrobiana, tém atraido a atencdo dos cientistas nos ultimos
anos. Os produtos de degradacéo dos taninos polifendis do ché resul-
tam em catecol molecular e acido gdlico, ambos fortes reticuladores,
que se ligam as superficies dos tecidos por meio de ligagGes covalentes
e interacdes ndo covalentes, e podem atuar como um musculo adesivo
com alta elasticidade. Foi desenvolvido um hidrogel, rico em antioxidan-
tes do ché-verde, o qual aumentou significativamente a cicatrizagéo
de feridas. Esse hidrogel pode ser usado como uma pomada .

O alginato tem sido usado para encapsular o extrato obtido de plan-
tas. Pereira e colaboradores (2013) * criaram um filme composto de
alginato e gel de Aloe vera. Durante anos, o gel de Aloe vera tem sido
conhecido por suas propriedades medicinais, dada sua grande fonte de
polissacarideos, como acemanano, manana, galactano, 4cido glucurd-
nico etc. Essas misturas de polissacarideos resultam em propriedades
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anti-inflamatdrias e antibacterianas, as quais séo Uteis para regene-
racdo tecidual. Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos curativos
baseados em Aloe vera em formulacédo de gel para facilitar o uso em
areas lesionadas, sendo o alginato e a quitosana os polimeros mais
utilizados para a preparagéo dessas formulagdes .

A quitosana tem sido utilizada no desenvolvimento de variados siste-
mas poliméricos para aplicagdes médicas. E descrito que a presenca
do grupo amino na estrutura quimica da quitosana favorece sua pro-
priedade antibacteriana e, com isso, esse polimero tem sido utilizado
para encapsulamento de antibiéticos, especialmente, para inibir a
proliferacdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Um curativo
a base de celulose contendo nanoparticulas de quitosana e de prata
foi desenvolvido e testado em cultura de células (fibroblastos e cepas
de bactérias). O uso desse curativo promoveu efeito antibiético contra
S. aureus e E. coli e induziu a proliferacéo em fibroblastos. Assim, o
uso desse curativo, como biomaterial, apresenta grande potencial para
aplicacdo em feridas 2.

Em estudo de Zi-Wei et al. (2017)%, foi relatado o uso de nanofibras
compostas por nanoparticulas de prata, quitosana e poli alcool vinilico
(PVA) via técnica de eletrofiagdo. O estudo mostrou que as nanofibras
promoveram a proliferacdo de fibroblastos, sintese de coldgeno, adeséo
celular e expressédo do fator transformador de crescimento (TGF-B1).

Uma série de outros tipos de curativos, contendo biomateriais basea-
dos em polimeros, tem sido relatada para aplicagdo em feridas como
agentes antibidticos e anti-inflamatdrios %49 Assim, a Tabela 3
abaixo exemplifica o uso de nanoparticulas poliméricas aplicadas na
cicatrizacdo de feridas, em artigos publicados entre os anos de 2017
e 2018.
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3. Consideracoes finais

Esforcos no desenvolvimento de novos curativos com agentes bioa-
tivos tém um papel importante e muito mais eficaz no tratamento de
feridas. A sinergia entre compostos bioativos oferece uma alternativa
promissora para aplicagcdes no processo de cicatrizacdo de feridas,
visto que esses compostos podem apresentar atividade antibacteriana,
anti-inflamatdria e pré-proliferativa.
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CAPITULO 10

Aplicacdo oftalmolégica da
nanotecnologia

Maira N. Pereira'; Marcilio Cunha-Filho'; Tais Gratieri'; Guilherme M.
Gelfuso™”

1. Introducao

Os olhos sdo estruturas extremamente especializadas do corpo huma-
no que contam com intimeros processos fisiolégicos de defesa e pro-
tecdo'. Dessa forma, a biodisponibilidade ocular a partir da adminis-
tracdo sistémica de farmacos € afetada por barreiras estaticas como o
epitélio corneano, o estroma corneano e a barreira hematoaquosa, que
dificultam a difusdo passiva do farmaco por impedimentos mecénicos,
e por barreiras dindmicas como o fluxo sanguineo conjuntival, o fluxo
linfatico e a drenagem lacrimal, cuja atuagdo também impede a difuséo
e a permeacdo do fadrmaco para as estruturas oculares.

J4 a terapia tépica, que seria preferivel no caso de doengas oftdlmicas
por reduzir possiveis efeitos adversos sistémicos, frequentemente exibe
baixa eficdcia devido a presenga de outros mecanismos de protecéo,
como a secrecgdo lacrimal e o reflexo de piscar, que acabam por pro-
mover uma rdpida drenagem da formulag&o. Assim, o curto tempo de
permanéncia da formulagdo no olho reduz a capacidade do farmaco
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de se difundir e penetrar até suas camadas mais interiores?. Como
resultado, multiplas doses s&o convencionalmente necesséarias em
uma terapia tépica, o que dificulta a adesdo do paciente a esse tipo
de regime terapéutico®.

Um desafio ainda maior é encontrado quando o farmaco deve exer-
cer sua acdo nas estruturas posteriores do olho, como o vitreo e a
retina. Nesses casos, as inje¢des intravitreas normalmente usadas
podem apresentar sérias complicacg@es, incluindo descolamento de
retina, hemorragia, endoftalmite e catarata. Além disso, varios efeitos
adversos associados a uma absorcdo sistémica indevida do farmaco
podem ocorrer.

Diante de todas as dificuldades encontradas para os tratamentos
oftdlmicos, a nanotecnologia aporta vantagens importantes, como
a possibilidade de controlar a liberacdo do farmaco no local de acéo,
reduzindo a frequéncia de administragdo e aumentando a permeagao
de farmacos para as estruturas oculares®®. Somam-se a isso as van-
tagens da nanotecnologia no que se refere a veiculagdo de farmacos
de maneira geral, como o incremento da estabilidade do farmaco, a
reducéo de sua incompatibilidade com outros componentes da formu-
lacdo, o aumento da capacidade de carga de farmaco na formulacéo,
entre outros’®.

Neste capitulo, serdo abordadas e discutidas as aplicagfes e vantagens
que alguns sistemas nanoestruturados desenvolvidos recentemente
tém mostrado trazer para os tratamentos oftalmicos, especialmente na
sua capacidade em “driblar” os mecanismos de protecéo fisioldgicos
ou de melhorar em certos aspectos o tratamento, incluindo as terapias
ditas mais invasivas.
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2. O globo ocular e as principais
vias oculares de administracao de
farmacos

O olho é constituido por trés camadas bdasicas®'®. A camada mais
externa, também conhecida como fibrosa, é constituida por dois teci-
dos conjuntivos, a cérnea e a esclera, que, juntas, formam o envelope
corneoescleral. J4 a camada intermediaria é formada pela coroide,
iris e corpo ciliar, enquanto a camada interna é a camada nervosa,
constituida basicamente pela retina.

O globo ocular (Figura 1) encontra-se dentro de uma caixa 6ssea pro-
tetora, denominada érbita, e consiste em duas partes principais: o
segmento anterior do olho, que ocupa aproximadamente um tergo do
espaco, e 0 segmento posterior que responde pela porgdo restante. O
segmento anterior inclui pupila, cérnea, iris, corpo ciliar, humor aquoso
e cristalino, enquanto o segmento posterior é constituido por humor
vitreo, retina, coroide, mécula e nervo 6ptico'>".

Figura 1. Representagdo da anatomia ocular

Humor vitreo

Humor aquoso

Retina

\ Nervo dptico

Pupila

Cristalino
Cdérnea
Fonte: elaborado pelos autores.
O humor aquoso é um liquido ultrafiltrado de plasma sanguineo que

preenche tanto a cAmara anterior, entre a iris e a cérnea, quanto a
camara posterior, entre a iris e o cristalino™. O espaco vitreo, que é
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limitado pela retina e pelo cristalino, apresenta-se repleto de uma
substancia viscosa e gelatinosa, denominada corpo vitreo'. Ainda
integrando o globo ocular, mas localizados fora dele, encontram-se o
aparelho lacrimal e as pdlpebras.

As principais vias oculares para administracédo de farmacos s&o a
subconjuntival, a intravitrea, a retrobulbar e a intracameral (Figura 2),
além da via tépica, a qual doencas que afetam a conjuntiva, a cérnea
e a iris geralmente respondem bem. J4 doencas que acometem as
palpebras podem ser tratadas com terapia tépica, mas frequentemente
requerem terapias sistémicas. Da mesma forma, patologias que afetam
os tecidos retrobulbar e orbital normalmente precisam ser tratadas
sistemicamente’®, assim como € realizado o tratamento de doencas ou
condicBes que afetam a regido posterior do olho, uma vez que maioria
dos farmacos quando administrados topicamente ndo consegue aceder
a essas regides".

Figura 2. Representacdo esquemaética das principais vias de

administrac&o ocular

Subconjuntival Tépica
%
@

V\ Intracameral

Intravitrea

Retrobulbar

Fonte: elaborada pelos autores.
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3. Sistemas nanoestruturados usados
como alternativa a formulacoes
convencionais para tratamentos

de doencas que afetam a camara
anterior ocular

A maioria das doengas que afetam de maneira mais corriqueira as
estruturas oculares é tratada com aplicacéo tépica de farmacos formu-
lados em solugdes, suspensdes ou pomadas. Apesar de serem comu-
mente usadas, essas preparacdes apresentam problemas tanto no
aspecto farmacotécnico quanto clinico.

A partir de solucdes, a retencdo do farmaco no local de acéo é relati-
vamente baixa, devido principalmente ao baixo volume méximo de for-
mulag&o comportado na superficie ocular, que é cerca de 30 uL. Consi-
derando-se que o volume de uma gota é de, aproximadamente, 50 uL,
grande parte da dose aplicada é perdida pela drenagem do volume
excedente através do ducto lacrimal. Além disso, o mecanismo de pis-
car e a renovacgéo do fluido lacrimal “lavam” a formulacdo aplicada,
fazendo com que o tempo de contato do farmaco administrado com
a superficie ocular seja extremamente baixo. Estima-se que apenas
cerca de 10% de uma solugdo convencional permanecam na superficie
ocular apds 5 min da administragdo?. Consequentemente, apenas uma
fragdo da dose do farmaco esta disponivel para a permeacéo, que deve
ainda se difundir através de barreiras fisiolégicas até o tecido-alvo.

A regido de aplicagdo dessas preparagdes, a cérnea, é composta por
trés camadas consecutivas de diferente lipofilia: epitélio, estroma e
endotélio, sendo esta Ultima camada formada por células conectadas
por sistemas juncionais (tight junctions) que impdem dificuldades adi-
cionais a passagem de moléculas através dela (Figura 3). A alternancia
de lipofilia entre essas camadas, com o epitélio lipofilico, o estroma
hidrofilico e o endotélio novamente lipofilico, proporciona uma con-
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digdo de elevada dificuldade para a partigdo do farmaco entre essas
estruturas. Assim, apenas moléculas moderadamente hidrofilicas ou
moderadamente lipofilicas sdo capazes de se difundirem passivamente
através dessas trés camadas e atingirem o humor aquoso e tecidos
mais internos. Dessa forma, apenas cerca de 1% da dose inicial de
farmaco administrado chega a permear a camara anterior a partir de
um colirio convencional®-2°,

Figura 3. Representagdo esquemadtica do fluido lacrimal pré-cérnea e

da estrutura da cérnea

Camada lipidica [ g
Camada aquosa
Camada mucoide

\ by

Camada de Bowman
Estroma

Membrana de Descemet

Fonte: Elaborada pelos autores.

As suspensdes sdo utilizadas para aqueles farmacos insoltveis ou com
solubilidade incompleta considerando a alta concentracéo requerida
de farmaco para que a dose esteja contida em pequenos volumes da
formulagdo. A administragédo na forma de suspensdo chega, em alguns
casos, a alterar significativamente o tempo de retencdo da formula-
¢cdo. Por exemplo, uma instilagéo tnica da indometacina na forma
de suspensdo apresentou niveis 3,7 vezes mais altos de penetragéo
na retina de coelhos em comparagdo com uma solugdo oftédlmica de
indometacina complexada em ciclodextrina contendo a mesma con-
centragdo do farmaco (p < 0,01). No humor aquoso e no vitreo, 0s niveis
de farmaco foram 4,8 vezes e 4,3 vezes maiores para a formulagéo
em suspensdo em comparac¢do com o grupo contendo o farmaco em
solugdo oftalmica (p < 0,01) e isso parece estar relacionado ao maior
gradiente de concentragéo de farmaco presente na suspensédo em
comparagdo com a solugéo?'.
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Entretanto, as suspensdes nem sempre representam vantagens con-
siderando-se outros aspectos clinicos ou farmacotécnicos. De fato, o
tamanho das particulas do farmaco suspenso deve ser controlado, uma
vez que particulas acima de 5 pm a 10 pm podem ocasionar irritacéo
ou ainda uma sensacdo de desconforto como se houvesse areia nos
olhos?224,

Alternativamente, farmacos lipofilicos podem ser incorporados em
pomadas lipofilicas ou emulsdes, mas, nesses casos, por se tratar
de formulag¢des viscosas, a difracédo da luz é alterada pela formula-
¢do causando extremo desconforto de visdo apds sua aplicagéo. Por
essa razdo, esses tipos de formulagdes sdo apenas administradas no
periodo noturno?.

Assim, para contornar esses inconvenientes apresentados pelas for-
mulac¢des mais convencionais, diversos sistemas nanoestruturados tém
sido propostos como alternativa no tratamento das principais doengas
oftadlmicas descritas a seguir.

3.1 Glaucoma

Tradicionalmente, os tratamentos para o glaucoma mostram baixa
adesé&o terapéutica devido ao elevado nimero de vezes em que a for-
mulacdo deve ser aplicada ao longo do dia. Esse esquema posoldgico
estd relacionado a um baixo tempo de permanéncia do fa&rmaco nas
camadas anteriores do olho, que impacta a sua baixa permeacéo atra-
vés da cérnea??’,

Sistemas nanoestruturados preparados com polimeros que possuem
propriedades mucoadesivas tém mostrado evitar a depuragdo rapida
do fdrmaco da cérnea e aumentar seu tempo de permanéncia no local
de aplicagdo. Um exemplo disso foi obtido com nanoparticulas prepa-
radas com um polimero catidnico (Eudragit®) contendo brimonidina. A
aplicacdo dessas particulas demonstrou reduzir a presséo intraocular
de coelhos por 72h por meio da liberagéo lenta do farmaco, enquanto a
solug&o convencional controlou a presséo por apenas 12h?8. Em outro
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estudo, nanoparticulas de quitosana modificadas com &cido hialuré-
nico e carregadas com cloridrato de dorzolamida e maleato de timolol
foram capazes de reduzir significativamente a pressédo intraocular em
comparagdo com uma solucdo simples dos farmacos. Observou-se
ainda que a utilizacéo de &cido hialurénico foi capaz de potencializar
a mucoadesdo corneal dos sistemas, aumentando a sua eficiéncia®.

Além de particulas preparadas a partir de matrizes poliméricas, siste-
mas niossomais com revestimento polimérico mucoadesivo contendo
brimonidina aumentaram em quase 1,7 vez a concentragdo maxima
de farmaco no humor aquoso (12,46 pg/mL atingidos aos 60 min.) em
comparacdo a uma solucgédo controle (7,2 ug/mL), sendo que as altas
concentracdes de farmaco alcancadas apds a administragéo desse
sistema foram mantidas por até 2 h, em estudo realizado com coelhos®°.

Nanoparticulas produzidas com outros polimeros biodegradaveis, tais
como nanoparticulas de &cido poli-I-lactico (PLA)®' e poli (4cido Iati-
co-co-4cido glicélico) (PLGA) também demonstraram bom potencial
na reducéo da presséo intraocular. Nanoparticulas de PLGA dispersas
em hidrogéis com o coencapsulamento de dois farmacos, brimonidina
e maleato de timolol, foram avaliadas por meio de sua administragéo
tépica em coelhos. Essa formulag&o resultou em uma reducgéo susten-
tada e eficaz da pressao intraocular (aproximadamente 18%) por 4 dias,
mantendo-se concentracgdes significativamente maiores de brimoni-
dina no humor aquoso e na cérnea, bem como maleato de timolol no
humor aquoso, cérnea e conjuntiva por até 7 dias, em comparacéo aos
controles®. A andlise histolégica da cérnea e da conjuntiva tratadas
com a formulag&o n&o revelou alteracdes morfolégicas ou estruturais
e mostrou auséncia de citotoxicidade para as células epiteliais da cér-
nea humana, indicando, assim, sua efetividade e seguranca para o
tratamento do glaucoma®2.

O maleato de timolol carreado em nanoparticulas impregnadas em

lentes de contato foi outra estratégia ja testada e que mostrou pro-
mover uma liberagdo continuada do farmaco por até um més apds sua
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aplicacdo. Estudos preliminares realizados em cées da raca beagle ja
demonstraram um nivel efetivo de reducéo da presséo intraocular com
a insercdo desse tipo de dispositivo®.

Os sistemas nanoparticulados ja estudados, portanto, mostraram ser
capazes de proporcionar uma liberagdo mais consistente e contro-
lada do farmaco através da barreira corneal, gerando um aumento
da duracdo da acéo, além de manter a eficdcia do tratamento sem
comprometer a seguranca e o conforto do paciente.

Vantagens também puderam ser observadas ainda que a administra-
¢do seja realizada de maneira invasiva. A administrac@o de uma Unica
injecdo subconjuntival de nanolipossomas para a liberacdo de lata-
noprosta, em um estudo piloto com 6 pacientes, mostrou seguranca e
eficdcia em individuos com diagnéstico de glaucoma pela redugéo na
pressdo intraocular clinica de, aproximadamente, 20% nos pacientes
tratados com os nanolipossomas ao longo de 3 meses apds a sua
injecao®.

3.2 Inflamacgoes oculares

O tratamento de inflamacgdes oculares baseia-se principalmente no uso
tépico de farmacos anti-inflamatdérios nédo esteroidais e de corticoste-
roides. O desafio nesse tipo tratamento também € garantir que esses
farmacos atinjam as estruturas afetadas em concentrag@es terapéu-
ticas e permanecam no local por um periodo suficiente para garantir
a ocorréncia de seu efeito farmacolégico®.

Um estudo in vivo utilizando exame histopatolégico revelou que os
olhos de coelhos tratados com nanoemulsédo de indometacina resul-
taram em uma cicatrizagdo maior dos processos inflamatérios em
comparacdo com outras nanoparticulas®®. Outro estudo in vivo com
nanoemulsées do tipo 6leo-em-dgua (tamanho médio de goticulas igual
a 104,4 nm) incorporando o difluprednato promoveu um aumento de
5,7 vezes de seu metabdlito ativo no humor aquoso apds uma hora da
instilagdo comparado a uma suspensdo oftalmica do mesmo farmaco®’.
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Esse aumento € atribuido a um efeito de promocéo de permeacéo
corneal que os sistemas nanoemulsionados desempenham, devido,
principalmente, a utilizagdo de tensoativos nédo idnicos que podem
levar a abertura das tight junctions nas células epiteliais, aumentando
o transporte transcorneal de farmacos nela incorporados. Além disso,
aincorporagdo de um farmaco extremamente lipofilico é feita em uma
formulagdo aquosa e translicida, que ndo causa nenhum tipo de des-
conforto ao paciente, seja de turvagéo de visdo, seja de sensacéo
arenosa gue uma suspensdo aquosa poderia ocasionar, uma vez que
o farmaco se encontra dissolvido na nanogoticula oleosa. Com base
no estudo citado acima, em 2008, o FDA aprovou uma nanoemulsdo
chamada Durezol (Alcon Laboratories, Fort Worth, TX, EUA) contendo
difluprednato para o tratamento da inflamacé&o ocular.

Os processos inflamatérios normalmente acometem os olhos na regido
do trato uveal, que é composto por: iris, corpo ciliar e coroide, e esse
tipo de inflamag&o é denominada uveite®. A uveite induzida por endoto-
xinas em olhos de coelhos foi tratada com nanosuspensdes preparadas
com Eudragit RS100 contendo piroxicam. Os exames in vivo revelaram
que a inflamacé&o foi inibida pelo farmaco nanoencapsulado de forma
significativa (p < 0,05) no ndimero de leucécitos no humor aquoso por
até 12 h ou mais em comparagdo com os olhos de coelhos néo trata-
dos*. A diminui¢do de quatro fatores inflamatdrios apds a administra-
¢cdo de nanoparticulas de PLGA contendo acetonida de triancinolona
foi significativamente diferente de outras opcdes de tratamento com
o mesmo farmaco*.

Nanoparticulas poliméricas positivas (potencial zeta na faixa
de +40 mV a +60mV) de ibuprofeno preparadas com Eudragit RS100®
demonstraram garantir niveis do farmaco significativamente maiores (p
< 0,01) no humor aquoso de coelhos em comparag&o com o grupo trata-
do com a solugdo simples de ibuprofeno*. Nesse caso, assim como foi
discutido no item anterior, o efeito mucoadesivo desse tipo de nanoes-
trutura garante um maior tempo de retencédo em contato com a cérnea,
que assegura uma maior taxa de permeacéo do farmaco através dessa
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membrana complexa. Outros sistemas poliméricos nanoparticulados
contendo anti-inflamatdérios também ja demonstraram bom desem-
penho em termos de permeagéo corneal, como nanoesferas de PLGA
PEGuiladas carregadas com dexibuprofeno (com aproximadamente
200 nm)* e suspensdes de nanoparticulas poliméricas preparadas a
partir de PLGA e PLGL [poli (lactideo-co-glicolideo-leucina] carrega-
dos com diclofenaco sédico*t. Cabe lembrar que diferentemente das
suspensdes de farmacos tradicionais, as dispersdes nanoparticuladas
ndo causam efeito de irritacdo ou desconforto ocular devido as suas
propriedades coloidais.

Lipossomas contendo diclofenaco também foram capazes de apre-
sentar uma concentracdo local duas vezes maior na retinacoroide
nos olhos de coelhos em comparag&o com a solucgéo de diclofenaco?®.
Adicionalmente, nanolipossomas contendo acetato de prednisolona
apresentaram um efeito anti-inflamatdério maior e mais duradouro em
comparagdo com o farmaco ndo nanoencapsulado em ratos*¢, assim
como etoniossomas, que sdo derivados lipossomais contendo etanol
em sua composicdo, que apresentaram uma biodisponibilidade ocular
relativa estimada de 1,54 e 1,75 vez maior de prednisolona do que para
a suspenséo e solucéo colirio, respectivamente?’.

Os carreadores lipidicos nanoestruturados, além de efeito de promogéo
da penetracdo corneal, também demonstraram controlar de maneira
marcante a liberac&o de ibuprofeno, levando a um maior tempo de
residéncia no humor aquoso do que o tratamento convencional“t. O
revestimento desse tipo de nanossistema lipidico com oligossacarideos
de quitosana conferiu uma carga positiva a essas particulas lipidicas
(potencial zeta igual a +20,7 mV). Esse potencial positivo levou a bioa-
desdo do sistema nos tecidos oculares, demonstrado pela técnica de
cintilografia, revelando um retardamento da sua depuracéo além de um
aumento da drea sob a curva de 7,7 vezes e um aumento de 2,4 vezes
em comparagdo com o farmaco de referéncia quando administrados
em olhos de coelhos®.
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Por fim, sistemas micelares carregados com cetorolaco foram aplicados
a um modelo de inflamag&o ocular induzida por citocinas inflamatdrias
em coelhos e proporcionaram um aumento de duas vezes da biodis-
ponibilidade ocular sem danos na cérnea, em comparagédo com uma
suspensédo aquosa contendo a mesma quantidade de farmaco®°.

3.3 Infeccgoes fuingicas

A abordagem farmacoldgica do manejo de infecg¢des flingicas envolve
a necessidade de formulacdes contendo agentes antifiingicos muito
potentes e que apresentem maior atividade, menor duragdo do trata-
mento e supresséo da ocorréncia de efeitos adversos®'.

Independentemente da via de administracédo, a maioria dos agentes
antifingicos disponiveis ndo possui as propriedades fisico-quimicas
necessdrias para ser absorvida e atingir os tecidos-alvo da infec¢do?°52,
Assim, lentes de contato a base de hidrogel produzidas com quitosana,
nanoparticulas de prata e 6xido de grafeno contendo voriconazol, um
potente agente antifiingico, controlaram a liberagédo do farmaco por
120h com uma primeira fase correspondendo a uma liberagéo inicial
de rajada nas primeiras 3h devido a rapida difusdo da mistura do far-
maco com a matriz. Adicionalmente, o valor da concentracao inibitéria
minima desse sistema foi duas vezes maior para Fusarium solani e
Aspergillus fumigatus em relagdo ao voriconazol isoladamente®:.

Estratégias envolvendo a obtenc¢&o de sistemas nanoestruturados
mucoadesivos também tém sido pesquisadas com o intuito de aumen-
tar a biodisponibilidade de agentes antifiingicos, como a preparacgéo
de um gel mucoadesivo a partir de nanoemulsdes carreando cloridrato
de terbinafina que apresentaram resultados in vivo superiores aos de
formulacdes controles®. Carreadores lipidicos nanoestruturados com
carga residual positiva (+27,1 mV) administrados em olhos de coelhos
apresentaram uma area sob a curva cerca de 4 vezes maior em compa-
ragdo com os colirios de anfotericina B e tempo de permanéncia mais
longo no humor aquoso®®. Outro carreador lipidico nanoestruturado
cationico encapsulado voriconazol também proporcionou a penetragédo
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de uma alta concentracdo de farmaco na cérnea de suinos de mais de
12 mg/cm? apés 30 min de tratamento®. Nanoparticulas poliméricas de
lecitina e quitosana carregadas com anfotericina B (200 nm) também
exibiram propriedades mucoadesivas pronunciadas in vivo em olhos
de coelhos albinos por um tempo de residéncia precorneal 3,36 vezes
maior e uma biodisponibilidade 2,04 vezes maior que formulactes
comercializadas'.

Os lipossomas também ocasionaram aumento da eficacia terapéu-
tica de agentes antiflingicos devido a um efeito promotor que essas
nanoestruturas vesiculares desempenham quando aplicadas topi-
camente na cérnea. Um desses sistemas encapsulando fluconazol
apresentou maior eficacia (86,4% de melhora) em comparacédo com a
solugéo tépica do mesmo farmaco (apenas 50% de melhora) em olhos
de coelhos (p = 0,015)%". Outro sistema lipossomal contendo voriconazol
mostrou-se ndo irritante apds o teste in vitro HET-CAM e foi capaz de
fornecer 47,85 g/cm? £ 5,72 g/cm? do farmaco para a cérnea de suinos
em apenas 30 min de teste in vitro de permeacdo corneal®®.

O tipo de infecgdo fungica de maior recorréncia na clinica é a ceratite
fdngica, que tem como sitio de infeccdo a cérnea. O tratamento da
ceratite € um desafio, pois relaciona tanto a infecgdo quanto a infla-
macdo que precisam ser resolvidas. Nesse sentido, a expresséo de
receptores Toll-Like (TLR4) nas células epiteliais da cérnea aumenta em
resposta a infecgdo. Anticorpos anti-TLR4 foram conjugados na super-
ficie de nanoparticulas de gelatina encapsuladas com cetoconazol. O
anticorpo anti-TLR4 ndo apenas facilita a ligacdo de nanoparticulas
a cérnea, mas também aumenta seu tempo de residéncia por até 8h
em comparag&do com nanoparticulas ndo revestidas, além de reduzir
os niveis de citocinas inflamatdrias resultando em uma resolucéo da
infeccdo nos olhos de ratos infectados por Aspergillus flavus®.

M4



CAPITULO 10: APLICAGAO OFTALMOLOGICA DA NANOTECNOLOGIA

3.4 Infeccoes virais

Infecgdes virais nos olhos podem causar sensagéo de desconforto e
até visdo embacada, e o tratamento tem sido realizado com solucdes
de aciclovir e ganciclovir. As principais abordagens tecnoldgicas tes-
tadas até aqui foram o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas
mucoadesivas e a incorporacdo de nanoparticulas poliméricas nédo
invasivas a géis ndo poliméricos.

No primeiro caso, nanoparticulas de quitosana incorporando o aciclovir
mostraram ser mucoadesivas e, além disso, desempenharam um perfil
de liberagdo com rapido disparo inicial do farmaco, liberando 52,46%
em 12h, seguido por uma liberagéo sustentada do farmaco por um
periodo de 24h®°,

Na segunda situag&o, nanoparticulas de PLGA contendo ganciclovir
foram formuladas e dispersas em gel polimérico termossensivel para
o tratamento da ceratite ocasionada pelo virus herpes simplex tipo 1.
Os sistemas nanoestruturados em géis proporcionaram uma liberagéo
in vitro continua do farmaco, sem um efeito de exploséo de liberagédo
inicial, e um controle de liberag&o por 30 dias em comparacédo aos
nanossistemas ndo incorporados ao gel que liberaram todo o seu con-
teido em menos de 20 dias®'. Esse sistema foi entdo administrado via
instilagdo tépica em olhos de coelho e apresentaram disponibilidade
do farmaco 6 vezes maior no humor aquoso relativo a uma solucéo de
ganciclovir®?.

3.5 Infecgdes parasitarias

As infec¢Bes oculares também podem ser provocadas por parasitas
das diversas espécies causando sintomas catastréficos que variam de
desfocagem de visédo até a cegueira se ndo houver rdpida interven-
cdo. A ceratite parasitaria € um exemplo de doenga ocular parasitaria
acometida por Acanthamoeba sp. Nanoparticulas de ouro contendo
clorexidina mostraram efeitos inibitérios no crescimento dessa espé-
cie de ameba (p = 0,05). Em contraste, as amebas tratadas apenas
com clorexidina nédo exibiram efeitos inibidores do crescimento®. Os
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dendrimeros sdo macromoléculas poliméricas repetidamente ramifi-
cadas com um amplo espectro de aplicagdes, principalmente por suas
propriedades antimicrobianas. Alguns dendrimeros testados foram
eficazes contra a forma trofozoito e dois dendrimeros apresentaram
algum efeito contra cistos da Acanthamoeba®.

As nanoparticulas podem, ainda, serem utilizadas para o diagndstico
de infeccdes parasitdrias. Um kit de ensaio imunocromatogréfico com
nanoparticulas de silica fluorescente ligadas a anticorpos anti-Acan-
thamoeba foi desenvolvido para diagndstico de ceratite por Acantha-
moeba e foi capaz de detectar organismos em concentragdes baixas (5
trofozoitos ou 40 cistos por amostra), além de ser, aproximadamente,
20 vezes mais sensivel que o kit de ensaio imunocromatogréafico con-
vencional com marcadores de |atex.

3.6 Infeccoes bacterianas

As infecgBes no olho também podem ser de origem bacteriana e os
tratamentos normalmente s&o por administragédo tépica, intraocular
ou subconjuntival de medicamentos contendo farmacos dos grupos
das tetraciclinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos e penicilinas.

O ciprofloxacino, por exemplo, é um antibiético de largo espectro, muito
utilizado em infecgGes oculares do segmento anterior. Enquanto solu-
¢Oes convencionais mantém niveis significativos do farmaco na cérnea
por apenas 3h, nanoparticulas lipidicas sélidas demonstram sustentar
a liberacéo de ciprofloxacino em niveis efetivos para o tratamento de
endoftalmites por um periodo de aproximadamente 12h¢e,

A melhora da estabilidade de formulagdes antibacterianas é outra
vantagem conseguida com o uso da nanotecnologia para o preparo
de medicamentos oculares, uma vez que a maioria dessas moléculas
apresenta certa labilidade. Nesse sentido, nano e microemulsdes incor-
porando moxifloxacina®, cloranfenicol®®, gatifloxacino®®, dexametaso-
na associada a polimixina B e ofloxacina™ mostraram estabilidade
bastante superior aos seus medicamentos convencionais na forma de
solugdo ou suspenséo.
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Vérios sistemas contendo nanoparticulas poliméricas tém demonstrado
aumentar o tempo de residéncia ocular de farmacos antibidticos. Nano-
particulas de PLGA contendo esparfloxacina mostraram boa retengéo
em olhos de coelho por toda a 4rea pré-cérnea em comparagdo com a
formulagdo comercializada. Além disso, a formulagdo comercializada
eliminou muito rapidamente o farmaco da cdérnea e alcangou a circu-
lacdo sistémica através do sistema de drenagem nasolacrimal, apds
6h de administracdo ocular, enquanto a nanosuspenséo desenvolvida
diminuiu muito lentamente (p < 0,05) permanecendo na superficie da
cérnea nesse mesmo tempo’. De maneira semelhante, enquanto a
formulag&o comercial do levofloxacino foi removida rapidamente da
regido da cérnea e atingiu a circulagdo sistémica por meio de drena-
gem nasolacrimal logo apds a sua instilagdo, nanoparticulas de PLGA
contendo o mesmo farmaco ficaram tempo em contato da superficie
da cérnea e nédo foram observados sinais do farmaco nem nos rins nem
na bexiga dos animais apés 5h do tratamento?.

Em termos de promocgdo da permeacédo de antibidticos, lipossomas
contendo ciprofloxacino estenderam permeacéo corneal do farmaco
em, aproximadamente, 3 vezes apds 6h da aplicagdo comparado a
solucdo aquosa do farmaco™, assim como nanoparticulas lipidicas
sélidas carreando gatifloxacino promoveram um aumento 3,37 vezes
na biodisponibilidade relativa e tempo de meia vida 2,34 vezes maior
em comparagdo com o colirio de gatifloxacino™. Estudos in vivo em
coelhos também mostraram que carreadores lipidicos nanoestrutura-
dos contendo ofloxacina aumentaram o tempo de retengdo pré-ocular
em guase seis vezes em comparac¢do a formulagédo comercial contendo
0 mesmo farmaco.

Os tratamentos utilizando sistemas nanoestruturados também podem
ocorrer de forma profilatica para cirurgias oftdlmicas. Por exemplo, a
fim de prevenir a endoftalmite durante a cirurgia de catarata, micropar-
ticulas de PLGA mostraram um perfil in vitro de liberagédo sustentada
de, aproximadamente 40% de rifampicina por 5 dias, e efeito bacteri-
cida contra Staphyloccocus epidermidis, envolvido, principalmente, na
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endoftalmite, com uma eficiéncia de quase 99% comparado a rifam-
picina livre, que apresentou apenas efeito bacteriostatico com 56% a
58% em 30h de experimento™.

3.7 Olho seco

O olho seco é uma desordem multifatorial das lagrimas e da superficie.
Atualmente, a ciclosporina A tépica é um dos tratamentos farmacol6-
gicos recomendado para sintomas severos de olho seco. Em 2002, a
FDA aprovou a utilizacdo de uma nanoemulséo oftdlmica (Restasis®,
Allergan Inc., Irvine, CA, EUA) que mostrou um aumento na producéo
natural de ldgrimas. Entretanto, as formulagdes de gotas oculares séo
administradas com frequéncia (duas vezes ao dia para Restasis®, mas
até quatro vezes para muitas formulagdes tépicas) em altas doses,
resultando em aumento dos efeitos colaterais como ardor e sensacao
de corpo estranho no olho3%7,

Como j4 foi discutido anteriormente, essas formulagdes tdpicas reque-
rem administracdo frequente devido a eliminacéo rapida da superficie
ocular. Em vista disso, nanoparticulas com propriedades mucoadesivas
produzidas com poli (D, L-lactideo) e dextran incorporando ciclospori-
na A controlaram a liberacdo do farmaco por até 5 dias em uma dose
lnica. Os testes in vivo em camundongos demonstraram uma redugéo
dos infiltrados inflamatérios, e a superficie ocular foi completamente
recuperada com uma Unica dose por semana e concentragcdo menor
do farmaco comparado ao controle comercial (Restasis®)™.

A ciclosporina A também foi incorporada em uma nanossuspenséo. Ao
entrar em contato com o fluido lacrimal, a formulagdo precipita e cria
sistemas nanoparticulados que entram na cérnea e liberam o fadrmaco
por dissolugdo. Apds administragdo em dose Unica aos olhos de suinos,
foi detectada uma quantidade, aproximadamente, 6 vezes maior de
ciclosporina A no tecido corneano em comparagdo com a formulagéo
comercial Restasis®®,
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Lipossomas contendo ciclosporina A também foram comparados em
relagdo a formulagdo comercial Restasis® para a sindrome do olho seco
induzida em coelhos. A formac&o de lagrimas nos coelhos induzidos
por olho seco foi avaliada usando o teste lacrimal. Apds o tratamento,
o valor do teste lacrimal melhorou significativamente nos grupos tra-
tados com lipossomas contendo ciclosporina A comparado ao controle
comercial (p = 0,005)%'.

Nanoparticulas de PLGA carregadas positivamente por Eudragit RL100
contendo ciclosporina A também foram capazes de modular a liberacéo
do farmaco em 69,83% a 91,92% em 24h nos tecidos oculares. Dessa
forma, o sistema pode interagir com a superficie do olho, garantindo
o contato ideal entre a formulag&o e a mucosa®.

Nanowafers carregados com dexametasona foram avaliados in vivo
em modelo experimental utilizando ratos. Os animais tratados uma
vez ao dia com nanowafers foram capazes de restaurar a superficie
ocular saudavel e a funcéo de barreira da cérnea comparado ao colirio
dexametasona administrado duas vezes ao dia. Além disso, ocorreu
diminuicdo expressiva de citocinas inflamatdrias caracteristicas do
olho seco®.

Uma nanoformulagédo comercializada, Tears again® (Optima Pharma-
ceutical GmbH, Alemanha), é um lipossoma contendo fosfolipidios
formulados como um spray usado para sindrome de olho seco. Essa
formulagdo de pulverizag&o lipossdmica mostrou uma liberagdo melho-
rada em relacdo a outras formulacdes convencionais®.

A literatura reporta ainda varios estudos que estdo sendo desenvolvi-
dos para o tratamento do olho seco, entretanto, poucos estudos anali-
sam os nanossistemas em ensaios clinicos. Um estudo (ClinicalTrials.
gov NCT02420834) conduzido na Inglaterra pela Universidade de Aston
estd avaliando, por meio de um ensaio randomizado intervencionista,
a eficacia de lagrimas artificiais comparado a um spray lipossomi-
co. Um outro estudo randomizado, simples-cego (ClinicalTrials.gov
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NCT02908282), estd sendo conduzido atualmente para avaliar a efi-
cacia de uma microemulséo feita de dcidos graxos poliinsaturados
e polimeros hidratantes (REMOGEN® OMEGA) para o tratamento do
olho seco.

4. Tratamentos de doencas
que afetam a camara posterior
ocular utilizando-se sistemas
nanoestruturados

Como foi mencionado anteriormente nas secdes introdutérias, bar-
reiras anatomicas e fisioldgicas impedem que os farmacos atinjam o
segmento posterior do olho, principalmente na coroide e na retina. Apés
a administracéo tépica, por exemplo, uma fragdo maior do farmaco é
perdida por lacrimagéo, diluicdo da lagrima, drenagem nasolacrimal
e turnover lacrimal. Essas perdas pré-corneais resultam em biodispo-
nibilidade ocular muito baixa. Por outro lado, as juncdes estreitas da
barreira hematoretiniana restringem a entrada dos fadrmacos quando
administrados sistemicamente na retina®. Assim, altas concentragdes
dos farmacos, administracéo frequente e efeitos colaterais importantes
implicam uma grande dificuldade no tratamento de doencas do seg-
mento posterior, que acaba sendo realizado de maneira invasiva®®’,

Dessa forma, o tratamento de doencas do segmento posterior ainda
permanece uma tarefa muito desafiadora para o desenvolvimento de
formulagdes. Ainda assim, os sistemas nanoestruturados podem ofe-
recer vantagens terapéuticas no tratamento das principais doencgas
gue acometem a camara posterior do olho, conforme seré apresentado
a seqguir.

4.1 Inflamacodes e doencas infecciosas da camara posterior

A utilizacdo de lipossomas, dendrimeros ou nanomicelas tem mostrado
certo potencial para promover o transporte transcorneal de agentes
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anti-inflamatdérios quando aplicados topicamente. Lipossomas de
174 nm de diametro, por exemplo, demonstraram eficiéncia na libe-
racdo 1,8 vez maior de diclofenaco a retina e coroide de coelhos em
comparagédo com a solucdo do mesmo farmaco*s. A complexagéo dexa-
metasona a dendrimeros de poliamidoamina também mostrou fazer
com que o corticosteroide atingisse a retina de coelhos em concentra-
¢cOes de aproximadamente 2,2 vezes maiores em comparacédo com a
suspensdo de dexametasona, ambos aplicados topicamente®. Esses
resultados especificamente seriam uma alternativa promissora para
o tratamento da retinopatia diabética, uma vez que a aplicagdo que
é feita atualmente para tratamento dessa condicéo € invasiva e traz
diversos efeitos colaterais ao paciente. Nanomicelas de dexametasona
também apresentaram resultados animadores quando da aplicacdo
tépica em olhos de coelhos, uma vez que promoveram o actimulo de
altas concentrac¢6es do farmaco (67,32 ng/g + 26,49 ng/g) na reti-
nacoroide®. Esse tipo de sistema de liberacdo também demonstrou
promover a liberacdo de altas quantidades de rapamicina na retina-
coroide (362,35 ng/g + 56,17 ng/g de tecido) do animal®.

Apesar de resultados promissores em ensaios in vitro e in vivo, um dos
poucos ensaios clinicos registrados até o momento para o tratamento
tépico de doencas inflamatérias oculares do segmento posterior esta
em estdgio de fases 2 e 3 e trata da investigacdo de nanoparticulas
de ciclodextrina contendo dexametasona para o tratamento de edema
macular diabético (Identificador ClinicalTrials.gov NCT01523314).

Além da aplicagdo tépica, outra abordagem seria a utilizagéo de siste-
mas nanoestruturados para liberacéo prolongada de anti-inflamatdrios
apds inje¢Bes intravitreas. Nesse sentido, um estudo in vivo demonstrou
que lipossomas encapsulando tacrolimus permaneceram nos fluidos
oculares por 14 dias apds uma Unica injegdo intravitrea, e durante esse
periodo foram capazes de reduzir a inflamacgé&o intraocular®'.
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4.2 Degeneracao macular

A degeneragdo macular relacionada a idade (DMRI) representa a prin-
cipal causa de perda visual irreversivel em idosos®2. A perda de visédo
mais grave da DMRI estd relacionada a neovascularizagdo da coroide
(NVC), que € causada por um complexo processo fisiopatoldgico envol-
vendo o fator de crescimento endotelial vascular da citocina proan-
giogénica (VEGF)®**. Dessa forma, os tratamentos atuais baseiam-se
em tratamentos anti-VEGF.

Os tratamentos da degeneracdo macular demonstram eficacia em
retardar o progresso da doenca e melhorar a visdo, porém requerem
multiplas inje¢des intravitreas, que causam reagdes adversas graves,
como endoftalmite, descolamento de retina e reacdes no local da inje-
¢do. A estratégia tem sido reduzir o ndmero de inje¢des prolongando a
liberacdo dos farmacos incorporados em sistemas nanoestruturados.

Diante disso, nanoparticulas de polietilenoglicol-b-policaprolactona
carregadas com acetato de triancinolona e funcionalizadas com fola-
to (130 nm) apresentaram uma liberacéo sustentada do farmaco por
até 4 semanas em pH 5,5 e 8 semanas em pH 7,4. Além disso, essas
nanoparticulas foram internalizadas em linha de células do epitélio
pigmentar da retina através de endocitose mediada por receptores,
e a absorcédo celular foi significativamente maior comparado as par-
ticulas sem modificacdo de folato. Dessa forma, a captagéo aumen-
tada e a liberacéo controlada do fa&rmaco resultaram em expresséo
génica antiangiogénica prolongada de células do epitélio pigmentar
da retina®.

Nanoparticulas de poli (orto-éster) carregadas com celecoxibe, um ini-
bidor da ciclooxigenase-2, com uma distribuicdo de tamanho de 150 nm
apresentaram uma liberacgéo prolongada do farmaco promovendo um
maior contato do farmaco no olho e, consequentemente, os seus efeitos
anti-inflamatdrios, antiproliferativos e anti-VEGF na retina®®.
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Visando ainda a diminuicéo dos efeitos adversos ocasionados pelos
tratamentos atuais, recentemente, nanoparticulas de PLGA foram
desenvolvidas como um sistema de liberacdo de um gene, FIt23k, para
inibir a sinalizac&o de VEGF em camundongos. Flt23k é capaz de inibir
a expressdo de VEGF induzida por hipéxia tanto in vitro quanto em
modelo de camundongo de neovascularizacdo corneal. Semelhante-
mente, ndo ocorrem alteragdes hematoldgicas e inflamatdrias ébvias
ou diminuicdo da funcéo visual®. Esse mesmo sistema polimérico
nanoestruturado foi utilizado para o encapsulamento de acetato de
triancinolona incorporada em gel e demonstrou uma fécil aplicagédo
como uma solugdo na transicéo para a fase de gel com base na tem-
peratura biolégica do olho. Além disso, o sistema né&o foi citotéxico
para uma linhagem de células da retina e reduziu significativamente a
expressdo de VEGF em 43,5% + 3,9% em comparagdo com uma redu-
cdo de 1,53% + 11,1% promovida pela triancinolona ndo encapsulada®®.

Alguns sistemas nanoestruturados mostraram-se capazes de direcionar
os ativos especificamente para a retina, como é o caso de nanoparticu-
las superparamagnéticas produzidas com éxido de ferro. Essas nano-
particulas puderam ser direcionadas para células-tronco mesenquimais
na retina, usando um ima orbital, além de manter uma seguranca de
aplicacdo local por meio de uma liberagdo controlada do ativo®.

A composicdo dos sistemas nanoestruturados, em geral, pode contri-
buir também para os processos terapéuticos da retina. Como exemplo,
as nanoparticulas de ouro demonstraram ter propriedades antiangio-
génicas intrinsecas, e, dessa forma, a injecdo intravitrea desse tipo
de nanoparticulas sem farmacos inibiu a neovascularizacéo da retina
em um modelo de ratos'0°",

Como mencionado anteriormente, tratamentos com injecdes intra-
vitreas anti-VEGF podem causar atrofia geogréafica, infeccéo e fibro-
se retiniana. Visando a melhora desses inconvenientes, lipossomas
alteram o comportamento biofarmacéutico dos fadrmacos na liberagdo
ocular®”1%2, Com isso, lipossomas com carga negativa encapsulando
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ranibizumab apresentaram uma liberagdo sustentada e uma duragéo
de liberagdo mais longa de 21 dias em comparagdo com outros liposso-
mas desenvolvidos. Nesse sentido, os lipossomas sdo nanocarreadores
vesiculares ndo toxicos e biocompativeis, que podem ser utilizados para
encapsular agentes terapéuticos para proporcionar liberagéo susten-
tada, além de proporcionarem um perfil maior de penetracédo alcan-
cando um efeito de depdsito do farmaco'®. Outro estudo mostrou que
lipossomas contendo bevacizumab foram retidos no humor vitreo em
uma concentragéo cinco vezes superior a do farmaco livre ao longo de
42 dias, demonstrando que os sistemas lipossomais podem aumentar
o tempo de residéncia de farmacos bioldgicos anti-VEGF apds admi-
nistragdo intravitrea'*. Além disso, esses sistemas apresentam uma
baixa toxicidade, tornando seguros e eficazes para o tratamento da
degeneragdo macular's.

Atualmente, uma formulagao lipossdmica contendo Verteporfin, Visu-
dyne® (QLT Ophtamics, Inc., Menlo Park, CA, Estados Unidos) ja foi
aprovada para a terapia fotodinamica para degeneragéo macular rela-
cionada a idade e encontra-se no mercado®.

5. Desafios

Em geral, a nanotecnologia traz novas e promissoras abordagens para
o tratamento de doencas oftdlmicas. Varios sistemas nanoestrutura-
dos tém demonstrado potencial na liberagéo ocular de farmacos, de
modo a possibilitar terapias ndo invasivas ou pelo menos minimamente
invasivas para doencas oculares de diferentes graus de complexida-
de. Entretanto, varios desafios ainda precisam ser enfrentados para
aprimoramento desses inconvenientes. Por exemplo, ainda existem
inimeros estudos que se limitam ao nivel in vitro e ndo demonstram a
viabilidade dos sistemas nanoestruturados em situac&es in vivo. Além
disso, um ndmero ainda mais reduzido de estudos clinicos utilizando-se
das nanoformulagdes desenvolvidas tem sido reportado, o que deve
ainda prolongar a espera da sociedade por alternativas nanotecno-
Iégicas seguras e eficazes para o tratamento de doengas oculares.
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6. Conclusao

A nanotecnologia se apresenta como uma alternativa inovadora para
os inconvenientes ocasionados pelos tratamentos oftalmicos atuais.
Muitas doencgas oculares sdo cronicas e recorrentes e exigem um longo
prazo de tratamento. Assim, a incorporacdo dos farmacos em siste-
mas nanoestruturados viabiliza os potentes efeitos dos farmacos por
uma diminuigdo dos efeitos adversos e téxicos, além de resistir aos
aspectos fisiolégicos presentes no olho, e assim aumenta o tempo de
residéncia do farmaco no local de ac&o. Entretanto, pesquisas inten-
sas sd0 necessdrias para que esses nanossistemas sejam avaliados
clinicamente para chegarem ao mercado.
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CAPITULO 11

Aplicacdes da nanotecnologia _
em desordens e patologias cutaneas

Patricia Mazureki Campos'’; Fabiola Silva Garcia Praga?; Marcelo
Henrique Kravicz??

Introducao

A via tépica é uma rota alternativa para veiculagdo de substancias
pela pele e producéo de efeitos local e sistémico com diminuicdo dos
efeitos colaterais relacionados as outras vias de administracdo. Dessa
forma, desperta grande interesse para tratamento de doencgas cuta-
neas, o que, por meio dos nanocarreadores (NCs), tém sido alcangados
resultados satisfatdrios e promissores, principalmente, relacionados
a sobreposigdo da barreira cutanea'. A aplicagdo da nanotecnologia
comparada com as formulagdes convencionais oferece vantagens
de aumento de solubilidade, prote¢&o contra degradacgéo, aumento
da difusdo e retencdo cutaneas das substancias carreadas, sendo
que podem ser veiculadas substancias de baixa massa molecular ou
macromoléculas de naturezas hidrofilica ou lipofilica.
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A caracteristica de transporte aumentado de substancias através/na
pele pode ser atribuida ao tamanho nanométrico e ao aciimulo de NCs
em estruturas cutaneas, como depressdes/reentrancias do estrato
corneo, foliculos pilosos e aberturas das glandulas sudoriparas écri-
nas, bem como € atribuida a interacdo dos NCs com tais estruturas,
criando um sistema reservatorio, o que favorece saturacéo localizada
da substancia carreada com liberacdo sustentada na pele®*. Pode
ser afirmado que micelas, lipossomas, microemuls&do, nanoemulséo e
nanocarreadores lipidicos provocam aumento de penetracdo cutanea
e se desintegram, enquanto que nanocarreadores poliméricos perma-
necem intactos por um tempo mais prolongado, e, em funcéo da com-
posicéo quimica, promovem diferentes cinéticas de liberacédo na pele?*.

Os NCs tém sido extensamente aplicados em diversas dreas, como:
terapéutica, diagndstica, profilatica e cosmética. Eles podem ser dire-
cionados para: tratamento superficial, atingir locais especificos na
pele, imunizacdo, promotores de penetragdo cutanea ou associados
com métodos fisicos; sendo considerados seguros e eficazes por meio
de um desenvolvimento racional. Diversos estudos exemplificam as
suas aplicag8es in vitro e in vivo relacionadas com as desordens cuta-
neas, como cancer de pele, psoriase, infec¢des e inflamacdes cuta-
neas, dentre outras*®.

Dessa forma, abordamos, neste capitulo, os principais aspectos da
pele e a interacéo/relagdo dos NCs com a barreira cutanea. E, ainda,
trazemos a atencgdo para a aplicagdo e estudos reportados na literatura
que utilizaram tais NCs para tratamento ou intervencdo nas desordens
e patologias da pele com veiculac&o por vias de administracéo tépica
e transdérmica.
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2. A pele como barreira a penetracao
de moléculas

A pele humana, também chamada de tecido cutaneo, é o maior érgédo
do corpo humano e tem papel de barreira essencial entre o organismo
e 0 ambiente externo, atuando na prote¢do do corpo contra a perda
de dgua e ions, a penetragdo de micro-organismo e outras moléculas,
além de auxiliar no controle de temperatura e na funcdo de reparo’.
Cobrindo cerca de 2 m? e compreendendo 10% da massa corporal total,
o tecido cutaneo é composto por camadas distintas com diferentes
composicées e propriedades, como ilustrado na Figura 1.

Figura 1: Esquema ilustrativo da pele humana
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Fonte: elaborado pelos autores.
A epiderme (EP) é a camada mais externa da pele, composta por dife-

rentes estratos de queratindcitos em diversos graus de diferenciacéo,
melandcitos (producdo de melanina), células de Merkel (percepcao
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sensorial) e células de Langerhans (funcdo imunoldgica). A EP estd
subdividida em estratos: cérneo, translicido, granuloso e basal®. Além
disso, é um tecido dinamico, autorrenovavel, no qual a perda das célu-
las da superficie do estrato cérneo (descamacao) é equilibrada pelo
crescimento celular na EP inferior (estrato basal). O estrato cérneo € a
camada mais superficial da EP e mede, aproximadamente, de 10 a 20
micrémetros de espessura. Geralmente, o estrato cérneo é constituido
de 15 a 30 camadas de células mortas anucleadas, achatadas e ricas
em queratina (cornedcitos) dispostas em uma matriz lipidica®. E uma
camada seca e morta que ajuda a evitar a penetracédo de micro-orga-
nismos e a desidratacédo dos tecidos subjacentes, além de fornecer
uma protecdo mecéanica contra a abraséo para as camadas subjacen-
tes mais delicadas. Os cornéocitos nessa camada séo descartados
periodicamente e sdo substituidos pelas células advindas do estrato
granuloso que sdo empurradas para cima®.

O estrato transltcido é caracterizado como o estrato mais liso e trans-
licido da EP, composto por células ricas em proteinas lipidicas, as
quais fornecem a essas células a aparéncia transltcida. Esse estrato
é exclusivo das regides das méos e dos pés. Localizada entre o estrato
granuloso e o estrato cérneo, os queratinécitos que compdem esse
estrato estdo mortos e achatados'. O estrato granuloso é constituido
por aproximadamente 3 a 5 camadas de células mais planas, que pos-
suem grande quantidade de proteina acumulada em granulos lamelares
no interior das células, fornecendo um aspecto mais denso para essa
camada celular de aparéncia granulosa devido a novas alteragfes nos
queratindcitos, que foram empurrados do estrato espinhoso™.

O estrato espinhoso é constituido de 8 a 10 camadas de queratinécitos
oriundos da divisdo celular no estrato basal. Células de Langerhans,
que podem fagocitar bactérias, particulas estranhas e células dani-
ficadas, sdo encontradas entre os queratindcitos dessa camada. Os
queratindcitos no estrato espinhoso iniciam a sintese de queratina e
liberam um glicolipidio repelente a 4gua que ajuda a prevenir a perda
de &gua do corpo, tornando a pele relativamente impermedvel. A medi-
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da que novos queratinécitos sdo produzidos no topo do estrato basal,
os queratinécitos do estrato espinhoso séo empurrados para o estrato
granuloso™.

O estrato basal é a camada mais profunda da EP que repousa sobre a
lamina basal, acima da derme. Também chamado de estrato germinati-
vo de geracao dos queratindcitos. E nessa camada que os melandcitos
produzem a melanina e as células de Merkel atuam como receptores
responsdveis por estimular os nervos sensoriais. Ainda, a maioria das
desordens cutaneas é originada nessa camada epitelial’. O estra-
to basal é composto por camada Unica de queratindcitos, que estédo
constantemente em mitose para produzir novas células. A medida que
novas células sdo formadas, as células existentes séo empurradas para
a superficie ao longo de todo o estrato basal. Logo abaixo do estrato
basal estd localizada a derme®. A derme estd inserida entre a EP e 0
tecido subcutaneo, sendo essa a camada mais profunda da pele, mas
também a mais espessa, medindo de 1 a 4 mm. A derme tem a fungéo
de sustentar e fortalecer a EP por meio da sua composicéo, formada
por coldgeno, proteinas fibrosas de elastina e um gel interfibrilar de
glicosaminoglicanos com sais. Além disso, contém vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, glandulas sudoriparas e foliculos pilosos'. O tecido
subcutaneo atua como isolante térmico, amortecedor e depdsito de
nutrientes e calorias para as duas camadas superiores, a derme e a EP.

A funcdo de protecdo da pele ocorre devido as suas propriedades fisi-
co-quimicas (pH, descamagéo) e a presenca de: células imunes (células
de Langerhans); melandcitos (protecéo contra a radiagéo ultravioleta);
foliculos pilosos; glandulas sebdceas (producéo de 4cidos graxos e
lisozima), dentre outras. Entretanto, apesar dessa intrincada e com-
plexa constituicdo, a pele é atrativa para a administragcdo de farmacos
para tratamento de vérias patologias cutaneas, as quais séo dificeis de
tratar por medicamentos administrados pelas vias oral ou parenteral
em casos mais graves; sendo elas, acne, dermatite atépica, eczema,
psoriase, infecgdes flngicas, bacterianas e virais™.
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Para que a pele seja utilizada como uma atraente e funcional via de
administragdo de moléculas no combate as patologias cutaneas, se faz
necessdrio que a formulagéo que contém a substancia seja capaz de
interromper temporariamente a fungédo barreira da pele, e assim libertar
a molécula dentro do tecido cutaneo, e, em seguida, ser eliminada do
organismo sem provocar efeitos adversos®.

Com efeito, a permeabilidade e a funcéo barreira da pele podem ser
modificadas por meio de diferentes influéncias externas e internas,
por exemplo, influéncias climéaticas e fisicas, presenc¢a de desordens
cutaneas e uso de sistemas de liberacdo de fadrmacos baseados na
nanotecnologia'™.

Os avangos tecnoldgicos nessa area do conhecimento tém estimula-
do com sucesso o desenvolvimento de sistemas de liberagéo de far-
macos em nanoescala, os nanocarreadores (NCs), para aplicagdo na
prevengdo, diagndstico e tratamento de desordens e patologia cuta-
neas, principalmente no que se refere ao cancer de pele, modulacdo
e administracdo de vacinas, medicamentos antimicrobianos e cica-
trizagcdo de feridas®. Em comparacgdo com as outras vias de adminis-
tracdo de medicamentos, a pele apresenta vdrias vantagens, sendo
elas: entregar o farmaco diretamente no local da doenga, nas células
e no tecido-alvo; possibilitar quantidades menores de farmacos para
produzir efeito terapéutico; aumentar a biodisponibilidade devido a
eliminagdo do metabolismo hepatico de primeira passagem, além de
apresentar melhor conforto ao paciente, eliminando as administracgdes
frequentes™.
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3. Nanocarreadores X interacao com a
barreira cutanea

Os nanocarreadores (NCs) sdo particulas, em escala nanométrica,
definidos como sistemas de liberagdo de fArmacos. Em sua maioria, os
NCs s&o a base de polimeros ou lipidios (sintéticos, semissintéticos ou
naturais) com natureza biodegraddvel e biocompativel. Eles permitem
que o farmaco atinja o tecido-alvo com maior eficacia, protegem o
farmaco de degradacéo fisico-quimica efou enzimatica e, ao mesmo
tempo, diminuem os efeitos adversos relacionados ao farmaco veicu-
lado™. E suposto que os mecanismos mais provédveis de penetracéo
sejam por meio de vias distintas: (i) a via intercelular, na qual os NCs
penetraram pelos canais lipidicos entre os cornedcitos até as cama-
das mais profundas da pele, (ii) a via intracelular, pelos cornedcitos
e/ou (iii) pela via dos apéndices cutaneos (foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas)'.

Menciona-se que NCs compostos por lipidios e tensoativos podem
liberar seu contetido na superficie do EC apds fusédo, desintegracéo e/
ou interacdo dos NCs com os constituintes do EC. NCs flexiveis pene-
tram através das vias de penetragdo, de forma intacta, e NCs sélidos
como poliméricos, metélicos e quantum dots acumulam-se nas reen-
trancias do EC, aberturas dos anexos cutaneos e foliculos pilosos,
liberando localmente o contetido veiculado. A penetracdo dos NCs é
aumentada e com menor impedimento para as condigfes patolégicas
que provocam dano a pele e a barreira cutanea, e, por consequéncia,
0s NCs penetram livremente e intactos*. Um esquema ilustrativo das
formas de interacdo dos NCs com a barreira cutanea esta apresentado
na Figura 2.
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Figura 2: Esquema ilustrativo das formas de interacdo dos diferentes
tipos de nanocarreadores (NCs) com a barreira cutanea. O esquema
apresenta dois grupos de nanocarreadores, aqui denominados
nanocarreadores baseados em lipidios e tensoativos e nanocarreadores

sélidos (A), e tipos de interagdo dos dois tipos de carreadores com a

pele (B)
Nanocarreadores baseados em lipidios e tensoativos Nanocarreadores sélidos
Upassomas nic-convencionals X
Lipossemas
convencionais Etossoma Transfersoma™

( &

uy.
* gLy

0. : v
Hanecarreadares norghnicos

E o
O Nancparticulas

Microgmulsso
nancestruturado
metilicas

Nanoemulsbo

quantum dots
-
Nanodispersdo de
fase Squido-cristaling O%)O L |
Qo] + tiemaco W
Legenda . . 7 tensoativo ativador
fase squosa lipidio sétido fessfoigidia !
@  farmaco hidrofdbico — de superficie
thrmaco hidrofilico | fee claces 2 U] lipidio sélidotiquido tensoBtive ~  eranol
[
A Fusio do nanocarreador com lipidios do estrato cémeo
B Penatragio intacta de nanocarreadeores Naxiveis Q

€ Acimula de nanocamreadores em foliculos plosos

D Depdsito de nanccarreadores na pele integra (sukos)

E Liveragho do fdrmaco

F Acimulc de nanocarreadores em gllndulas sudoriparas écrinas A
G Penetracho dos nanocarreadores através da pele danificada

Fonte: elaborado pelos autores.

O tamanho dos NCs também tem relac&o direta com a sua penetracéo
através da pele. Como regra geral, os NCs com tamanhos = 600 nm n&o
sdo capazes de entregar o fAdrmaco nas camadas mais profundas da EP.
Essas nanoestruturas tendem a permanecer sobre o estrato cérneo. Os
NCs com tamanho < 300 nm s&o capazes de distribuir o farmaco até
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certo ponto nas camadas mais profundas da pele; no entanto, aqueles
com um tamanho < 70 nm mostraram deposicdo méxima de conteu-
do em ambas as camadas epidérmicas e dérmicas com preferencial
aclimulo nos apéndices cutaneos®.

Outro fator critico no controle da taxa de penetracdo dos NCs é a sua
composicdo. Dessa forma, os fatores determinantes relacionados aos
NCs para a entrega de substancias por meio deles sdo: i) tamanho:
maior tamanho, menor penetracéo; ii) presenca de agregacao gera
menor penetragdo; iii) forma; iv) potencial zeta; v) recobrimento de
superficie ou funcionalizagédo; vi) deformabilidade da vesicula; vii)
veiculo carreador dos NCs*. Assim sendo, NCs contendo diferentes
composicOes quimicas e em variadas concentragdes estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de transpor a barreira cutanea e alguns
desses exemplos serédo discutidos abaixo.

3.1.Nanocarreadores lipidicos

Os NCs lipidicos que compreendem os lipossomas, nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLS), carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN),
dentre outros, sdo caracterizados por serem constituidos por material
lipidico biodegradavel, biocompativel, versatil, que sdo capazes de
encapsular tanto substancias soltveis em dgua quanto as lipofilicas'.

Os lipossomas séo considerados a primeira geragdo de novos siste-
mas de liberac&o de farmacos e, por essa razéo, tém sido amplamente
estudados. Eles sdo estruturas vesiculares dispostas em uma ou mais
bicamadas lipidicas separadas por compartimentos aquosos. Eles pos-
suem a vantagem de possuirem composicao lipidica (fosfolipidios e
colesterol) semelhante a epiderme, o que lhes permite penetrar na
barreira epidérmica com maior facilidade em comparacdo com outros
sistemas de liberacédo. A maioria dos lipossomas convencionais admi-
nistrados topicamente na pele forma um reservatério nas camadas
superiores do EC, proporcionando acéo superficial e localizada'™. Nas
ultimas décadas, novos lipossomas com flexibilidade aprimorada e com
promotores de penetragdo cutanea, devido a presenca de tensoativos
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e etanol em sua composicéo, foram desenvolvidos para aumentar a
penetracdo cutanea dos lipossomas convencionais, dando origem a
novas classes de lipossomas, ditos niossomas, transfersomas, etos-
somas, e outras variagdes?.

A introducéo de tensoativos biocompativeis na composi¢éo dos lipos-
somas melhora as propriedades da camada cdrnea, reduzindo a perda
de dgua transepidérmica, o que torna essa camada mais solta e mais
permedvel?. Por outro lado, a presencga do etanol reduz o tamanho das
vesiculas, proporciona carga liquida de superficie negativa e maior
estabilidade ao longo do tempo, com aumento de penetragéo nas
camadas da pele™?2. Assim sendo, a associacéo de tensoativos e eta-
nol na composicéo desses lipossomas flexiveis aumenta a elasticidade
e a deformabilidade das vesiculas, e é capaz de modificar o EC, dando
origem a uma estrutura lipidica intercelular menos compactada com
consequente aumento da particdo de farmaco na pele".

O mecanismo de penetragéo de NLS e CLN € diferente daqueles obser-
vados pelos lipossomas, de modo geral, sua aplicacéo tépica forma
um filme lipidico sobre a pele, devido a composi¢cdo com materiais
de propriedades adesivas. Esse filme formado sobre a pele promove
um efeito oclusivo devido a sua hidrofobicidade, assim, a perda de
dgua da pele causada pela evaporagao natural é evitada, o que leva a
uma reducdo do empacotamento de cornedcitos e a um aumento das
lacunas entre os cornedcitos. Portanto, o aumento da penetragdo do
farmaco nao € resultante da penetragdo dos NCs nas camadas mais
profundas da pele, mas sim do efeito oclusivo provocado pelos NCs?,

3.2.Nanocarreadores poliméricos

Sd0 NCs compostos por polimeros, também chamados de nanoparticu-
las poliméricas, que foram desenvolvidos com sucesso para aplicagdo
tépica. Em sua maioria, séo formados por polimeros biodegraddveis
sintéticos, como o polimero de acido latico (PLA), o polimero de 4cido
glicélico (PLG) e o seu copolimero 4cido polilactico-glicélico (PLGA) ou
ainda, por polimeros naturais, como a quitosana e a gelatina’®. A grande
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vantagem desses polimeros na composi¢édo dos NCs € a flexibilidade
estrutural, que permite alterar as propriedades fisico-quimicas do sis-
tema de liberagdo. Por outro lado, a maior preocupacgéo no uso desses
NCs estd relacionada a toxicidade elevada de polimeros catiénicos e
a ndo biodegradabilidade?*.

A penetragdo cutanea dos NCs poliméricos até as camadas mais pro-
fundas da pele também parece ter uma relagdo direta com o taman-
ho e a composicdo das nanoparticulas produzidas??. Investiga¢cdes
recentes comprovaram, por técnica de microscopia confocal e andlise
de distribuicdo cutanea das nanoparticulas compostas por agente flu-
orescente, que aproximadamente 50% das nanoparticulas poliméricas
de PLA ou PLGA com didmetro de 200 nm acumularam nos foliculos
pilosos, sugerindo que, quando as nanoparticulas estdo contato com a
superficie da pele, elas sofrem desestabilizagéo com liberagéo signifi-
cativa de agente fluorescente incorporado?’. Além disso, foi observado
que a cinética de liberagdo do agente fluorescente depende da sua
lipofilicidade e, por isso, pode ser facilmente modulada incorporan-
do componentes com diferentes graus de lipofilia?®. Esses resultados
demonstram ainda que a via dos apéndices cutaneos representa uma
poderosa e atrativa rota de penetracdo néo invasiva das nanoparticu-
las poliméricas para possiveis tratamentos de patologias cutaneas,
tratamentos transdérmicos e desenvolvimento de novas vacinas?.
Enquanto que as nanoparticulas poliméricas com tamanho de 13 nm
foram capazes de penetrar liviemente pelos cornedcitos e se acumu-
larem nas camadas mais profundas da pele em poucas horas apéds a
aplicacdo sobre a pele'™.
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3.3.Microemulsées e Nanoemulsdes

Dispersdes de fases oleosa e aquosa estabilizadas por tensoativos
sdo conhecidas como microemulsdes e nanoemulsdes, as quais sdo
sistemas transparentes, monofésicos, opticamente isotrépicos e com
estabilidade termodinamica e cinética, respectivamente?. Sao geral-
mente produzidas pela técnica de emulsificagdo usando recursos
de alta ou baixa energia®. Apesar da diferente terminologia, ambas
apresentam tamanho das particulas em nanoescala de 20 nm a 200
nm. As microemulsdes e as nanoemulsdes sdo geralmente compostas
por oléo, dgua, tensoativos e cotensoativos, sendo que a diferenca
estd na proporcdo dos constituintes, em que para as microemulsdes
a quantidade de tensoativo € bem superior comparado com as nano-
emulsdes® 2. O baixo teor de tensoativos das nanoemulsdes oferece
reduzida irritagdo cutanea, entretanto, ambas proporcionam grande
area de superficie de contato e distribuicdo uniforme sobre a pele,
além de boa oclusédo, formacdo de um filme lipidico e interacéo dos
tensoativos com constituintes cutaneos, o que favorece permeabili-
dade através da pele até as camadas mais profundas da EP e conse-
quente diminuig&o do efeito barreira*. Além disso, a presenca de sebo
nos foliculos pilosos favorece a afinidade com os componentes das
nanoemulsdes, facilitando a penetracdo/interagédo cutanea dessas
particulas pela via transfolicular®'.

3.4.Nanodispersodes de fase liquido-cristalinas

Nanodispersdes de fase liquido-cristalinas obtidas por uma mistura de
monoglicerideo, tensoativos e excesso de dgua sédo capazes de inte-
ragir com a pele e entregar o fdrmaco nas camadas mais profundas
da EP, alcangando assim o foco das doencas cutaneas, pois associam
tamanho nanométrico com a composi¢do quimica que interage ati-
vamente com a constituicdo cutanea. Durante as Ultimas décadas,
nanodispersdes de fase liquido-cristalinas hexagonais e ctibicas com
diametros na faixa de 200 nm foram testadas para tratamento de can-
cer de pele com agente fotossensibilizante na terapia fotodinamica®?,
para tratamento da psoriase utilizando a terapia de silenciamento géni-
co®* e outras doencas cutaneas inflamatdrias na presenca de acido
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lipdico®®, obtendo resultados promissores. Presenca do farmaco nas
camadas mais profundas da EP usando nanodispersdo de fase hexa-
gonal foi evidenciada quando comparada a nanodispersédo de fase
cubica. Esses resultados séo justificados a partir da composicdo no
sistema obtido, uma vez que a fase hexagonal foi obtida na presenca de
tensoativos, dcido oleico, conhecido promotor de permeacédo cutanea,
e diferentes quantidades de monoglicerideo®:. Assim sendo, a taxa de
permeacédo cutdnea das nanodispersdes pode ser modulada conforme
sua composi¢cdo quimica.

3.5.Nanocarreadores inorganicos

Os diferentes NCs inorganicos podem ser classificados como nano-
particulas metdlicas (de prata ou de ouro), nanoparticulas baseadas
em silica e nanoparticulas de éxido de ferro, dentre outras formas.
Eles apresentam as caracteristicas de penetragdo cutanea relaciona-
das com os diametros das particulas. Nanoparticulas metdlicas sédo
excelentes carreadores que penetraram pela via intracelular, uma vez
que sdo facilmente adaptadas para um tamanho desejavel de 1 nm a
200 nm?®. A penetracdo dessas nanoparticulas metélicas com dife-
rentes escalas nanométricas, na ordem de aproximadamente 15, 100
e 200 nm, foi investigada e as menores nanoparticulas penetraram
mais profundamente no tecido cutaneo quando comparado com as de
maiores diametros, as quais foram, principalmente, acumuladas nas
camadas mais superficiais da EP®". As nanoparticulas de prata sédo
bem conhecidas por seus efeitos antimicrobianos e vém sendo ampla-
mente utilizadas no tratamento de cicatrizacdo de feridas cutaneas e
queimaduras®. No entanto, um alto grau de toxicidade foi observado
para as nanoparticulas de prata com presenca de irritagdo e corrosdo
dérmica aguda, principalmente, quando utilizadas em tamanho muito
reduzido (10 nm a 30 nm de diametro), sugerindo que a exposicdo
dérmica para tamanhos de nanoparticulas de prata menores pode ser
mais desastrosa do que para tamanhos de nanoparticulas maiores®.
Por outro lado, quando essas nanoparticulas foram revestidas com um
polimero biodegradavel, o efeito citotdxico foi significativamente redu-
zido, podendo, assim, ser uma alternativa para o uso mais seguro das
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nanoparticulas de prata“®. Quando aplicado topicamente em pacien-
te com 30% de queimaduras de profundidade mista, a toxicidade foi
confirmada como reversivel. Apés uma semana de tratamento, foram
observados efeitos de hepatotoxicidade e descoloracéo acinzentada do
rosto do paciente. Os niveis de prata no plasma foram elevados, assim
como as enzimas do figado. Apesar disso, com o final do tratamento,
tanto os sintomas clinicos como as enzimas hepdticas retornaram aos
valores normais*“2. As vantagens das nanoparticulas metélicas estdo
relacionadas a sua multifuncionalidade, uma vez que estas possuem
comportamento de extingdo da luz visivel, possibilitando o rastreamen-
to das trajetérias das nanoparticulas dentro das células cutaneas, por-
tanto, uma excelente ferramenta de diagndstico®®. Além disso, atuam
como agentes de hipertermia para destruir as células cancerigenas
pela sensibilidade a campos magnéticos e a radiagdo eletromagnéti-
ca. Essa propriedade induz a hipertermia para tratamento do cancer
com aplicacédo conjunta em imunoensaio magnético e também como
contraste de ressonancia magnética®.

3.6.Dendrimeros

Os dendrimeros s&o estruturas poliméricas sintéticas, altamente rami-
ficadas e bem definidas, ou seja, oferecem controle sobre o grau e a
geracdo de ramificagdo em sua estrutura, e, consequentemente, nano-
particulas poliméricas com baixa polidisperséo, o que é uma vantagem
significativa sobre outros polimeros*. Além disso, geram particulas
em tamanho extremamente reduzido. Por exemplo, o didmetro dos
dendrimeros de poli (amido amina) (PAMAM) variade Tnma10 nme
sua penetracéo passiva no tecido cutaneo foi confirmada nas camadas
mais profundas da pele*. Isso pode ser atribuido ao pequeno tamanho
do PAMAM e também devido a interaces dos dendrimeros cationi-
cos e os dominios intercelulares da EP carregados negativamente. No
entanto, o exato mecanismo de penetragdo dos dendrimeros ainda néo
foi totalmente estabelecido. Entende-se que os dendrimeros, por pos-
suirem tamanho reduzido, favorecem a penetragéo de farmacos pela
pele e, como consequéncia, possuem maior coeficiente de difus&o*.
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3.7.Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono sdo nanoparticulas de carbono estdveis
com potente capacidade antioxidante e efeito citoprotetor. Eles séo
capazes de penetrar na pele através de um mecanismo semelhante
a difusdo. As caracteristicas hidrofébicas dos nanotubos de carbono
facilitam sua afinidade com os lipidios da pele e a penetragéo cuta-
nea de macromoléculas*. Nanotubos de carbono contendo fluoreleno
nem sempre apresentam penetracdo cutanea de forma passiva, no
entanto, com aplicagédo de estresse mecéanico na pele, como a friccédo
durante um tempo predeterminado, essas nanoparticulas sdo capa-
zes de penetrar na EP, de forma satisfatéria, para exercer seu efeito
local, isso se da devido a propriedade de condutividade do carbono®’.
A grande vantagem dos nanotubos de carbono é a condutividade, o
gue os torna um sensor altamente sensivel para biomarcadores, sendo
possivel o diagndstico de infeccdes cronicas da pele e malignidades
em um estdgio inicial para posterior tratamento, portanto, considerado
um agente eficaz tanto de tratamento como de diagndstico®.

4.Aplicacdes das nanotecnologias nas
desordens e patologias cutaneas

4.1.Inflamacgdes cutaneas

Ainflamacé&o na pele é uma das condiges mais frequentes e envolve
vermelhiddo, inchago, dor e calor local. Esses sintomas estéo presentes
em diversas afec¢Ges cutaneas que desenvolvem inflamacédo, como
dermatites leve a mais severa, até doencas sistémicas ou infeccdes
generalizadas. Ainda, hd inflamag&o cutanea em acne, psoriase, quei-
madura cutanea e em pele exposta a radiagdo ultravioleta*®. As mudan-
cas estruturais e fisioldgicas da pele inflamada podem direcionar e
facilitar a aplicagdo de NCs, em que a integridade da fung&o barreira
e 0 EC estéo prejudicados. O tamanho nanométrico e a grande super-
ficie de contato dos NCs permitem maior exposi¢do as substancias
carreadas, além de direcionamento para local especifico pela aplicagédo
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tépica efou em casos de funcionalizagdo dos NCs, facilitando o acesso
deles na pele para o tratamento da inflamag&o*®°.

As aplicacdes tdpica ou transdérmica de anti-inflamatdrios geram efei-
tos local ou sistémico em fungdo do sistema de liberagdo empregado.
A associacdo de diclofenaco dietilamina com curcumina foi veiculada
em NCs transdérmicos em gel, baseados em polimero hidrofilico, fosfo-
lipidio e tensoativo que propiciaram a formacgédo de vesiculas flexiveis
chamadas transfersomas. Esse carreador, de forma rapida, proporcio-
nou maior biodisponibilidade, com concentracdes dos farmacos para
exercer efeito anti-inflamatdrio superior ao produto comercializado em
modelo de edema de pata. Tal efeito foi duas vezes maior, sem causar
irritacdo cutanea®'.

A penetracdo aumentada de moléculas anti-inflamatdrias foi consegui-
da com a veiculagdo destas por meio de nanoemuls&o%?-54. A nanoemul-
sdo contendo eugenol, substancia anti-inflamatdria proveniente do
cravo-da-india, exibiu potente acdo do fadrmaco apds 1 hora e meia da
aplicacéo tépica, isso devido a caracteristica promotora de penetracédo
cuténea da nanoemulsao®®.

NLS contendo corticosteroides foram aplicadas topicamente com
o intuito de prevenir atrofia local. Os NCs promoveram penetragdo
aumentada em EP e derme com liberacdo sustentada dos corticoste-
roides. A natureza lipidica e o tamanho dos NCs foram decisivos para
o direcionamento na pele, pela interagdo com os lipidios cutaneos e
maior internalizacdo cutanea dos corticosteroides carreados, revelan-
do ser interessante para tratamento da pele inflamada®t. Ademais, a
habilidade de prevenir perda de dgua transepidérmica, principalmente
em pele inflamada, pode ser controlada pelo efeito oclusivo das NLS,
que promove melhor hidratag&o cutanea local*.

NCs poliméricos peguilados também foram capazes de aumentar a
penetracdo cutanea de flurbiprofeno, e estes sem peguilacdo aumen-
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taram a retencdo cutanea apds 24 horas da aplicacéo tépica do far-
maco em pele humana, devido ao efeito reservatdrio. Em ensaios in
vivo, os NCs poliméricos exerceram pronunciada acdo anti-inflama-
téria quando comparada com a solucéo contendo flurbiprofeno, além
de ndo provocarem irritagdo local no teste de Draize. Fica, portanto,
evidenciada a habilidade de acimulo e contato prolongado dos NCs
poliméricos sobre a pele®’.

A funcionalizacdo de superficie de NCs com peptideos de penetragéo
celular vem sendo explorada. CLN contendo corticosteroide e funciona-
lizado com poliarginina, de diferentes massas moleculares, foi aplicado
na pele para tratamento de desordens inflamatérias. Foi verificado um
aumento significativo na permeacéo cutanea do fairmaco em camadas
profundas da pele, com alcance em EP e derme, além de significativa-
mente maior atividade anti-inflamatdria®.

4.2.Alopecia, Psoriase, Vitiligo

A alopecia é uma desordem capilar que afeta homens e mulheres de
todas as idades em todo o mundo e pode levar a perda permanente de
cabelo, o que traz estresse psicolégico para as pessoas acometidas.
A alopecia relacionada com inflamagéo é de dificil tratamento, pela
inflamag&o se localizar profundamente ao redor da raiz do cabelo ou
proximo da regido do infundibulo e regido superior do foliculo piloso.
Dessa maneira, a aplicacéo de glicocorticoides por meio de NCs possi-
bilita maior contato no local a ser tratado, diminuindo a frequéncia de
aplicacdo tépica capilar, bem como os efeitos colaterais relacionados
a atrofia cutanea®®. Um exemplo de veiculagdo de farmacos em NCs
poliméricos demonstrou o actimulo destes em foliculos pilosos, o que
direcionou as substancias nesses anexos cutaneos. Assim, pela persis-
téncia e interacdo das substancias acumuladas nos foliculos pilosos,
ocorre o sistema reservatdério com atividade termodinamica maximiza-
da da substancia e oportuniza entrada rapida para as camadas mais
profundas da pele para o tratamento da alopecia®®,
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A psoriase é uma condicéo crénica de natureza inflamatdria autoimu-
ne, mediada pelas células T, com patogénese complexa. Manifesta-se
como inflamacé&o cutanea superficial com vermelhid&o e coceira, proli-
feracéo exacerbada dos queratindcitos da EP, queratinizagdo andmala
e angiogénese. A psoriase acomete aproximadamente 5% da popu-
lagdo mundial e se apresenta de diversas formas®. Os NCs oferecem
vantagens para tratar a psoriase por melhorar a eficdcia e a seguranca
da farmacoterapia. Muitos trabalhos tém utilizado estratégias passi-
va e ativa para a entrega localizada dos farmacos, envolvendo, por
exemplo, lipossomas, NCs poliméricos e lipidicos, micelas poliméri-
cas, microesferas, dentre outros. As estratégias ativas direcionam os
NCs para as principais vias bioquimicas envolvidas na patogénese da
psoriase, como para as citocinas e células imunoldgicas, com intuito
de diminuir a inflamacé&o local e suprimir o sistema imune de forma
eficaz e direcionada®.

Considerando o controle da produgéo de citocinas envolvidas no pro-
cesso inflamatério da psoriase, nanodispersdes de fase liquido-cristali-
na, contendo siRNA (small interfering RNA) especifico para IL-6, foram
capazes de diminuir os niveis extracelulares dessa interleucina apds
aplicacdo tnica em modelo de epiderme reconstruida de psoriase®?. O
sinergismo de tacrolimus, imunossupressor, e curcumina, anti-inflama-
tério, em lipossomas diminuiram inconvenientes de baixa solubilida-
de e limitada penetragéo cutanea desses farmacos, e resultaram em
melhora das caracteristicas fenotipicas da pele psoridtica com reducgéo
de citocinas inflamatdrias (TNF-alfa, IL-17 e IL-22), quando comparado
com imiquimode em modelo animal de psoriase®.

Para a supresséo da inflamac&o e hiperproliferacdo epidérmica, foi
feita uma associacdo de propionato de clobetasol e calcipotriol em
uma nanoemuls&o, que foi capaz de penetrar em placas psoriaticas
sem causar irritagdo cutanea®. NCs poliméricos contendo tacrolimus,
eficientemente, promoveram a entrega do imunossupressor na pele
de animais com psoriase, resultando em diminuic&o pronunciada das
caracteristicas histopatoldgicas locais e efeito terapéutico superior,
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quando comparado com a formulagdo comercial de tacrolimus, Pro-
topic®s.

A funcionalizagédo de NCs foi empregada como opcéo de tratamento
da psoriase com nanoparticulas metdlicas. Nanoparticulas de ouro
foram recobertas com uma camada hidrofilica baseada em tensoativo
e metotrexato, constituindo um veiculo sem toxicidade, capaz de ser
internalizado pelas células e entregar o farmaco na EP e derme aco-
metidas pela psoriase®®.

O vitiligo € uma desordem cutanea caracterizada por maculas brancas
na pele com auséncia de melandcitos. Afeta aproximadamente 1% da
populacdo mundial e aparece com mais frequéncia na face, pescoco
e couro cabeludo®. A etiologia é desconhecida, entretanto, o fator
autoimune e a sensibilidade aumentada ao estresse oxidativo foram
identificados®®. O tratamento estd baseado em abordar a melanogé-
nese ou o sistema imune com: substancias clareadoras, fototerapia
com psoralenos, moduladores de célcio, inibidores de calcineurina e
corticosteroides ou, ainda, terapias adjuntas com aplicacéo de foto-
protetores ou maquiagem para “camuflar” as areas afetadas®’. Consi-
derando a teoria autoimune, a producéo de anticorpos voltados para a
proteina transmembrana do melandcito chamada proteina relacionada
a tirosinase-1 (TRP-1) e, com subsequente destruigdo dessa célula,
foi modulada pela terapia génica contendo siRNA-TRP-1 veiculado em
nanodispersédo de fase liquido-cristalina voltada para aplicacéo tépica,
a qual diminuiu de forma significativa a expressdo de TRP-1 em mela-
nécitos®. Ainda, tal sistema de liberagéo é considerado promotor de
penetracdo cutdnea por suas caracteristicas intrinsecas™ .

A aplicacdo tépica para o tratamento do vitiligo é preferivel e deve
conseguir entregar as substancias terapéuticas na pele em concen-
tracdo adequada no local especifico. Mais uma vez, os NCs oferecem
tais vantagens e sdo Uteis para tratar o vitiligo™. Uma microemulséo
contendo propionato de clobetasol reteve mais fadrmaco nas cama-
das da pele devido a modificagdo estrutural local e ao aumento da
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penetracdo do propionato de clobetasol, cumprindo o papel necessa-
rio para formulacdes de tratamento do vitiligo, bem como opgéo para
repigmentacdo dessas regides®®.

4.3.Dermatite atdpica

Dermatite atépica (DA) é uma doenca inflamatdéria cutanea crénica,
que influencia negativamente a qualidade de vida, além de onerar o
sistema de salde em muitas dimensdes’. Dentre as doencas infla-
matdrias, a DA é a mais comum, sendo caracterizada por um intenso
prurido e pele seca’™. Pacientes com DA s&o predispostos a doencas
infecciosas cutaneas e sistémicas’, visto que ocorre uma disfuncédo
da barreira cutdnea causando ressecamento, irritacdo e aumento da
permeabilidade a agentes irritantes, alérgenos e patégenos™. Ainda,
estdo associadas comorbidades a DA como asma, rinite alérgica, aler-
gia a alimentos, doencas cardiovasculares e desordens psiquiatricas’,
como ansiedade e depress&o’™.

Estratégias para o tratamento da DA incluem amenizar a doenga com
hidratacdo e restauragdo da barreira cutanea com o uso de emolien-
tes, bem como utilizar anti-inflamatdrios por meio de administracdes
tépica ou sistémica’™.

Autores relatam em seu estudo com nanoparticulas de silica em modelo
de DA provocada pelo alérgeno Dermatophagoides pteronyssi que estas
podem penetrar na barreira cutanea e induzir varios efeitos bioldgicos,
incluindo modulac&o da resposta imune. Dessa forma, tais nanoma-
teriais sédo estudados, especialmente, pelas relagcGes existentes entre
a estrutura, as propriedades fisico-quimicas e a atividade bioldgica, o
que possibilita o delineamento de materiais seguros para serem apli-
cados no tratamento de DA7". Por outro lado, foi utilizado o polimero
biodegradével policaprolactona (PCL) em estudos com NCs poliméri-
cos para liberagdo controlada de hidrocortisona e redugdo dos efeitos
colaterais no tratamento da DA, pois a PCL é um excelente candidato
para sistemas de liberag&o de longa duracéo por possuir alta estabi-
lidade e degradacédo lenta™.
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Estruturas ramificadas de poliglicerol utilizadas em NCs poliméricos
representam uma classe de nanoparticulas que promovem aumento
de internalizagdo de farmacos na pele, devido ao reduzido tamanho
das nanoparticulas obtidas, como apresentado nos estudos reportados
na literatura™®°. Além disso, para estudos de penetrag&o in vivo com
NCs poliméricos de PLA em uma formulagéo tépica, um marcador foi
encapsulado e foi avaliada a sua permeacdo em modelo animal com e
sem DA. A permeacgdo do marcador diminuiu quando as nanoparticulas
estavam nas formulagdes semissélidas, enquanto que a penetracéo
dessas néo teve mudanca significativa quando estava veiculada em
uma suspenséo efou em formulagdo semissélida contendo as nano-
particulas. Além disso, as nanoparticulas ndo promoveram irritacado
veiculadas em suspenséo e em formulagdes semissélidas®'.

A utilizacdo de nanoparticulas de fulereno (C60) é uma alternativa
para o tratamento de doencas inflamatdrias, sendo uma ferramenta
para o controle de processos inflamatdrios dependentes de espécies
reativas de oxigénio (EROs)?. Foi demonstrado por meio de modelo
animal que dispersdes aquosas de nanoparticulas de fulereno res-
tauraram a fung&o da barreira cutanea, inibindo a producéo de IgE,
imunoglobulina especifica da DA.

Os NCs inorgéanicos de déxidos de titanio s&o utilizados amplamente em
varios produtos, como no tratamento de doencas n&o relacionadas a
pele, mas também nos casos de acne, condiloma, hiperpigmentacéo
e na DA®3. Porém, tais NCs inorgéanicos podem desempenhar um papel
na progressdo de doencas de pele e, especificamente, nos seus estu-
dos, exacerbando os sintomas da DA%. O tamanho das nanoparticulas
também deve ser levado em consideracdo, como observado em estudos
com nanoparticulas de poliestireno, no qual as nanoparticulas causa-
ram maior express&o de quimiocinas, mesmo na auséncia de alérgenos,
de forma proporcional aos seus tamanhos®®. Esses resultados podem
estar relacionados a n&o biodegradabilidade dos NCs.
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Relacionado as NLS, foi obtido aumento da biodisponibilidade de
farmacos, bem como maior estabilidade fisico-quimica para essas
moléculas®®, como nos estudos de NLS para o encapsulamento de
resveratrol voltado para o tratamento da dermatite de contato irritan-
te®, uma desordem gerada por contato repetitivo da pele com agentes
externos®,

Sistemas de liberagdo contendo nanoestruturas hibridas formadas, por
exemplo, pela associacdo de lipidios e PCL, encapsularam o clobeta-
sol®. Isso resultou em uma melhor taxa de encapsulagdo do farmaco
para liberagdo controlada e sustentada, além de propiciar maior efi-
cdcia in vivo. Outro exemplo de sistema hibrido foi proposto com CLN
e prata para a obtencdo de uma logédo, pois a prata é considerada um
6timo agente antibacteriano, o que provocou diminui¢éo do risco de
infeccGes, como no caso da DA®°.

4.4.Doencas infecciosas

NCs tém sido estudados na prevencdo de doencas infecciosas na pele,
principalmente aquelas relacionadas a queimadura e a processos de
regeneracgdo, por demonstrarem atividade antimicrobiana contra os
microrganismos resistentes dos locais de infec¢do. Por exemplo, nano-
particulas poliméricas, nanoemulsdes, lipossomas, NLS, nanoparticulas
magnéticas®, bem como nanocompdsitos®?.

Além disso, problemas de resisténcia microbiana associada ao uso de
antibiéticos podem ser evitados com a utilizagdo de sistemas polimé-
ricos nanoestruturados®, pois microrganismos podem rapidamente
incorporar os NCs contendo o farmaco, e subsequentemente, ocorrer
a liberagdo no citoplasma, de forma controlada, o que aumenta a efe-
tividade do farmaco internalizado através dos NCs®.

A administragdo tépica de metronidazol, por meio de nanodispersdes
de fase liquido-cristalina associada com polietilenoimina, foi utilizada
para a modulagdo da permeacdo e da atividade do farmaco frente ao
Staphylococcus aureus, patégeno frequentemente encontrado na pele,

457



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

que pode causar infecgdes e até morte. Esse NC permitiu maior reten-
¢do cutanea do farmaco e, consequentemente, contato prolongado
com a bactéria gram positiva possibilitando o tratamento de infec¢des
cutneas®.

No caso do tratamento de acne, patologia oriunda de superprodu-
cdo de sebo, concentracdo aumentada de cornedcitos nos foliculos
pilossebaceos e contaminagéo por bactérias, um farmaco de escolha
é a isotretinoina, que é insolivel em dgua. A isotretinoina pode ser
veiculada em CLN para melhorar a sua solubilidade e protegé-la da
degradagéo pela luz, além de permitir atividade prolongada e diminuir
seus efeitos irritativos sobre a pele acneica tratada®.

O adapaleno, retinoide de segunda geragao, € efetivo no tratamento e
desordens cutdneas como a acne vulgaris. Tal retinoide foi encapsulado
em NLS para aplicagdo tépica, o qual se acumulou na EP com reducéo
de penetragédo sistémica, conforme estudos in vivo®. Em outro estudo,
o0 mesmo farmaco foi encapsulado em NCs poliméricos, aumentando a
sua solubilidade aquosa com diminui¢do da cristalinidade e, por meio
de estudos in vitro, verificaram menores indices de irritagdo em células
HaCat e pele humana reconstituida®’.

A utilizag&o de NLS para reducdo de efeitos sistémicos decorrentes da
administracdo oral foi obtida pela encapsulacédo da espironolactona
nesses NCs. O farmaco antiandrogénico veiculado em NLS foi utilizado
no tratamento da acne para administragéo tépica. Em estudo clinico,
foi comparada a veiculagdo da espirolactona em gel alcodlico e em NLS
de administracgéo tépica. Ambos os grupos tratados obtiveram melhora
para as acnes leve a moderada, apesar de melhor efeito terapéutico
demonstrado para as NLS. Tal efeito foi atribuido ao acimulo das
NLS em foliculo pilossebédceo, com absor¢do aumentada e localizada
da espironolactona. Além disso, o grupo tratado com as NLS obteve
maiores indices de hidratagdo cutanea pela maior interagédo das NLS
com as estruturas da pele e, também, devido ao efeito oclusivo®.
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Ainda devido ao acimulo de NCs em apéndices cutaneos, sistemas
micelares compostos por Pluronic® foram preparados com perdxido de
benzoila para melhorar a habilidade da formulagdo em penetrar em
foliculos pilosos. O resultado foi aumentada liberacéo do farmaco nes-
ses locais, constituindo efetiva estratégia para o tratamento da acne®.

Com o intuito de penetragéo cutanea superior, lipossomas deformdveis
foram utilizadas para o tratamento de infec¢des da derme. Foi demons-
trada uma penetracéo cinco vezes maior de compostos hidrofilicos em
camadas mais profundas da pele, por meio desses NCs deformaveis,
em comparag&do com a penetracéo proporcionada por lipossomas con-
vencionais de composicéo lipidica semelhante',

No caso das infecgGes por fungos, NLS foram desenvolvidas para
melhoria de atividade antifingica da anfotericina B em Trichophyton
rubrum. Anfotericina B teve permeacé&o cutanea duas vezes maior
quando comparada ao fairmaco em disperséo, além de estabilidade
aumentada a 2, 8 e 25°C por trés meses. Em estudo in vitro de ativida-
de antifingica, houve zonas de inibigédo para as NLS que veicularam
o farmaco. Estudos in vivo de irritacdo cutdnea ndo demonstraram
nenhum indicio de irritagdo ou eritema na pele, que é caracteristico
para esse farmaco antifingico'™".

A griseofulvina foi estudada para aplicagéo tépica na forma de NLS
obtidas por homogeneizagédo de alta presséo. Foi demonstrado tempo
de retengdo do farmaco quatro vezes maior na epiderme quando
comparada com a derme, por meio de estudos em pele de porco. Em
estudos in vitro, o farmaco demonstrou atividade contra Trichophyton
rubrum e Trichophyton mentagrophytes com concentracdes efetivas
da ordem de microgramas'®.

Em sistemas emulsionados, uma microemulsdo contendo itraconazol
foi estudada. Foi apresentada retencéo aumentada para o itraconazol
na pele apds seis horas da aplicagdo tépica quando comparado com
cremes e 6leos contendo o farmaco. Por meio de estudos in vivo em
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modelos de Tinea pedis, foi conseguida remissédo rdpida da infeccéo
fungica, de efeito terapéutico maior, quando comparado com as for-
mulac8es comerciais contendo o itraconazol. Além de estabilidade
por doze meses, sob refrigeracdo e em temperatura ambiente, para o
farmaco em sistema microemulsionado, portanto, sendo alternativa
promissora para o tratamento de infecgdes flngicas superficiais'?.

4.5.Doencas parasitarias

NCs também tém sido aplicados em doengas parasitarias com intuito
de diagnéstico, tratamento e vacinagdo. Nanoparticulas de ouro funcio-
nalizadas com anticorpo especifico para Plasmodium falciparum prova-
ram ser bastante sensiveis para a detec¢éo do antigeno da malaria, e a
mesma sensibilidade de deteccéo foi alcancada com nanoparticulas de
poliestireno conjugadas com anticorpo IgG. Nanoparticulas conjugadas
com biomarcadores especificos foram utilizadas para o diagndstico
da toxoplasmose, criptosporidiose, amebiase e leishmaniose. Com o
intuito de vacinacao, diversos NCs foram desenvolvidos para protegéo
contra a degradagdo do material genético veiculado nas formulacdes
das vacinas, como os poliméricos e os dendrimeros de PAMAM. Para
o tratamento de doencas parasitarias, NCs poliméricos de quitosana
e inorganicos de prata foram considerados potentes terapias para a
giardiase e a toxoplasmose, respectivamente, além de lipossomas para
o encapsulamento de fadrmacos antiparasitarios'®.

A filariose é uma doenca de importancia social com grande impacto
econdmico. E causada por um endoparasita que faz simbiose com
bactérias do género Wolbachia para fertilidade e desenvolvimento dos
vermes filarioides. Dessa forma, NCs biodegradaveis baseados em
polianidrido veicularam doxiciclina e ivermectina para redugéo da carga
de microfilaria e exterminio dos vermes com o intuito de aumentar a
adesédo terapéutica e reduzir os custos de tratamento'®®.

Na leishmaniose cutanea, é necessdrio efetivo tratamento para curar

a infeccdo e as lesdes com presenca persistente de resposta imune e
inflamatdria sem deixar cicatrizes. NCs baseadas em lecitina e quitosa-
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na voltadas para a derme encapsularam a B-lapachona para alcancgar
os macrofagos infectados. Tais NCs permitiram maior penetragdo cuta-
nea e acimulo na derme da quinona com diminuicdo de mediadores
inflamatdrios e infiltrado de neutréfilos, impedindo a progresséo da
lesdo, apesar de nenhuma redugé&o nas lesGes contendo Leishmania
major'°s, Por outro lado, pela via subcutanea, NCs poliméricos de PLGA
contendo doxorrubicina foram administrados para alcancar os vasos
linfaticos profundos, o que provocou reducéo intensa da atividade
filarioide'".

Dessa forma, doencas negligenciadas que afetam a pele podem ser
beneficiadas de terapias tépicas contendo nanotecnologia por atingir
diretamente o local da lesdo com dose diminuida e menores efeitos
adversos sistémicos'®.

4.6.Cancer melanoma e ndao melanoma

Os canceres de pele sdo tumores de crescimento desordenado de
células anormais na pele. A maioria dos especialistas concorda que a
principal causa do cancer de pele é a exposicéo excessiva a luz solar.
Contudo, exposicdo repetida aos raios X e a certas substancias quimi-
cas, bem como histérico familiar de cancer de pele, pode aumentar o
risco de cancer de pele'®. Diferentes tipos de cancer de pele sdo deno-
minados conforme seu comportamento clinico e, de um modo geral,
podem ser classificados como melanoma cutaneo maligno (MCM), os
quais s&o os mais invasivos e com caracteristica de metédstase, além
do tipo ndo melanoma, que sdo os mais comuns e menos perigosos.

Os canceres de pele do tipo ndo melanoma sé&o classificados em car-
cinoma basocelular (CBC) e carcinoma espinocelular (CEC)"°. Eles se
encontram nas camadas da EP onde o CBC se origina, na camada mais
profunda da EP, enquanto que o CEC tem origem na camada média
do EP. J4 o cancer de pele MCM se origina nos melandcitos, que sédo
as células produtoras de melanina, com alto poder de disseminagéo™.
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Nas ultimas décadas, tratamentos de canceres de pele, tanto nédo
melanoma como melanoma, vém sendo propostos com sucesso devi-
do a aplicacdo da nanotecnologia'?. Lipossomas, NLS e nanoparti-
culas poliméricas carreando farmacos, por exemplo, doxorrubicina,
cisplatina, oxaliplatina, camptotecina, dacarbazina e 5-fluorouracil,
assim como porfirinas e ftalocianinas usadas na terapia fotodinamica,
demonstraram alta citotoxicidade para células tumorais e diminuidos
efeitos colaterais ao paciente devido a entrega direcionada dos agentes
quimioterdpicos em células-alvo™"3"4 Com lipossomas flexiveis, foi
possivel entregar maior quantidade de farmaco nas células canceri-
genas quando comparado com os lipossomas convencionais e com o
farmaco livre, com consequente melhoria do tratamento™ s,

Os imunolipossomas, lipossomas revestidos por anticorpo especifico
para células cutaneas cancerigenas, também demonstraram alta efi-
ciéncia de tratamento quando aplicados ao CEC®*. Outra alternativa
eficaz para o direcionamento de lipossomas e nanoparticulas poliméri-
cas para as células cutaneas tumorais é a funcionalizagdo de superficie
com peptideos de membrana ou transferrina'®. Essas moléculas da
funcionalizagdo tém a capacidade de direcionar os NCs para as células
tumorais, uma vez que essas células estdo em constante crescimento
e possuem quantidades aumentadas de marcadores celulares, funcio-
nando, portanto, como alvo em potencial para os NCs'". Essa estraté-
gia demonstrou aumento significativo na entrega de doxorrubicina e
paclitaxel em ensaios in vitro e in vivo, com isso, inibindo a proliferacéo
desordenada das células cancerigenas e o crescimento do tumor*.

Outros avancos envolvem o uso dos NCs para a entrega cutanea de
siRNA no tratamento do cancer de pele'®. A terapia de silenciamento
génico atua por meio da introdugdo de um siRNA especifico nas células
tumorais, promovendo alterag@es na funcdo do RNA mensageiro e,
consequentemente, inibicdo da proliferagéo celular com diminuig&do do
tumor"®, Para isso, diferentes tipos de NCs estdo sendo aplicados com
sucesso na entrega de siRNA especificos para o cancer de pele, com
diminuicdo do volume tumoral e nimero de células cancerigenas'®'2'.
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H4, ainda, os NCs mais complexos utilizados no cancer de pele, aqueles
com caracteristicas simultaneas de tratamento e diagndstico, chama-
dos terandsticos, os quais vém sendo aplicados com nanotubos de car-
bono e nanoparticulas metdlicas na terapia de hipertermia tumoral*.

5.Conclusao

Os NCs tém propiciado muitos avancos e alternativas de veiculagdo de
moléculas terapéuticas na pele com o intuito de trazer beneficios clini-
cos no tratamento e diagndéstico de desordens e patologias cutaneas.
A utilizacdo dos NCs representa excelente ferramenta na evolucgéo
das formulacdes de aplicagdes tépica e transdérmica com diminui-
dos efeitos adversos e maior efetividade terapéutica, por propiciar
maior penetragdo cutanea e altas concentracdes das substancias nas
camadas da pele, devido a interagdo dos NCs com as estruturas da
pele. Portanto, contribuem para maior absorgdo nos locais onde as
patologias se localizam ou maior veiculagdo sistémica, dependendo
do NC empregado. Assim, futuros tratamentos e praticas diagndsticas
permitirdo maior precisdo e menor desconforto para pacientes porta-
dores de patologias ou desordens cutaneas aliadas aos aspectos de
seguranca das formulagdes dermatoldgicas contendo NCs.
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CAPITULO 12 .
Nanotecnologias para

descontaminacao de aguas

Alex Fabiano Cortez Campos'

1. Introducao

Nas Ultimas décadas, a disponibilidade de dgua potdvel para consu-
mo, uso doméstico e em aplicacdes industriais tem sido um tema de
preocupacéo global. Um relatério recente da Organizacéo Mundial da
Saude estima que cerca de 2,1 bilhdes de pessoas no mundo ndo tém
acesso a um abastecimento de 4gua com qualidade, e que 4,5 bilhdes
de pessoas sequer tém saneamento adequado’. A aceleragdo da escas-
sez de 4gua é um dos problemas ambientais mais criticos do séc. XXI,
e as previsGes mais pessimistas apontam que em 2025 cerca de 3,5
bilhdes de pessoas terdo um abastecimento inadequado de dgua?.
Considerando o aumento da taxa de crescimento populacional aliado
ainstabilidade das condic¢@es climaticas, espera-se que a quantidade
de dgua doce disponivel reduza drasticamente, o que impactara de
maneira negativa o desenvolvimento socioeconémico de muitos paises.
Dessa forma, a remediacédo e a reutilizacédo de dguas residuais surgem
como possiveis estratégias para aumentar os recursos hidricos, caso
possam ser gerenciadas com seguranca®.

1. Faculdade UnB - Planaltina, Universidade de Brasilia, Brasil
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N&o obstante a questdo da disponibilidade, um problema ambiental
concorrente e mais complexo é a contaminag&o dos recursos hidri-
cos devido a presenga de poluentes. As regides de intensa atividade
industrial sdo muito mais afetadas, devido ao despejo inadequado de
efluentes contendo poluentes de alta periculosidade, que penetram no
solo ou sdo liberados em rios e lagos préximos a instalagées industriais.
Paralelamente, vazamentos de tubulagées e de tanques de armaze-
namento subterraneos, assim como minas e aterros abandonados,
também introduzem diversos tipos de poluentes no ambiente. Os conta-
minantes mais comuns dessas atividades sdo metais téxicos (merctrio,
cromo, chumbo, arsénio, cddmio, residuos radioativos), compostos
organicos recalcitrantes ou persistentes (corantes quimicos, pestici-
das, herbicidas, solventes clorados, dioxinas) e compostos organicos
volateis derivados de petréleo (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno).
Além das aguas residuais e dos lengéis freaticos, a contaminacgédo da
adgua de consumo humano tem sido motivo de grande preocupacéo.
A presenca de metais téxicos, como arsénio e mercurio em particular,
além de corantes quimicos, residuos farmacéuticos, solventes organi-
c0s e micro-organismos patogénicos, representa sérios riscos a salde
humana. O problema maior é que os processos convencionais de trata-
mento de dgua usualmente empregados nas estagfes nédo sdo capazes
de remover adequadamente esse amplo espectro de produtos quimicos
toxicos e micro-organismos patogénicos®*.

Nesse cendrio desafiador, nanotecnologias inovadoras tém oferecido
oportunidades sem precedentes, ndo somente para o desenvolvimento
de processos mais rapidos, econdmicos e eficazes de monitoramento
e remediacdo de dguas contaminadas, mas também para a gestéo
de dguas residuais e dessalinizagdo®. Com efeito, a manipulacdo da
matéria em nanoescala permite criar e usar estruturas, dispositivos e
sistemas com propriedades e fun¢des extraordindrias, particularmen-
te importantes no contexto do tratamento de 4guas contaminadas.
Essas nanotecnologias impactam tanto o aumento da eficiéncia dos
processos, quanto a reducgdo da quantidade de residuos gerados e de
substancias quimicas nocivas empregadas.
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2. Algumas solucdes nanotecnoldgi-
cas atuais para descontaminacao de
aguas

No caso da descontaminacgdo de dguas, os principais materiais e pro-
cessos atualmente empregados estéo listados na Tabela 1. A explora-
¢do das funcionalidades dos nanomateriais permite o desenvolvimento
de operag¢des unitdrias mais eficientes no processo de remediacéo de
aguas, comparado aos métodos tradicionais®.

Tabela 1. Principais materiais e processos envolvidos nas nanotecnologias para des-
contaminagdo de dguas

Materiais Processos

Nanomateriais carbondceos Adsorcdo

Nanozedlitas Nanofiltracdo e dessalinizacio

Dendrimeros Nanofotocatélise

Nanoparticulas metélicas e de Nanoeletrocatalise

dxidos metdlicos Decomposicéo por oxirredugéo

Fonte: elaborada pelo autor.

O uso de nanomateriais tem impulsionado o desenvolvimento de mem-
branas mais eficientes e economicamente vidveis para tratamento de
dgua de consumo por dessalinizacdo e nanofiltracdao. Membranas
nanoestruturadas compostas de zedlitas, dendrimeros ou éxidos meté-
licos, como TiO, (didéxido de titanio), SiO, (diéxido de silicio) e AlLO,
(6xido de aluminio), tém demonstrado excelentes caracteristicas de
rejeigdo idnica, resisténcia mecanica e permeabilidade, permitindo-se
alcancgar altos fluxos de dgua dessalinizada’™®. Na mesma diregdo, o
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uso de nanomateriais carbondceos, como nanotubos de carbono e
nanoparticulas de fulerenos, em membranas de nanofiltragdo promo-
ve ainda a inativagdo de bactérias'™. Filtros de dgua preparados com
espuma de poliuretano revestida com fibras de nanoparticulas metali-
cas, como as de prata (Ag), apresentam propriedades antibacterianas
contra Escherichia coli (E. coli)".

No que diz respeito a nanofotocatalise de poluentes, nanoparticulas
de TiO,, suportadas em materiais como fibra de vidro, promovem a
degradacéo, sob radiagdo ultravioleta, de compostos organicos presen-
tes em &guas residuais, gerando produtos menos téxicos ou atéxicos
(Figura 1). No processo, geralmente sdo produzidas espécies reativas
de oxigénio, como os radicais hidroxila (HO-) e superéxido (-0,), sem a
necessidade de introdugdo de reagentes quimicos. Esses radicais, além
de decomporem os poluentes orgénicos, desinfetam a 4gua matando
micro-organismos como fungos, algas, bactérias e protozoarios'?.

Figura 1: Aplicagdo da nanofotocatdlise para a degradagdo de

poluentes organicos

Poluentes organicos

sedot ot o e VAR TN Y T o,

P

Filme de nanoparticulas de TiO,

Fonte: elaborada pelo autor.
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Além da decomposic¢do por fotocatdlise, nanomateriais permitem a
degradacdo eletrocatalitica de poluentes em dgua (nanoeletrocata-
lise). Materiais como filmes finos de nanoparticulas de ZnO (6xido de
zinco), depositadas sobre vidro revestido de éxido de estanho dopado
com fldor, atuam como eletrodos cataliticos para a degradacgéo de
corantes téxteis em efluentes industriais™. Ainda, eletrodos de
grafite suportados com nanoparticulas de TiO, e CuO (¢6xido de
cobre (ll)) tém demonstrado grande potencial de oxidagédo
eletrocatalitica de poluentes organicos de dguas residuais’®.

Com relagdo a d4gua presente no solo e em lengdis fredticos, solugdes
nanotecnoldégicas tém sido empregadas in situ para a decomposicao
por oxirreducdo de poluentes organicos e inorganicos. Diferente-
mente da nanofotocatélise e da nanoeletrocatélise, nesse processo,
0s nanomateriais atuam como agentes oxidantes ou redutores, e ndo
como catalisadores, para a degradacéo do poluente. Esse é caso da
utilizagdo de nanoparticulas de ferro zero-valente (ou ferro metalico)
que, devido ao seu forte poder redutor para um amplo espectro de
substancias téxicas, sdo altamente aplicadveis na descontaminacgéo
de &guas subterraneas'®. O processo é baseado na oxidacgdo do ferro
metalico (Fe®), que atua como agente redutor na degradacédo de com-
postos nocivos, por exemplo, o tetracloroeteno (C,Cl,), de acordo com

a equacdo quimica a seguir.

C2C14(3q) + 4 FBU(SJ + 4 HQO g (a) — C2H4(aq} + 4 Fe?t (aq) + 4 Cl_(aq) + 4 H20 (1)

O tamanho diminuto das nanoparticulas de ferro zero-valente permite
que sejam muito moéveis, e possam ser efetivamente transportadas pelo
fluxo de dgua subterranea. No processo in situ mais comumente usado,
uma lama contendo nanoparticulas de ferro zero-valente é injetada
na drea contaminada onde a remediacdo é necessaria, formando-se
uma zona de tratamento (Figura 2). O fluxo natural do lencgol freatico
promove o contato entre as nanoparticulas e os poluentes, onde ocorre
0 processo oxirredutivo para destruir ou imobilizar os contaminantes.
Estudos mostram que as nanoparticulas praticamente nédo séo alte-
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radas pela acidez do solo, temperatura ou niveis de nutrientes, de
forma que podem permanecer na zona de tratamento mantendo suas
propriedades por longos periodos'.

Figura 2: Emprego de nanoparticulas de ferro zero-valente para

descontaminacdo in situ de 4guas subterraneas

———p Solo

—_ » Aguadolencol
fredtico
remediada

Zona tratamento oxirredutive
promovido pelas nanoparticulas

Fonte: elaborada pelo autor.

Todas as nanotecnologias de descontaminacédo de dguas tém suas
vantagens e desvantagens, de forma que néo é possivel se eleger um
processo de uso universal, devido a necessidade de se avaliar o tipo
de poluente presente e a caracteristica da dgua a ser tratada em cada
caso. Todavia, para a remediacéo de dguas residuais de origem indus-
trial, as técnicas baseadas em adsorcédo utilizando nanomateriais,
chamados de nanoadsorventes, sdo frequentemente consideradas
superiores em relagdo as demais, ndo apenas em efetividade, mas
principalmente em termos de custo-beneficio, facilidade de opera-
¢do e simplicidade de design'. Nesse contexto, no presente capitulo,
serd dado um enfoque mais aprofundado sobre esse tema, em que
serdo discutidos o processo de adsorgdo, sua aplicagdo na remogéo
de poluentes de dguas residuais, o diferencial dos adsorventes em
nanoescala atualmente empregados e seus tipos.
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3. Descontaminacao de agua por na-
noadsorventes

3.1. Processo de adsorcdo e vantagens do confinamento a
nanoescala

De uma maneira geral, pode-se conceituar adsor¢gdo como o processo
de acumulagdo de espécies quimicas de uma fase fluida (adsorvato) na
superficie de um liquido ou um de sélido (adsorvente)'. Em processos
reversiveis, o adsorvato pode ainda desligar-se da superficie, fendmeno
denominado dessorgéo (Figura 3). Os processos de adsorgdo envolvem
uma série de fendmenos que podem alterar a distribuicdo de molécu-
las ef/ou ions na interface adsorvente/adsorvato (fase adsorvida). Os
efeitos podem ser complexos, dadas a diversidade e as propriedades
das espécies quimicas presentes.

Com base na natureza e na magnitude das forcas de interagdo entre
o adsorvato e o adsorvente, os processos de adsor¢éo podem ser sub-
divididos em dois tipos principais:

» adsorcdo fisica ou fisissorcdo: resultante de interactes
fracas e reversiveis do tipo forgas de London, dipolo-dipolo,
interacdes hidrofdbicas, ligacdo de hidrogénio e forgas ion-
-dipolo; e

+ adsorcdo quimica ou quimissorcao: resultante de interagdes

fortes e quase sempre irreversiveis, com formacéo de ligagGes
quimicas do tipo idnica ou principalmente covalente.
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Figura 3: Representacédo esquematica do processo de adsorcédo

Dessorcao

Adsorgio . P!

\ / \ Fase

"« adsorvida

Fase

Adsorvente liquida

Adsorvato———»
Fonte: elaborada pelo autor.

Se por um lado na fisissor¢éo o adsorvato pode se ligar em toda a
extensdo da superficie, inclusive formando camadas, por outro lado,
na quimissorgdo a ligagdo se da exclusivamente em determinados
sitios, denominados sitios ativos, que séo especificos para determinado
adsorvato. Contudo, dependendo da natureza/estrutura do adsorven-
te e do adsorvato, ha possibilidade de adsor¢do com caracteristicas
fisica e quimica ao mesmo tempo?°. No contexto da remediagéo de
dguas contaminadas, € desejavel que o processo de adsor¢éo seja
rapido e reversivel, para tornar vidvel a recuperagéo do poluente e do
adsorvente, visando a sua reutilizacao.

Para se avaliar a performance de adsorgdo e outras informacdes
relevantes acerca do processo, por exemplo, seu mecanismo, sédo
efetuados experimentos de equilibrio de adsorgédo em batelada, sob
temperatura constante (Figura 4). No caso da remogéo de poluentes
por adsorventes sélidos, determinada massa de adsorvente (m) é adi-
cionada a certo volume (V) de solucdes padrdes do contaminante com
diferentes concentragdes iniciais (C,), sob agitacéo, geralmente feita
com sistema mecénico, orbital ou magnético. Alcancado o tempo de
equilibrio, o adsorvente carregado com o poluente é separado do meio
por um processo secunddrio, como sedimentacéao, centrifugacgéo, coa-
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gulacéo/floculagdo ou flotacéo. Finalmente, uma amostra da solugéo
remediada é coletada para determinacéo da concentracédo de poluente
remanescente (C,). Dependendo da natureza quimica do contaminante,
essa concentracédo pode ser determinada por meio de técnicas como
cromatografia (poluentes organicos em geral), espectroscopia UV-VIS
(corantes, farmacos) e espectroscopia de absorgédo/emissdo atdmica
(metais toxicos). A capacidade de adsorgéo no equilibrio (g,) pode ser,
entdo, calculada por meio da equagéo a seguir:

(-0, o

m

e

Figura 4: Esquema do experimento de equilibrio de adsorgédo em

batelada

A Adsorvente
AAA

Poluente

Fonte: elaborada pelo autor.

A partir dos resultados dos experimentos de batelada, sdo utilizados
modelos de isotermas de adsorgdo néo lineares para se ajustar a curva
de capacidade de adsor¢édo em funcdo da concentracéo de equilibrio
do poluente (g, vs C,). Com isso, podem-se extrair informagdes funda-
mentais de avaliagdo de performance, como capacidade méxima de
adsorgdo, intensidade/energia de adsorg¢éo, afinidade do adsorvente
pelo poluente, entre outras. Para remocé&o de poluentes presentes em
meio liquido utilizando adsorventes sélidos, os modelos de isoterma
mais empregados sdo os de Langmuir?e de Freundlich?. A Tabela 2
lista as principais caracteristicas de cada um desses modelos e o signi-
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ficado fisico-quimico de seus parametros, enquanto a Figura 5 mostra
o perfil grafico das isotermas.

Tabela 2. Principais modelos néo lineares de isotermas de adsor¢édo e suas caracte-
risticas

Modelo Equagdo Caracteristicas Parametros

Adsor¢do em monocamada . .
¢ (capacidade maxima de

max

" 5 . adsorgao)
Sitios de adsorgado equivalentes
f K, (constante de Langmuir,
Langmuir _ qmaxKL Ce Nao hd interagdes entre rLefacionada a energgia de
e espécies do adsorvato em adsorcao
1 + KLC sitios adjacentes ¢ao)
e
K, (constante de Freundlich,
Adsorgdo em multicamadas relacionada a capacidade de
adsorcao)
_ K Cl/n Superficie com distribuicdo
Freundlich q, =LKL, heterogénea de sitios de 1/n (fator de heterogeneidade,
adsorgao relacionado a energia de
adsorcao)

Fonte: elaborada pelo autor.

No caso do formalismo de Langmuir, como o0 modelo pressupde adsor-
¢do em uma Unica camada, quando todos os sitios superficiais sdo
ocupados pelas espécies do poluente no processo de adsorgéo, g,
torna-se constante e igualag,_ . A partir dovalorde g __, usualmente
expresso em miligramas de poluente por grama de adsorvente, sdo
planejadas as quantidades de adsorvente para remediar determinado
volume de 4gua contaminada. O valor da constante de Langmuir for-
nece informacgdes sobre a afinidade do poluente pelo adsorvente, uma
vez que estd associada a energia de interacdo adsorvente-poluente
e, portanto, quanto mais elevado o valor de K, mais adsorvente € a
superficie. Na préatica, os valores da constante de Langmuir s&o Uteis
para se comparar a performance de adsor¢do de um mesmo adsorven-
te para diferentes poluentes (quanto maior K, maior a afinidade por
determinado poluente) ou a adsorgdo de um poluente por diferentes
adsorventes (quanto maior K, maior a eficiéncia do adsorvente).
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Figura 5: Comparacdo do perfil das isotermas de Langmuir (a) e
Freundlich (b). Para fins didaticos, as unidades dos parametros de

cada modelo foram omitidas

(a) (b)
.',(L:5 e Kg=001
- n=4 _.*

e
e

| e . Kg=001
| Wy n=10

Ce Ce

Fonte: elaborada pelo autor.

Quando os resultados dos experimentos de adsorgdo exibem melhor
adequagdo ao formalismo de Freundlich, infere-se que o processo de
adsorcdo ocorre em multiplas camadas. Isso implica que a superficie
do adsorvente é heterogénea, em que existem varios tipos de sitios de
adsorcéo, com energias distintas. De forma geral, valores de n entre
1e10 (1/n <1) indicam uma adsorc¢édo favordvel, e quanto maior o
valor de n, menos heterogénea € a distribuicdo de sitios de adsorcéo
e mais forte € a interac&o entre o adsorvente e o poluente?. O valor da
constante de Freundilich é proporcional a capacidade de adsorcédo e
pode ser usado para se avaliar a eficiéncia de adsor¢do de um adsor-
vente por diferentes poluentes (quanto maior K, maior a eficiéncia do
adsorvente). Diferentemente do formalismo de Langmuir, o modelo de
isoterma de Freundlich ndo prevé explicitamente um parametro para
se determinar a capacidade maxima de adsorgéo, visto que o proces-
so ocorre em multicamadas. Para se exprimir um valor de ¢, _a partir
desse modelo, € necessdrio realizar experimentos de adsorgcdo em
batelada, mantendo-se constante a concentragéo inicial de poluente
e variando-se a massa de adsorvente. Dessa forma, no limite em que
C tendea C, g tendeagq, .

Diversos fatores influenciam o processo de adsorgéo, entre os quais

podem se citar o pH, a rapidez de agitagéo, a temperatura e o tempo de
contato entre o adsorvente e o adsorvato. Porém, o fator mais impor-
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tante é a area superficial disponivel para a adsor¢do. Nesse sentido,
os nanomateriais apresentam duas propriedades essenciais que o0s
tornam particularmente atraentes como adsorventes. A primeira delas
€ a grande relagdo superficie/volume, o que lhes confere uma enor-
me superficie especifica (area por massa), quando comparada a dos
adsorventes em escala macroscépica (usualmente denominada escala
bulk). Em decorréncia, os nanoadsorventes apresentam uma maior
capacidade de adsorgéo, assim como uma superficie mais reativa®.
Uma outra propriedade importante é o fato de que as nanoparticulas
também podem ser eficientemente funcionalizadas com véarios gru-
pos quimicos para aumentar sua afinidade em relagédo aos poluentes-
-alvo. Dessa forma, é possivel desenvolver uma ampla variedade de
nanoadsorventes, ndo somente com elevada capacidade de adsorcéo,
mas, principalmente, com alta seletividade para o contaminante a ser
removido?®.

3.2. Alguns nanoadsorventes convencionais utilizados na
descontaminacao de aguas

Para fins didaticos, denominam-se como nanoadsorventes “conven-
cionais” aqueles que apresentam apenas o confinamento a escala
nanométrica como seu diferencial de aplicacdo, a despeito de outras
propriedades extraordindrias, por exemplo, termorresponsividade e
magnetismo. Os nanoadsorventes convencionais mais importantes
empregados atualmente para descontaminacéo de dguas residuais
de origem industrial podem ser enquadrados em trés grandes grupos:
materiais carbondceos, zedlitas e dendrimeros. Todavia, também é
possivel combinar esses materiais entre si e com outros, como metais
e Oxidos metdlicos, originando nanoadsorventes hibridos.

Com respeito aos materiais carbondceos, os mais utilizados séo nano-
tubos de carbono, nanofibras de carvéo ativado, fulerenos e grafeno e
seus derivados. Nanotubos de carbono mostram desempenho desta-
cado na adsorcéo de contaminantes organicos devido a hidrofobicida-
de de sua superficie grafitica®. Na fase aquosa, esses nanomateriais
formam agregados isolados que, apesar de acarretarem redugédo de
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area superficial efetiva, apresentam espacos intersticiais e sulcos com
sitios de alta energia de adsorg&o para moléculas organicas?. Esse
fendmeno também ocorre com fulerenos, em que a reducéo de area
superficial é ainda mais pronunciada?® (Figura 6).

Figura 6: Esquema do processo de agregagdo de nanotubos de

carbono (a) e fulerenos (b) em meio aquoso
(a) (b)

Espacos
intersticiais

Nanotubo Mondémero  Agregado Agregado
de carbono Agregado de fulereno pequeno grande

Fonte: elaborada pelo autor.

O carvéo ativado nanoestruturado também apresenta grande afinidade
por uma ampla variedade de poluentes organicos, sobretudo devido a
formacéo de interagdes hidrofébicas. Deve-se destacar, entretanto, que
esses nanomateriais possuem significativo nimero de microporos ina-
cessiveis a moléculas organicas volumosas, como muitos farmacos?°.
Somando-se a isso, sdo pouco eficientes na adsor¢édo de poluentes
orgéanicos polares e de baixa massa molecular, mesmo tendo superficie
especifica compardvel a dos nanotubos de carbono. Para esses tipos de
poluentes, sdo empregados fulerenos, 6xidos de grafeno e nanotubos
de carbono que, por serem doadores de elétrons =, tém a capacidade
de realizar interagdes n-m com moléculas organicas contendo ligagdes
C=C, que podem ser tanto de natureza apolar (hidrocarbonetos aro-
maticos) quanto polar (compostos arométicos polares)*°. Compostos
organicos com grupos funcionais fortemente polares como carboxila (-
COOH), hidroxila (-OH) e amino (-NH,) também podem ser removidos
com esses tipos de nanoadsorventes, devido a formagao de ligacdes de
hidrogénio com sua superficie grafitica doadora de elétrons®'. Oxidos
de grafeno possuem grupos carboxila na superficie, que podem ser
desprotonados em pH adequado, gerando grupos carboxilatos (-COO").
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Dessa forma, esses nanoadsorventes podem formar interacdes ele-
trostaticas com poluentes organicos carregados positivamente, entre
eles alguns corantes e farmacos, além de metais téxicos como Cu(ll),
Zn(Il), Cd(I1) e Pb(11)5?° (Figura 7).

Figura 7: Possiveis interacdes entre éxido de grafeno e poluentes

orgénicos

OH

- Interagio eletrostitica
0 e e NH,

Interacio n-7
e .

Ligagiio de hidrogénio
- = =g

Fonte: elaborada pelo autor.

No gue concerne as zedlitas nanoestruturadas, esses materiais encon-
tram um campo maior de aplicagdo na fabricagcdo de membranas para
filtracdo e dessalinizacdo de dgua. Todavia, nanoparticulas de zedlitas
tém demonstrado propriedades adsortivas excepcionais, especialmente
para a remogao de metais téxicos (Cr(IIl), Ni(Il), Cu(ll), Zn(Il) e Cd(II))
de dguas residuais®. Devido a sua estrutura altamente microporosa,
apresentam cavidades de dimensdes moleculares, onde se formam
canais interligados, os quais séo preenchidos principalmente com dgua
e ions permutéveis, entre eles Na*, K*, Ca?* e Mg?*. Isso lhes confere alta
capacidade de troca idnica e seletividade. Esses nanomateriais podem
ser preparados a partir de zedlitas naturais ou sintéticas, geralmente
por processos hidrotermais® ou por fragmentacéo induzida por laser®*.
Aplicagdes mais recentes das nanozedlitas incluem a remogéo de resi-
duos aquosos radioativos de césio-137 ('*’Cs*) de usinas nucleares®® e
a remocao de cromo hexavalente (Cr(VI1)) de efluentes de industrias de
curtume®®. Além de metais téxicos, as nanozedlitas tém sido emprega-
das para a remogao de compostos organicos polares, como corantes®
e farmacos®, de dguas residuais.
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Assim como no caso das nanozedlitas, o emprego de dendrimeros na
descontaminagdo de dgua estd mais relacionado as nanotecnologias
de filtracdo e dessalinizacd0?® do que aos processos de adsorgéo.
Dendrimeros sdo macromoléculas sintéticas, complexas e organiza-
das, com estrutura tridimensional regular, compreendendo um nucleo
de onde se irradiam cadeias poliméricas altamente ramificadas com
termina¢Ges contendo grupos funcionais bem definidos®. Sua forma
mais usual € a esférica, mas também estdo disponiveis como cones e
discos, geralmente na faixa de tamanho de 2 nm a 20 nm*°. Com sua
estrutura particular, dendrimeros tém grande potencial como nanoad-
sorventes para remocédo de poluentes organicos e metais téxicos de
dguas residuais. De fato, eles podem, por exemplo, ser modelados
com cadeias poliméricas internas hidrofdbicas, para a adsorcdo de
compostos organicos, e extremidades contendo grupos funcionais
carregados para adsor¢cdo de metais toxicos por interagéo eletrosta-
tica (Figura 8). O design da estrutura dos dendrimeros pode ainda
prever processos adsortivos baseados em complexagéo e ligacdes de
hidrogénio*. Dendrimeros ja estdo sendo empregados como nanoad-
sorventes efetivos na remocéo de corantes téxteis*? e metais téxicos*
(Ni(11), Hg(I1) e Pb(I1)) de aguas residuais. As maiores limitacdes dessa
nanotecnologia sdo a alta complexidade e o custo de produgéo dos
nanopolimeros, que ainda precisam ser melhorados*.

Figura 8: Exemplos de dendrimeros modelados com cadeias internas

hidrofébicas e extremidades carregadas

[

L N L gk b _/ R

Fonte: elaborada pelo autor.
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4. Nanoadsorventes magnéticos:
uma tendéncia nanotecnolégica
emergente

4.1. Caracteristicas gerais e propriedades dos
nanoadsorventes magnéticos

Por combinarem as vantagens do confinamento a escala nanométrica
com a possibilidade de manipulacdo magnética, os nanoadsorventes
magnéticos sdo categorizados separadamente de outros nanoadsor-
ventes*. As principais operagdes unitérias envolvidas na remediacéo
de dguas contaminadas empregando-se adsorventes sédo a adsorgéo
propriamente dita e a separacéo da fase adsorvente-poluente do meio,
geralmente feita por sedimentacéo, centrifugacéo, coagulagéo-flocu-
lacdo ou flotacdo. Com os nanoadsorventes magnéticos, o processo de
separacdo é realizado por meio da aplicagdo de um campo magnético
externo (Figura 9). Nesse contexto, o uso desses nanoadsorventes
representa um importante diferencial, pois a separacéo quimica assis-
tida magneticamente da fase nanoadsorvente-poluente € muito mais
eficiente, por ser mais rdpida e segura, além de gerar menos residuos.
Com efeito, esse processo permite a remediagéo de grandes volumes
de efluente em um tempo bem mais curto, evita que os nanoadsor-
ventes sejam liberados e contaminem as dguas residuais tratadas, e
minimiza a geracdo de lodo secundéario?.

Figura 9: Esquema do processo de separagdo quimica de poluentes

Nanoadsorvente
magnético

il

Poluente

Fonte: elaborada pelo autor.
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Os nanoadsorventes magnéticos mais comumente utilizados para des-
contaminacgdo de dguas residuais de origem industrial sdo baseados
em nanoparticulas de 6xidos de ferro, magnetita (Fe,O,) e maghemita
(y-Fe,0,), além de outras ferritas (MFe,O,; M = Mg, Mn, Co, Ni, Cu e
Zn) e nanoparticulas core-shell bimagnéticas (MFe,O,@y-Fe,0,)*"°.
Esses nanomateriais apresentam tamanhos tipicos da ordem de 10 nm,
elevada area superficial, grande quantidade de sitios superficiais ati-
vos, boa dispersdo em dgua e alta estabilidade quimica. Além disso,
seu custo de preparacéo é baixo, sendo os métodos hidrotérmico e
sol-gel os mais empregados®'.

Com relagédo as propriedades magnéticas, as curvas de magnetiza-
¢do tipicas desses nanoadsorventes ndo apresentam histerese, e as
magnetiza¢des remanentes e 0s campos coercivos possuem valores
nulos, indicando um comportamento superparamagnético. Os valores
de magnetizacdo de saturacéo tipicos séo da ordem de 50 emu/g a
80 emu/g, suficientemente altos para permitir uma separagdo mag-
nética empregando-se imds comuns.

Figura 10: Os sitios metdlicos superficiais anfotéricos =SOH das
nanoparticulas de ferrita sdo protonados em meio &cido, gerando
carga superficial positiva =SOH,* e desprotonados em meio bésico,

gerando carga superficial negativa =S5O

=SOH,” = =soH OH. 50
r "~ A
\—/ \-/
/-—_\\ /-._ﬁ\
u \\——-/
ol i 9 e®
+t+ e — -~
- - & @
\———/ v

pH acido pH basico

Fonte: elaborada pelo autor.
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Quando nanoparticulas de ferrita séo dispersas em agua, sua superfi-
cie passa a apresentar propriedades acido-base, devido a formagéo de
sitios metdlicos anfotéricos (=SOH; em que S corresponde a um céation
metdlico superficial). Dessa forma, esses sitios podem ser protonados
em meio acido (=SOH,") ou desprotonados em meio bésico (=SO"),
gerando carga positiva ou negativa na superficie da nanoparticula,
respectivamente® (Figura 10). Essa caracteristica torna os nanoad-
sorventes magnéticos particularmente importantes para a remocéo de
metais téxicos por interacdo eletrostatica. Metais como Cr(VI), As(V),
Mo(VI), que se especiam na forma de oxianions, tém sido eficiente-
mente removidos de dguas residuais em pH &cido utilizando nanoad-
sorventes magnéticoss®54,

4.2. Design de nanoadsorventes magnéticos multifuncio-
nais

As ferritas nanoestruturadas, gragas, principalmente, a sua eleva-
da reatividade de superficie associada a possibilidade de controle de
tamanho no processo de preparacdo, sdo materiais de grande versatili-
dade e podem servir de precursores para o design de nanoadsorventes
magnéticos multifuncionais. Esses nanomateriais hibridos combinam
diversas propriedades e fun¢@es importantes para a remediacéo de
dguas em um unico objeto: a ferrita confere a caracteristica magné-
tica para permitir a separacdo, enquanto outros componentes séo
responsaveis pelas propriedades adsortivas de interesse® (Figura 11).
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Figura 11: Nanoadsorventes magnéticos multifuncionais para
descontaminagdo de dguas. As nanoparticulas superparamagnéticas
de ferrita permitem a separagdo quimica assistida magneticamente,

enquanto materiais carbonéceos (a), matrizes poliméricas (b) e
diversos tipos distintos de surfactantes (c) conferem ao nanomaterial
as propriedades adsortivas de interesse
(a) ()
Nanotubo de Dupla surfactagio

carbono com carga
negativa ou positiva

Oxido de grafeno

+

-%37 w”:.g;

Surfactantes

Surfactantes o, 1
apolares

com fotocatalisadores

2z

+
f Surfactantes \

anidnicos ou cationicos

Fonte: elaborada pelo autor.

No caso dos hibridos elaborados com materiais carbonéceos, uma das
principais propriedades de interesse é sua enorme superficie especifi-
ca, geralmente superior a 2.000 m?/g. Com isso, tem-se reportado que
a incorporacdo de nanoparticulas de ferrita de manganés e de cobalto
em éxido de grafeno e nanotubos de carbono permite uma eficiéncia
muito maior na remocédo de metais téxicos de dguas residuais como
As(II1), As(V), Pb(ll) e Hg(ll), quando comparada ao uso de nanopar-
ticulas de ferrita isoladas®%. Outra funcionalidade importante dos
hibridos magnéticos a base de materiais carbonéceos € a caracteris-
tica ndo polar de sua superficie, em geral. Dessa forma, nanotubos
de carbono decorados com ferrita de niquel tém obtido uma excelente
performance na remediagdo de dguas contaminadas com poluentes
organicos, sobretudo corantes téxteis de cadeias carbdnicas longas®.

Nanomateriais carbondceos magnéticos hibridos também tém sido
empregados para a producédo de nanorrobds, conhecidos como nano-
bots, visando capturar metais téxicos de solu¢des contaminadas e
transportd-los para locais desejados e até mesmo libera-los®. Essas

497



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

nanomdquinas autoalimentadas sdo revestidas com grafeno dopado
com nanoparticulas magnéticas e movidos a peréxido de hidrogénio
(H,0,). A decomposicéo do peréxido, com liberagéo de oxigénio, fun-
ciona como o propulsor do nanobot, que tem seu movimento controlado
por um campo magnético varidvel e muito preciso. Dessa forma, eles
podem adsorver os poluentes, serem guiados para um ponto de coleta
e continuarem sua “tarefa” de descontaminacéo.

Com respeito a incorporagéo de nanoparticulas magnéticas em matri-
zes poliméricas, biopolimeros como a quitosana tém sido decorados
com ferrita de manganés para a remogao de metais téxicos, como
Cr(VI) e Cu(l)%°. Além da vantagem da grande superficie especifica
trazida pelas cadeias poliméricas, a quitosana tem diversos grupos
amino que, em pH 4cido, s&o protonados (-NH.*) e podem adsorver os
metais téxicos por interacéo eletrostdtica. Outra vantagem importante
€ o fato de a quitosana ser um biopolimero, o que torna o nanoadsor-
vente hibrido ambientalmente sustentavel.

Os nanoadsorventes magnéticos multifuncionais mais versateis sdo
aqueles elaborados com estrutura core-shell, ou nicleo-casca, na qual
o nucleo é composto por uma ferrita de interesse e a casca corresponde
tipicamente a um surfactante que apresenta afinidade por determinado
poluente-alvo. Com base nas propriedades acido-base da superficie
das ferritas, surfactantes com grupos carregados (-COO-, -SO, -
NH.*, -NR.*) podem ser utilizados em pH adequado para funcionalizar
diretamente as nanoparticulas, processo que ocorre por meio de liga-
cGes idnicas. Para outros surfactantes, muitas vezes, é realizado um
recobrimento prévio da superficie da ferrita com silica, que, devido a
formacé&o de grupos silanol (=SiOH), permite uma funcionalizagdo ndo
somente por ligacdo idnica, mas, sobretudo, por ligagédo covalente®.

As multiplas possibilidades de design desses nanoadsorventes com
estrutura core-shell permitem a remediacdo de dguas contaminadas
com todas as classes de poluentes. A escolha do surfactante é feita
com base no tipo de poluente-alvo que se deseja adsorver. Surfac-
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tantes com cadeias carbénicas longas, como 4cido estedrico, bro-
meto de cetiltrimetilaménio (CTAB) e polidimetialsiloxano (PDMS),
sdo apropriados para a remogé&o de pesticidas®® e compostos petro-
quimicos®'-%2, devido a formacao de interac¢des hidrofébicas com os
poluentes. Surfactantes carregados, como o CTAB, quando utilizados
em dupla camada de surfactagéo, oferecem a vantagem da formagéo
de interac¢des tanto hidrofébicas quanto idnicas. Com isso, podem ser
utilizados para remocédo de metais téxicos e de compostos organicos
carregados, como a maioria dos corantes téxteis®-6, Ligantes como
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e &cido dimercaptosuccinico
(DMSA) podem ser suportados em nanoparticulas recobertas com silica
para serem utilizados como agentes quelantes na remog¢éo de metais
téxicos como Pb(Il), Cd(l1) e Hg(11)®%¢7. Surfactantes com propriedades
fotocataliticas adicionam uma propriedade extra aos nanoadsorventes
magnéticos: a possibilidade de degradacéo do poluente sob radiacéo
ultravioleta. Isso tem sido alcangado empregando-se surfactantes a
base de compostos organometdlicos de platina e matrizes poliméricas
com TiO, para a adsor¢ao, separacéo magnética e fotodegradacéo de
corantes e pesticidas*se.

4.3. Principais tipos de separadores magnéticos

Independentemente da capacidade de adsor¢do dos nanoadsorventes
magnéticos, o controle eficiente da etapa de separagéo quimica assisti-
da magneticamente é essencial para o desempenho global do processo
de descontaminagdo. Nos processos adaptados a escala industrial,
podem ser empregadas duas classes principais de separadores mag-
néticos, que sédo baseados fundamentalmente no tipo de ima utilizado
em sua construcéo (Figura 12). Nos separadores de fluxo continuo,
usam-se imé&s permanentes, geralmente feitos a base de ferro, niquel,
cobalto ou de terras raras (Nd-Fe-B), que geram campos de intensidade
de até 1 T. No processo, apos a etapa de adsorcéo, o efluente atraves-
sa o separador magnético, no qual a fase nanoadsorvente-poluente
fica retida nos imés, enquanto o efluente remediado segue para ser
reaproveitado. A disposi¢éo de varios separadores em série promove 0
aumento da eficiéncia de separagéo. Os separadores de fluxo continuo
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séo considerados de baixo custo, j4 que nenhuma eletricidade precisa
ser utilizada para geragdo de campo magnético®®. Mais recentemente,
o uso de imas permanentes multipolares tem apresentado vantagens
consideraveis, pois pode gerar campos de intensidade superiora 2 T
por unidade de comprimento™.

Figura 12: Esquemas dos tipos principais de separadores
magnéticos empregados em descontaminagdo de dguas utilizando
nanoadsorventes magnéticos: (a) separador de fluxo continuo e (b)

separador de coluna

contaminado

(a) (b

Nanoadsorvente
carregado com o
poluente

l Fluxo do efluente
A

Nanoadsorvente
carregado com o
poluente

Barras de
imis

—_—
Efluente
diad

Fluxo do efluente

Coluna empacotada
com li de ngo
inoxidavel
Efluente
remediado

Eletroima

Fonte: elaborada pelo autor.

No caso dos separadores magnéticos baseados em colunas, comu-
mente se utilizam eletroimas em vez de iméas permanentes. O sistema
consiste geralmente de uma coluna, preenchida com um emaranha-
do de 1& de ago inoxidavel, que é colocada no interior de um eletroi-
ma&. Quando o eletroima é acionado, os fios da |&d de aco, devido a
sua susceptibilidade magnética, criam inomogeneidades no campo
magnético gerado por meio da coluna, de forma que um gradiente de
campo é produzido em suas adjacéncias. Entdo, os nanoadsorventes
magnéticos carregados com os poluentes sdo fortemente atraidos
pelos fios da 14 de ago e ficam aderidos a sua superficie, permitindo a
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passagem do efluente livre de poluentes™. Esse processo, conhecido
como separacdo magnética de alto gradiente, permite a geracéo de
campos magnéticos com gradientes superiores a 10* T/m, produzindo
forcas intensas o suficiente para capturar nanoparticulas magnéticas
em fluxos de efluentes com elevada vazao™.

4.4. Recuperacao e retiso de nanoadsorventes magnéticos
A capacidade de regeneracdo € um dos fatores que mais afeta a rela-
¢do custo-beneficio do uso de nanoadsorventes para descontaminagéo
de dguas residuais. No caso dos nanoadsorventes magnéticos, as
técnicas de dessorcédo dos contaminantes, e posterior recuperagéo
dos nanomateriais, dependem fundamentalmente do tipo de poluente
adsorvido. Com relagéo aos metais téxicos e compostos orgéanicos
carregados, a recuperagdo dos nanoadsorventes é realizada por con-
trole de pH, a partir de lavagens do material da fase nanoadsorvente-
-poluente com solugdes diluidas de acidos/bases. O principio basico
do procedimento se baseia na neutralizagdo de grupos quimicos ele-
tricamente carregados, por meio de sua protonacdo/desprotonacao.
Isso diminui fortemente a interagéo eletrostéatica entre os sitios ati-
vos do nanoadsorvente e os poluentes, permitindo sua dessorgéo.
Em muitos casos, esse processo permite uma recuperagao superior
a 90%, preservando-se a estrutura e a capacidade de adsorgdo do
nanomaterial™’. Para poluentes organicos pouco polares e de baixa
volatilidade, o processo de dessorgdo geralmente é feito por extragédo
utilizando solventes, enquanto que para compostos organicos volateis
usam-se ciclos de aguecimento em fornos especiais’™. Recentemente,
uma estratégia inovadora de recuperagéo foi proposta com base no
comportamento termomagnético dos nanoadsorventes magnéticos®.
Ciclos de experimentos de magneto-hipertermia foram empregados
para dessor¢éo de tolueno carregado em nanoparticulas de ferrita
funcionalizada com PDMS. No processo, a aplicagdo de campo mag-
nético alternado promove o aquecimento local do nanoadsorvente a
temperaturas préximas a 75 °C, promovendo a volatilizag&o do tolueno.
Dessa forma, é possivel recuperar tanto o nanoadsorvente, quanto o
poluente.
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5. Nanotecnologias para descontami-
nacao de aguas: riscos ou desafios?

N&o restam duvidas de que as nanotecnologias representam uma revo-
lucdo na proposigdo de estratégias inovadoras para descontaminagéo
de dguas. Entretanto, ndo se pode deixar de destacar que, juntamente
com a introdugdo de novos materiais e processos, as nanotecnologias
trazem uma preocupacéo crescente quanto aos riscos potenciais de
danos ao ambiente. Os nanomateriais podem causar efeitos indese-
javeis, caso sejam liberados de forma descontrolada, pois tém grande
capacidade de se difundir e de se acumular no solo, nos corpos hidri-
cos, na atmosfera e em células vivas. Esses fendmenos sdo dinamicos
e dificeis de serem controlados, podendo resultar na concentragéo de
toxicantes no ambiente e seu acimulo na cadeia alimentar, na catélise
de processos quimicos nocivos ao ambiente e, ainda, na adsorcéo de
biomoléculas com potencial interferéncia em processos bioldgicos
importantes™. O maior problema é que, concretamente, ainda se sabe
muito pouco sobre esses efeitos negativos e sua associagdo ao uso
de nanoparticulas e de nanotecnologias para aplicacées comerciais
e industriais.

Todavia, ndo se deve encarar esses riscos potenciais como um entrave
tecnoldgico, mas sim como um desafio a ser enfrentado. Particular-
mente em relacdo a descontaminacgédo de dguas residuais de origem
industrial, os nanoadsorventes magnéticos mostram-se como uma
alternativa de grande potencial de utilizacdo em sistemas alternativos
de tratamento local. A alta capacidade de adsorg¢éo, o baixo custo
de producdo e a facilidade de separagédo e de regeneragéo tornam
esses nanomateriais tecnologicamente e economicamente vantajo-
sos. Somando-se a isso, sua utilizacdo dentro dos limites das fabricas
e industrias, como processo de tratamento secundario de efluentes,
diminui drasticamente a possibilidade de dano ambiental.
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As nanotecnologias de remediacdo ambiental ndo podem ser sim-
plesmente tratadas como tecnologias de risco. Duas das principais
armas para contrapor esse discurso sdo a proposicdo de politicas de
regulacdo e a regulamentacgdo das nanotecnologias, tema que ja se
encontra em nivel bastante avangado no exterior. A Unido Europeia,
por exemplo, concluiu recentemente o NanoReg, projeto que estabelece
normas e recomendagdes voltadas para utilizagdo dos nanomateriais
manufaturados™. Nessa pauta, o Brasil deu um passo importante em
2020, com a aprovagdo do Marco Regulatério da Nanotecnologia e
Materiais Avancados, na Comissdo de Constituicdo e Justica. Entre os
principais avangos propostos pela nova legislagdo, estédo a possibili-
dade de maior apoio de empresas brasileiras que oferecem servigcos e
produtos com insumos nanotecnoldgicos e o incentivo a produtividade
e a competigdo do mercado das nanotecnologias no cendrio interna-
cional. Finalmente, além de um Marco Regulatério, o pais precisa de
uma politica nacional voltada as nanotecnologias, que permita ndo
somente integrar, mas também fortalecer a¢gdes governamentais que
promovam seu desenvolvimento.
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Este livro traz informacdes sobre as varias facetas do estado da arte
da Nanociéncia e da Nanotecnologia nos campos de sintese e carac-
terizacédo de nanoestruturas e suas aplicagdes nas dreas de salde e
meio ambiente.

Neste volume, foram reunidas informacdes evidenciando a ampla gama
de materiais que podem ser utilizados na produgédo de plataformas
nanoestruturadas, como ouro, lipideos, metais e até mesmo extratos
de plantas/fungos e micro-organismos — cada tipo de plataforma apre-
sentando propriedades fisicas, quimicas e biolégicas unicas. Funda-
mentos e principios da utilizacédo de ferramentas de caracterizacéo de
nanoestruturas, como a microscopia eletronica de transmissédo e de
varredura, também foram explorados. Adicionalmente, os textos evi-
denciaram a versatilidade das nanoestruturas elencadas, destacando
exemplos de como modifica¢des de dimensdes, carga e composigéo
das plataformas nanoestruturadas podem otimizar sua estabilidade,
resposta a campos magnéticos e associa¢gfes com micro-organismos,
células/tecidos e poluentes-alvo.

No campo da salde, os capitulos exploraram como o uso de nanoes-
truturas abre novas perspectivas para o tratamento e o diagndstico de
diversas patologias. Foram apresentadas abordagens nanotecnoldgi-
cas para prevengdo, diagndstico e tratamento de cancer; com énfase
nas formas de entrega das nanoestruturas ao sitio tumoral, mecanis-
mos de internalizacdo e destino intracelular de plataformas nanoes-
truturadas. Ainda, um capitulo particular foi dedicado para dissertar
sobre o potencial, perspectivas e desafios da hipertermia magnética
como estratégia inovadora para o tratamento do cancer. Destaques no
uso de nanoestruturas para tratamentos antivirais visando a diminui-
cdo de custo, toxicidade reduzida, menor chance de resisténcia viral e
até mesmo aplicagGes como nanobiossensores para fins diagndsticos
foram explorados. Intera¢des de nanoestruturas com a pele, com énfa-
se para aplicacgdes terapéutica/diagndéstica de inflamacdes e infecgbes
cutaneas e outras patologias da pele, foram exploradas. Um capitulo
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do livro foi dedicado para discusséo da aplicacédo de nanoestruturas
nas areas de regeneracéo e cicatrizacdo tecidual. O capitulo sobre
aplicacdes oftalmoldgicas da nanotecnologia trouxe destaque para os
desafios de tratamentos convencionais para doencgas oftalmoldgicas e
como o uso de nanoestruturas pode superar essas limitagdes e trazer
mais eficacia terapéutica nesse contexto.

O capitulo final do livro apresenta as vantagens e limitagdes do uso
de nanoestruturas para a descontaminacéo de corpos d'agua. Por fim,
uma abordagem especial foi dada aos nanoadsorventes magnéticos,
como nanomateriais multifuncionais de grande potencial para reme-
diacdo de dguas residuais de origem industrial.

A coletanea de capitulos apresentados é uma valiosa fonte de infor-
macdes e inspiragdes, que podem ser utilizadas para diversos propé-
sitos, incluindo, mas n&o limitados a, fins didaticos na formac&o de
estudantes de graduagéo e recursos humanos, preparagdo de cursos/
eventos para gestores e profissionais que trabalham na area e divul-
gacdo cientifica para o publico leigo. No entanto, o tema Nanociéncia
e Nanotecnologia é vasto e dindmico, passando por atualiza¢des que
variam exponencialmente. Ndo sendo possivel, portanto, explora-lo
em sua totalidade em um Unico livro publicado em determinado ponto
da histéria. Por isso, na linha do tempo, este é o primeiro volume da
série que pretende continuar explorando, divulgando, acompanhan-
do novos avancos e evidenciando o destaque da pesquisa brasileira
e internacional sobre esse tema inovador que estard cada vez mais
presente em nossa sociedade.
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NANOTECNOLOGIA: CONSIDERACOES EM
MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

Qualquer leitor, com o minimo de interesse em Tecnologia, ndo pode ficar alheio 2 Nano-
ciéncia e Nanotecnologia (N&N), que representam importantes fronteiras do conheci-
mento cientifico e teecnoldgico. O trago da N&N é a transversalidade de sua atuagéo e o
impacto que protagoniza nos dias de hoje, em franco crescimento. Este livro foi concebi-
do e produzido para fornecer ao leitor informagdes bésicas e aplicadas sobre a N&N.
O livro destaca duas vertentes importantes da N&N: sintese e caracterizagado de nanoma-
teriais e aplicagGes em salide e meio ambiente. O texto ndo pretende cobrir todo o univer-
so da N&N, porém inclui tdpicos relevantes, organizados dos fundamentos para as
aplicagtes, oferecendo ao leitor um marco introdutdrio, que por iniciativas individuais
podera se aprofundar em diferentes direcGes da N&N. O texto reflete parte da experiéncia
acumulada pela rede de N&N, organizada a partir do trabalho conjunto de diferentes la-
boratérios e unidades académicas pertencentes a Universidade de Brasilia (UnB), com
foco no ensino de pds-graduacao, pesquisa, desenvolvimento e inovacéo. Esta rede foi
organizada a partir do final da década de 1990, e nos anos subsequentes estendeu-se
muito além da UnB, envolvendo cerca de duas dezenas de instituicdes parceiras no pais
e no exterior, coletando o saldo de quase um milhar de patentes e artigos publicados em
revistas cientificas indexadas e cerca de cinco centenas de orientacdes de alunos de pés-

-graduacao.
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